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Résumé  

 Les primates non-humains (PNH) sont les hôtes naturels de plusieurs 

rétrovirus exogènes tels que STLV-1 (virus de la leucémie simienne de type 1) et 

SFV (virus foamy simien), et certains cas de co-infections naturelles ont été 

répertoriés (SFV/STLV-1). Comme HTLV-1 chez l’Homme, STLV-1 est l’agent 

étiologique de l’ATL (leucémie à cellule T de l’adulte), mais la majorité des PNH 

infectés restent asymptomatiques. HTLV-1 promeut l’expansion clonale des 

cellules infectées et l’expansion clonale de STLV-1 a également été démontrée in 

vivo chez les PNH (Turpin et al., 2017). SFV, lui, provoque une infection 

asymptomatique, mais aucune donnée n'est disponible quant à la régulation de la 

réplication de SFV en cas de co-infection. L’objectif du projet consiste à évaluer 

l’influence de STLV-1 sur la charge provirale (PVL) et la clonalité rétrovirale de SFV 

chez des babouins naturellement infectés par SFV et STLV-1. Nous avons tout 

d'abord montré que la PVL de SFV augmente dans le sang des babouins 

naturellement co-infectés (Alais et al., 2018), par rapport aux animaux infectés 

uniquement par SFV. Nous avons ensuite démontré que SFV est capable de se 

répliquer par expansion clonale des cellules infectées in vivo et nos premiers 

résultats suggèrent que l’expansion clonale de SFV n’est pas favorisée par STLV-1. 

Enfin, une approche de DNA-FISH (Fluorescence in situ hybridization), nous 

permettra de déterminer si, in vivo, une même cellule peut être co-infectée par les 

deux rétrovirus SFV et STLV-1. Ce projet permet d’apporter des informations sur la 
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réplication du virus SFV et met en avant l’influence des co-infections rétrovirales 

sur la réplication des rétrovirus exogènes in vivo. 

Mots-clés : SFV, STLV-1, clonalité, LM-PCR, rétrovirus, ATL, transmission inter-

espèces, modèle animal. 

Équipe d’accueil : Centre International de Recherche en Infectiologie (CIRI), 

équipe Oncogenèse Rétrovirale, INSERM U1111 – Université Claude Bernard Lyon 

1, CNRS, UMR5308, Ecole Normale Supérieure de Lyon, Université de Lyon, F-

69007, Lyon, France. 
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Abstract: Impact of exogenous retroviruses within naturally 

infected non-human primates on the proviral load and retroviral 

clonality in vivo 

Non-human primates (NHPs) are natural hosts for exogenous retroviruses 

such as STLV-1 (Simian T-cell Leukemia Virus type 1) and SFV (Simian Foamy Virus), 

and natural cases of co-infections have been reported (SFV/STLV-1). As described 

for HTLV-1 in humans, STLV-1 is the etiologic agent of ATL (Adult T cell Leukemia) 

in NHPs, but the majority of infected animals remain asymptomatic. Furthermore, 

as for HTLV-1, which is able to replicate through clonal expansion of infected cells, 

the quantification of the proviral load together with the identification of proviral 

integration sites in STLV-1-infected NHPs have highlighted the clonal expansion of 

STLV-1 in vivo (Turpin et al., 2017). On the other hand, SFV is considered as non-

pathogenic, but whether co-infections might regulate SFV replication is unknown. 

The aim of the project is to evaluate the influence of STLV-1 on the proviral load 

and the retroviral clonality of SFV in naturally infected baboons. First, we have 

reported that the SFV proviral load increases in the blood of baboons naturally co-

infected with SFV and STLV-1 (Alais et al., 2018). We next demonstrate for the first 

time that SFV is able to replicate by clonal expansion of infected cells in vivo, as 

described for HTLV-1 and STLV-1. However, STLV-1 does not seem to promote 

clonal expansion of SFV in vivo. Lastly, in order to analyze if one unique cell can be 

co-infected by both SFV and STLV-1 in vivo, we develop a DNA-FISH (fluorescence 

in situ hybridization) approach. Altogether, this work sheds light on the replication 
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of SFV in naturally infected NHPs, and emphasizes the fact that co-infection can 

significantly impact the replication of exogenous viruses in vivo. 
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Avant-propos 

 Mon travail de thèse a débuté en Décembre 2016 après avoir obtenu mon 

diplôme de Master en virologie moléculaire et médicale à Paris. Ces années de 

doctorat ont été menées sous la direction du Pr Renaud Mahieux qui dirige 

l’équipe d’oncogenèse rétrovirale au centre international de recherche en 

infectiologie (CIRI) et sous la co-direction du Dr David Fouchet au sein du 

laboratoire de biométrie et biologie évolutive dirigé par le Pr Dominique Pontier. 

Ils m’ont donné l’opportunité de découvrir la ville de Lyon et de me retrouver 

aujourd’hui ici à finaliser le fruit de mes 4 années de recherche.  

 Le cœur de mon projet consiste à étudier l’influence d’infections multiples 

par des rétrovirus exogènes sur la clonalité rétrovirale et la charge provirale chez 

des babouins naturellement infectés. En d’autres termes, nous cherchons à 

identifier les sites d’intégration des rétrovirus simiens au sein du génome de l’hôte, 

notamment le virus foamy simien (SFV) et le virus T-lymphotrope simien de type 1 

(STLV-1), à partir d’échantillons de 2 cohortes de babouins, l’une uniquement 

infectée par SFV et l’autre co-infectée par les 2 virus. Cela nous permettrait 

d’identifier les régions génomique cibles et de conclure sur l’expression provirale 

de SFV et STLV-1 entre les 2 cohortes et ainsi de voir l’influence de la co-infection 

sur la réplication de SFV. Ce projet est né d’une étude menée à bien par le Dr 

Sandrine Alais (Alais et al., 2018) et d’une étroite collaboration avec le centre de 

primatologie de Rousset-sur-Arc, dirigé par le Dr Romain Lacoste, au sein duquel 

sont hébergés les singes. L’étude d’Alais et al (à laquelle j’ai contribué) montre une 
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augmentation de la charge provirale de SFV dans le sang des babouins co-infectés 

avec STLV-1 ainsi qu’une transactivation du LTR du virus foamy par la protéine Tax 

d’HTLV-1 in vitro. Cela indique une possible interaction entre ces virus au sein de 

l’hôte.  

 Ce projet, financé par le Labex Ecofect, est la résultante de nombreuses 

collaborations qui m’ont permis aujourd’hui de rédiger mon manuscrit. De plus, 

l’aspect intéressant de ce projet et ce qui à mon sens représente sa force, est la 

pluridisciplinarité qui y est impliquée puisqu’elle fait intervenir l’infectiologie, la 

virologie, la biologie moléculaire, la bioinformatique ainsi que la modélisation 

mathématique. Malheureusement, ce dernier aspect ne sera pas traité ici, tout 

simplement par manque de temps, puisque les résultats n’ont été obtenus que 

très récemment et le contexte lié au Covid19 n’a pas joué en notre faveur. C’est 

pourquoi je présenterai uniquement les aspects de mise en place et d’optimisation 

des expérimentations dans mon manuscrit avec les résultats préliminaires (les 

analyses et la rédaction de l’article correspondant étant encore en cours). Un point 

important à signaler est que je présenterai dans mon introduction des 

informations relatives aux virus VIH-1 et SIV puisqu’ils représentent des modèles 

très étudiés concernant les mécanismes d’intégration provirale et de la 

pathogenèse. Il est utile de spécifier que les virus HTLV-1/STLV-1 et VIH-1/SIV se 

répliquent majoritairement par 2 mécanismes différents, respectivement, 

l’expansion clonale des cellules infectées et la réplication productive bien qu’ils ne 

soient pas exclusifs. Ce sont ces caractéristiques que je vais mettre en avant dans 
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mon introduction afin de pouvoir discuter des résultats obtenus en particulier pour 

le virus SFV pour lequel peu de données étaient disponibles sur ses mécanismes 

de propagation avant ces travaux. 

 Une étape indispensable pour répondre à la problématique de ma thèse fut 

la mise en place et l’optimisation d’une technique, nommée Ligation Mediated-

Polymerase Chain Reaction (LM-PCR), permettant d’analyser la clonalité sur des 

échantillons co-infectés. Cela a permis d’apporter une expertise technique 

supplémentaire au sein de l’équipe, sous la supervision du Dr Jocelyn Turpin dans 

l‘équipe dirigée par le Pr Charles Bangham à Londres. La mise en place de 

l’analyse bio-informatique a nécessité l’aide indispensable du Dr Magali Naville au 

sein de l’équipe du Pr Jean-Nicolas Volff à l’institut de génomique fonctionnelle de 

Lyon (IGFL) ainsi que du Dr Anat Melamed, faisant partie de l’équipe du Pr Charles 

Bangham.  

De plus, ce projet m’a donné l’opportunité d’encadrer un étudiant en 

seconde année de Master, Gustave Fourcaud, qui débute sa thèse sur la continuité 

de mon projet au sein de l’équipe suite à sa réussite au concours de l’Ecole 

Doctorale.  

  J’ai également développé des projets annexes, notamment afin d’apporter 

les bases nécessaires au développement de l’étude de la clonalité chez les virus 

foamy, comme le séquençage du génome complet du provirus de SFV chez le 

babouin qui était non répertorié dans les bases de données avant cette étude. Ce 

dernier a fait l’objet d’une publication scientifique (Jegado and Mahieux, 2019) qui 
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sera présenté dans les résultats de mon manuscrit. En continuité du projet central 

de ma thèse sur l’interaction des virus SFV et STLV-1 en cas de co-infection d’un 

même hôte, j’ai voulu évaluer si une cellule unique pouvait-être co-infectée par 2 

rétrovirus différents in vitro par l’utilisation d’une technique d’hybridation in situ en 

fluorescence (FISH). Ce projet a démarré grâce à notre collaboration avec l’équipe 

dirigée par le Pr Patrick Lomonte à l’Institut Neuromyogène de Lyon et Simon 

Roubille, doctorant au sein de cette même équipe. J’ai pu obtenir des résultats 

préliminaires sur l’optimisation de la technique que je présenterai dans la partie 

résultats.  

Le déroulement de mon projet s’est accompagné de la rédaction d’une 

revue dans Retrovirology (Jégado et al., 2019) qui figure dans l’introduction ainsi 

que d’autres articles, non liés à mon projet, présentés en annexe 5. 

 

Afin de faciliter la lecture de mon manuscrit au format électronique, il est 

préférable de l’afficher en double page afin de placer les figures référencées en 

vis-à-vis du texte correspondant. 
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Chapitre 1. Les primates non-humains  

 Classification  

 L’ordre des primates est divisé en 2 sous-ordres : les Strepsirrhini, que sont 

les prosimians ou primates primitifs (tels que les Lémurs), et les Haplorrhini. Parmi 

ces derniers, on retrouve le groupe des Simiiformes contenant les Platyrrhini 

(singes du Nouveau Monde) et les Catarrhini, dont font parties la famille des 

Cercopithecidae (singe de l’Ancien Monde) et la super-famille des Hominoïdes. 

 

 La famille des Cercopithecidae est scindée en 2 sous-familles, les 

Cercopithecinae et les Colobinae. L’ensemble représente plus de 130 espèces 

variées de primates non-humains (PNH) tels que les babouins, les mandrills ou 

encore les macaques. Les singes de l’Ancien Monde sont naturellement présents 

en Afrique ou en Asie (Stewart and Disotell, 1998). La super-famille des 

Hominoïdes inclue les grands singes tels que les chimpanzés, les bonobos, les 

gorilles, les gibbons, les orangs-outans (Perelman et al., 2011) et les humains. 

 Les singes du Nouveau Monde auraient divergé des Catarrhini il y a environ 

40 millions d’années. Ils sont présents en Amérique Centrale, Amérique du Sud 

ainsi qu'au Mexique où on comptabilise plus de 150 espèces (Schneider, 2000). 
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 Les PNH, modèles d’étude des infections virales  

 Les modèles animaux représentent un outil puissant dans la compréhension 

des interactions hôte-pathogènes, ainsi que dans la mise au point de traitement 

thérapeutique ou d’un vaccin.  

 Les rongeurs, comme les souris, sont largement utilisés lors d’études 

scientifiques mais il s’avère que certaines pathologies virales humaines ne peuvent 

pas être reproduites chez ces modèles. Les chimpanzés représentaient un modèle 

de choix dans l’étude de la pathogenèse du virus de l’hépatite C (VHC) ainsi que 

dans la mise au point d’un vaccin puisque le virus ne se réplique pas chez les 

autres PNH (Estes et al., 2018). Chaque année, entre 100 000 et 200 000 PNH 

majoritairement captifs sont utilisés dans la recherche scientifique à travers le 

monde (Arnason, 2018). En France, la réglementation sur l’utilisation des modèles 

animaux stipule que les animaux doivent provenir d’élevages. De plus, la 

physiologie des PNH étant proche de celle de l’Homme, certaines pathologies 

viro-induites et les réponses immunitaires innées et adaptatives associées sont 

similaires (Estes et al., 2018).  

 Parmi les PNH, les singes de l’Ancien Monde sont majoritairement utilisés en 

tant que modèles. Nous pouvons prendre en exemple les études associées au 

virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) identifié comme agent 

responsable du syndrome de l’immunodéficience acquise ou SIDA en 1983 (Barré-

Sinoussi et al., 1983). Plus de 40 espèces de singes d’Afrique sont des hôtes 
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naturels du SIV (l’homologue simien du VIH-1) et ne développent pas de stade 

SIDA (Del Prete and Lifson, 2018; Garcia-Tellez et al., 2016; Locher et al., 2001; 

Sodora et al., 2009). Ces caractéristiques font d’eux des modèles de choix dans la 

compréhension de la coévolution entre le SIV et son hôte induisant une répression 

de la progression de la pathologie.  

 Les différentes espèces de macaques retrouvées en Asie, notamment les 

macaques rhésus, crabier et à queue de cochon, sont aussi très utilisées dans la 

pathogenèse du VIH-1 puisque ces espèces développent, à l’inverse des singes 

africains, un stade SIDA en réponse à l’infection par SIV (Del Prete and Lifson, 

2018; Garcia-Tellez et al., 2016; Mallard and Williams, 2018). 
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Figure 1. Représentation des études réalisées chez les primates non-humains et 
associées aux infections virales chez l’Homme. 
Les primates non-humains sont utilisés en tant que modèles dans la compréhension 
d’une pathogenèse viro-induite, mise au point d’un traitement thérapeutique ou 
encore d’un vaccin. VIH = virus de l’immunodéficience humaine ; ZIKA = virus Zika ; 
DEN = virus de la dengue ; Influenza = virus de la grippe ; VHB = virus de l’hépatite B ; 
VHC = virus de l’hépatite C ; CHIKV = le virus du Chikungunya ; HCMV = 
cytomégalovirus ; EBV = virus d’Epstein-Barr ; HHV-8 = virus du sarcome de Kaposi ; 
VZV = le virus varicelle-zona. Figure provenant de l’article d’Estes et al, 2018. 
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 Les PNH sont associés à un large panel d’études d’infections virales (figure 

1) : les virus de l’hépatite C et E (HCV et HEV), le virus de la dengue (DENV), le 

virus Zika (ZIKV), le virus West Nile (WNV), le virus du Chikungunya (CHIKV), le virus 

Ebola (EBOV) etc. (Alves Dos Santos and Fink, 2018; Basler, 2017; Brianti et al., 

2017; Burm et al., 2018; Estes et al., 2018; Fujiwara, 2018; Garrison et al., 2019; 

Manickam et al., 2018; Mifsud et al., 2018; Ouwendijk and Verjans, 2015; Palermo 

et al., 2013; Pena et al., 2018; Sestak, 2018; Siragam et al., 2018; St Claire et al., 

2017; Tang-Huau et al., 2019; Valentine et al., 2019). Au cours de mon projet de 

thèse je discuterai exclusivement des rétrovirus humains et simiens apparentés : 

les VIH et SIV, les virus T lymphotropes humains et simiens (HTLV et STLV) ainsi que 

les virus foamy simiens (SFV). 
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Chapitre 2. La famille des Retroviridae  

 Définition 

 Les rétrovirus sont des virus enveloppés dont le diamètre varie en moyenne 

de 100 à 200nm (Zhang et al., 2015). Le génome rétroviral est dit diploïde puisque 

les particules virales possèdent 2 copies d’ARN simple brin à polarité positive. 

Pendant le cycle de réplication au sein d’une cellule infectée, les rétrovirus ont la 

particularité de rétrotranscrire leur génome en ADN double brin grâce à la 

transcriptase inverse. Ainsi, le génome ADN rétroviral va par la suite être intégrer 

dans le génome de la cellule hôte. Une fois intégré, le génome rétroviral est 

nommé provirus. La localisation de l’intégration joue un rôle majeur dans 

l’expression du génome proviral qui sera alors réprimée ou favorisée pour ainsi 

permettre la production de nouvelles particules virales ou virions (voir introduction 

chapitre 4-B et C).  

 

Taxonomie

 En se basant sur la morphologie des particules virales, leur structure 

génomique ainsi que leur pouvoir pathogène, le Comité International de la 

Taxonomie des Virus (ICTV) a scindé la famille des Retroviridae en 2 sous-familles : 
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Les Orthoretrovirinae et les Spumaretrovirinae. Chacune possédant, de façon 

respective, 6 et 5 genres de rétrovirus. Les Orthoretrovirinae regroupent les genres 

Alpharétrovirus, Betarétrovirus, Deltarétrovirus, Epsilonrétrovirus, 

Gammarétrovirus et Lentivirus totalisant un nombre de 49 espèces rétrovirales. On 

compte parmi celles-ci des rétrovirus ayant un caractère pathogène pour l’Homme 

comme le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) ou encore le 

virus de la leucémie humaine de type 1 (HTLV-1) décrits dans les chapitres 3-C et 

3-A de l’introduction.  

 Concernant les Spumaretrovirinae, plusieurs classifications ont été réalisées 

par l’ICTV depuis la première description du virus foamy en 1954 (Enders and 

Peebles, 1954). Les nombreux cas d’infection par les virus foamy chez un 

ensemble varié d’animaux a permis d’obtenir, en 2011, une classification 

regroupant les virus foamy spécifiques d’un hôte donné au sein d’un genre 

unique, les Spumavirus. Cela aboutissant aux 6 espèces suivantes : le virus foamy 

simien (SFV) du singe vert d’Afrique, du macaque et du chimpanzé mais aussi les 

virus foamy bovin, équin et félin. En 2017, l’augmentation du nombre d’infection 

par les virus foamy identifiée par des techniques de séquençage, notamment chez 

les primates non-humains, a contraint l’ICTV à mettre à jour la classification des 

Spumaretrovirinae (Khan et al., 2018). Cette sous-famille regroupe maintenant 5 

genres : les Simiispumavirus, Prosimiispumavirus, Bovispumavirus, Felispumavirus 

et Equispumavirus incluant 19 espèces différentes, majoritairement présentes chez  
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Rétrovirus simple –
ALV

Rétrovirus complexe – 
VIH-1

Rétrovirus complexe – 
HTLV-1

39

Représentation des gènes gag pro pol et env communs à tous les rétrovirus. Les 
rétrovirus complexes possèdent des gènes supplémentaires dits auxiliaires. ALV = virus 
de la leucose aviaire. VIH-1 = virus de l’immunodéficience humaine de type 1. HTLV-1 = 
virus de la leucémie humaine de type 1. Images provenant de viralzone 
(https://viralzone.expasy.org/). 

Figure 2. Comparaison des structures génomiques et transcrits des rétrovirus 
simples et complexes. 
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les Simiispumavirus (SFV). Un nombre encore en expansion grâce aux études 

permettant d’identifier de nouvelles espèces infectées. 

 

 Organisation génomique 

 Le génome des rétrovirus, sous forme provirale, est encadré en 5’ et 3’ par 2 

séquences longues répétées et non codantes, les LTR 5’ et LTR 3’ (constitués des 

régions U3, R et U5). Ils interviennent dans la régulation de l’expression du 

génome proviral et dans son intégration au sein du génome cellulaire. L’ensemble 

des rétrovirus possèdent 4 gènes en communs dont 2 gènes structuraux, gag et 

env, et 2 gènes enzymatiques pro et pol. 

 De plus, la structure génomique des rétrovirus permet de caractériser 2 

groupes. Les rétrovirus simples possèdent uniquement les gènes gag pro pol et 

env. Les rétrovirus complexes ont des gènes additionnels (Weiss, 1996) qui 

interviennent à différentes étapes du cycle de réplication ainsi que dans la 

pathogenèse (figure 2, pour revue voir Miyazaki et al., 2011). 
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Chapitre 3. Les rétrovirus simiens et 

humains  

 La majorité des pathologies infectieuses que l’on retrouve chez l’Homme 

ont une origine zoonotique, c’est à dire le passage d’un agent pathogène d’une 

espèce animale à l’Homme (Wolfe et al., 2007). L’organisation mondiale de la 

santé animale (OIE, 2014) indique que 60% des 1 400 agents pathogènes humains 

sont d’origine animale et 75% des pathologies animales émergentes peuvent 

contaminer l’homme. Un changement d’environnement ainsi que des réponses 

immunitaires variées soumettent les agents pathogènes à des pressions de 

sélection constantes. Concernant les infections virales, une étape d’adaptation du 

virus à son nouvel hôte est alors nécessaire afin qu’il puisse se répliquer et se 

transmettre à d’autres individus pour survivre (Jacquet et al., 2018). Un hôte qui 

assure la préservation d’un agent pathogène est considéré comme un réservoir. Le 

franchissement de la barrière d’espèce peut alors être associé à des pathologies 

chez l’Homme, c’est la notion de maladies émergentes.  

 Ces infections zoonotiques sont à l’origine d’épidémies (dissémination virale 

au sein de la population humaine) ou de pandémies (propagation du virus à 

l’échelle mondiale) au sein de la population (Salvetti and Baize, 2015). L’exemple 
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le plus récent étant la pandémie du Coronavirus SARS-CoV-2 qui a débuté en 

Chine en 2019. 

 Les PNH sont considérés comme une source de virus pouvant émerger dans 

la population humaine, notamment chez les personnes à risques étant en contact 

avec les singes (Locatelli and Peeters, 2012). Nous savons aujourd’hui que 

l’Homme peut être infecté par différents virus foamy simiens (SFV) faisant parties 

de la sous-famille des Spumaretrovirinae. Les virus T-lymphotropes humains 

(HTLV-1, 3 et 4) et les virus de l’immunodéficience humaine (VIH-1 et 2) ont aussi 

des origines simiennes. 

 

 Les deltarétrovirus : revue à propos de STLV-1, un 

modèle d’étude des infections par HTLV-1 

 Parmi les PNH circulent les rétrovirus T-lymphotropes simiens de type 1, 2 et 

3 et 4 (LeBreton et al., 2014; Locatelli and Peeters, 2012). Certaines études ont 

décrit les virus STLV-1, STLV-3 et STLV-4 comme étant à l’origine de leurs 

homologues humains, HTLV-1, HTLV-3 et HTLV-4 de façon respective. Les 

rétrovirus STLV-2 et HTLV-2 sont phylogénétiquement distincts et aucune 

transmission zoonotique n’a été mis en évidence (Gessain et al., 2013; LeBreton et 

al., 2014; Mahieux and Gessain, 2011; Peeters et al., 2014). L’ensemble des virus T-

lymphotropes humains (HTLV-1 à 4) et simiens (STLV-1, 2, 3 et 4) forme un groupe 

nommé les PTLV-1 à 4 (virus des primates T-lymphotropes). 
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 Les rétrovirus STLV-1 et HTLV-1 sont les deltarétrovirus les plus étudiés de 

par leur pathogénicité ainsi que leur prévalence plus importante. C’est pourquoi, 

durant mon projet de thèse, mon intérêt se porte en partie sur l’utilisation de STLV-

1 en tant que modèle d’étude des infections par HTLV-1. Point important que je 

discute dans ma revue publiée dans Retrovirology en 2019 (PMID : 31843020) :  
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Résumé de la revue 

 Quelques années après l’identification du rétrovirus HTLV-1 chez l’Homme, 

son homologue simien nommé STLV-1 a été découvert. Aujourd’hui, nous savons 

que ce virus est très répandu parmi les primates non-humains. Des études 

d’épidémiologie ont permis d’identifier les homologues simiens de tous les sous-

types d’HTLV-1, à l’exception des sous-types A et G. Comme HTLV-1, le virus 

simien est un virus oncogène responsable de la leucémie à cellule T de l’adulte 

(ATL) chez les PNH. En revanche, aucun cas de myélopathie n’a été décrit pour ce 

virus. Les homologies entre HTLV-1 et STLV-1 font de ce dernier un outil très 

intéressant pour étudier la pathogenèse d’HTLV-1 ainsi que pour la mise au point 

de traitements et vaccins. 

 

Introduction 

Le premier rétrovirus oncogène humain a été découvert aux États-Unis dans 

une lignée cellulaire provenant d’un échantillon de sang d’un patient souffrant 

d’un lymphome cutané (Poiesz et al., 1980, 1981). Quelques années après, la 

leucémie à cellule T de l’adulte ou ATL (touchant les lymphocytes T CD4+) a été 

décrite au Japon (Takatsuki et al., 1977; Uchiyama et al., 1977). En 1982, des 

équipes japonaises ont mis en évidence qu’un rétrovirus était lié au 

développement de l’ATL chez des patients et l’ont alors nommé le virus de l’ATL 

(ATLV). D’autres travaux ont montré que des patients ATL au Japon produisaient 

des anticorps spécifiques dirigés contre le virus découvert aux États-Unis et l’ont 
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ainsi renommé en virus T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1). Cela a 

notamment permis d’identifier le premier foyer endémique lié à ce rétrovirus 

(Gallo, 2005). 

 Par la suite, une seconde pathologie a été associée à HTLV-1 chez des 

patients souffrant d’une neuromyélopathie sévère appelée la paraparésie 

spastique tropicale ou myélopathie associée à HTLV-1 (TSP/HAM) (Gessain et al., 

1986). Nous savons aujourd’hui qu’environ 5 à 10 millions d’individus sont infectés 

par HTLV-1 à travers le monde, bien que cette prévalence soit probablement sous-

estimée. De plus, 2 à 4% de personnes infectées vont développer soit une ATL soit 

une TSP/HAM ce qui sous-entend que la majorité des cas infectés par HTLV-1 ne 

développe pas de pathologies et reste asymptomatique (Futsch et al., 2017). Les 

zones endémiques d’HTLV-1 sont situées au Japon, en Afrique Centrale, aux 

Caraïbes et en Amérique du Sud (Gessain and Cassar, 2012). De plus, le génome 

de ce virus est particulièrement stable, notamment parce qu’il se réplique 

principalement par expansion clonale des cellules infectées y compris chez les 

personnes asymptomatiques (Wattel et al., 1995). Les études épidémiologiques 

couplées à la stabilité génomique du virus ont permis d’identifier les différents 

sous-types d’HTLV-1. L’ensemble sauf le sous-type A cosmopolite, aurait une 

origine provenant d’Afrique ou d’Asie (Gessain and Cassar, 2012). Les cas d’ATL 

ont été décrits chez des personnes infectées par les sous-types A, B et C du virus 

HTLV-1 ce qui implique que l’ATL n’est pas induite uniquement par le sous-type 

cosmopolite (Einsiedel et al., 2013; Mahieux et al., 1997a). À noter que les sous-
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types B et C n’expriment pas les protéines auxiliaires p12 et/ou p30. Par 

conséquent, il faut encore déterminer si la fréquence plus faible de cas d’ATL liée 

à ces sous-types est la conséquence de l’absence de ces protéines. 

 En 1982, des lymphocytes provenant d’un macaque japonais sont mis en 

co-culture avec une lignée cellulaire chroniquement infectée par HTLV-1 pouvant 

produire des particules virales, les cellules MT-2. L’infection des lymphocytes du 

macaque a permis d’obtenir une lignée simienne infectée par HTLV-1 ce qui 

suggère que le macaque japonais est sensible à l’infection par ce virus (Miyoshi et 

al., 1982a). Des études de séroprévalence ont ensuite montré que les macaques 

japonais sont naturellement infectés par un virus apparenté à HTLV-1 (Miyoshi et 

al., 1982b). De la même façon, les sérums prélevés chez des primates de l’Ancien 

Monde ont été testés et ont révélé la présence d’anticorps spécifiques ciblés 

contre HTLV-1. En revanche, les singes du Nouveau Monde ne semblent pas être 

porteurs de ce virus ce qui laisse suggérer que l’endémicité de virus simien se 

situe en Afrique et en Asie (Hayami et al., 1984). Les analyses de séquences ont 

permis de caractériser cet agent pathogène en tant que virus T-lymphotrope 

simien (STLV) (Komuro et al., 1984; Watanabe et al., 1986). De nos jours, nous 

savons que les primates de l’Ancien Monde sont naturellement infectés par divers 

STLV-1 et que l’origine zoonotique d’HTLV-1 chez l’Homme se situe il y a environ 

27 300 ans (95%CI 19 100-35 500) en Afrique, même si des transmissions inter- 

espèces se produisent encore aujourd’hui (Filippone et al., 2015; Kazanji et al., 

2015; Mossoun et al., 2017). En conséquence de l’homologie de séquence entre 
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HTLV-1 et STLV-1, ces virus ont été groupés dans la famille des PTLV (virus T-

lymphotrope des primates) (Guo et al., 1984; Sherman et al., 1992; Watanabe et 

al., 1985).  

 Le développement de l’ATL chez les PNH naturellement infectés par STLV-1 

(Locatelli and Peeters, 2012; Turpin et al., 2017), malgré l’absence de certaines 

protéines auxiliaires (Afonso et al., 2019), fait de ce virus un outil indispensable 

dans la compréhension de la pathogenèse d’HTLV-1. Ma revue compare HTLV-1 et 

STLV-1 selon différents aspects pour justifier l’utilisation du virus simien comme 

modèle d’étude. 

 

Épidémiologie de STLV-1 

 Dans le but de d’identifier les espèces simiennes infectées par STLV-1, des 

études de séroprévalence ont été effectuées grâce à des kits développés sur la 

détection d’anticorps spécifiques d’HTLV-1 et par PCR (réaction de polymérisation 

en chaîne). Concernant les macaques japonais, les sérums prélevés ont été testés 

et 25% étaient séropositifs. Une séroprévalence élevée était observée chez les 

singes verts d’Afrique (AGM). D’autres études ont ensuite mis en évidence une 

infection STLV-1 chez de nombreuses espèces de PNH de l’Ancien Monde 

(Hunsmann et al., 1983; Lowenstine et al., 1986). L’étude d’Ishikawa et al, basée sur 

la séroprévalence de STLV-1 chez 567 échantillons de sang de PNH (30 espèces 

différentes) sauvages et captifs au Kenya, Gabon, Ghana, Cameroun, Éthiopie et 

Indonésie, a permis de détecter STLV-1 chez de nombreuses espèces : AGM, 
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singes de Syke, babouins olive, singes rouges, mandrills, gorilles et macaques 

(Ishikawa et al., 1987). La séroprévalence variait de 11 à 25% en fonction des 

espèces. D’autres équipes ont révélé la présence de STLV-1 chez les singes vert 

d’Afrique, les vervets et différentes espèces de babouins en Afrique du Sud et en 

Éthiopie (Becker et al., 1985; Ishida et al., 1986; Moné et al., 1992; Voevodin et al., 

1997a). Comme au Japon, et de la même façon que chez l’Homme, l’infection 

augmente avec l’âge des individus et l’incidence de la pathologie est plus élevée 

chez les femelles. 
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De nombreuses autres études épidémiologiques ont été effectuées (Botha 

et al., 1985; Courgnaud et al., 2004; Coursaget et al., 1985; Daniel et al., 1988; 

Dracopoli et al., 1986; Estaquier et al., 1991; Fultz et al., 1990; Hayami et al., 1983; 

Yamamoto et al., 1983, 1984a, 1984b) permettant ainsi de répertorier 31 espèces 

de PNH de l’Ancien Monde naturellement infectées par STLV-1 dont la 

séroprévalence varie de 0 à 80% (Koralnik et al., 1994; Locatelli and Peeters, 2012; 

Mahieux et al., 1998a; Moné et al., 1992; Saksena et al., 1994; Schatzl et al., 1992; 

Sintasath et al., 2009; Van Dooren et al., 2007) (Figure 3). 

 

 Dans l’hypothèse que le virus HTLV-1 est apparu lors d’une transmission 

zoonotique des PNH vers l’Homme, des analyses de séquences ont été réalisées 

pour comparer les homologies entre STLV-1 et HTLV-1. 

 

Phylogénie de STLV-1 

 Depuis le premier séquençage du génome proviral complet d‘HTLV-1 (Seiki 

et al., 1983), les analyses phylogénétiques ont permis d’identifier les différents 

sous-types du virus (Gessain and Cassar, 2012) :  

- Le sous-type A cosmopolite retrouvé partout dans le Monde. 

- Les sous-types B, D, E, F et G endémiques en Afrique Centrale. 

- Le sous-type C Australo-mélanésien qui est le plus divergent. 
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Basé sur la phylogénie et l’horloge moléculaire, l’origine d’HTLV-1 A, B, D et E est 

estimée à environ 27 300 ans +/- 8 200 ans tandis que le sous-type F aurait 

émergé il y a plus de 10 000 ans. 

 En 1984, l’article de Watanabe et al montre une origine commune entre le 

virus ATLV et HTLV-1 (Watanabe et al., 1984). De plus, des analyses de séquences 

entre HTLV-1 et STLV-1 provenant de macaques japonais, macaques à queue de 

cochon, atèles à face rouge, AGM, chimpanzés et babouins ont démontré une 

même organisation génomique, c’est à dire LTR-gag-pol-env-pX-LTR (Filippone et 

al., 2015; Guo et al., 1984; Kazanji et al., 2015; Komuro et al., 1984; Mossoun et al., 

2017; Watanabe et al., 1986). En effet, les séquences de STLV-1 du macaque à 

queue de cochon en Asie et celui de l’AGM en Afrique ont, respectivement, 90 et 

95% d’homologie avec HTLV-1. Cela permet de conclure que STLV-1 peut être 

séparé en 2 groupes parmi les singes asiatiques et africains et que HTLV-1 aurait 

une origine zoonotique africaine (Watanabe et al., 1986). 

 Concernant le sous-type HTLV-1 B, la phylogénie montre que ce virus est 

très proche de la souche de STLV-1 du chimpanzé (98% d’homologie), mais aussi 

celles infectant le singe des marais d'Allen (96%) et les gorilles au Zaïre, en 

République centrafricaine et au Cameroun (Ayouba et al., 2017; Koralnik et al., 

1994; Meertens et al., 2001; Voevodin et al., 1997b). Les sous-types D et F sont, 

quant à eux, homologues du virus STLV-1 pouvant infecter les mandrills et 

différentes espèces de Cercopithèques au Cameroun et au Gabon (Liégeois et al., 

2008; Mahieux et al., 1998b; Makuwa et al., 2004; Sintasath et al., 2009). La région 
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codant pour les protéines d’enveloppe du virus HTLV-1 sous-type E est 

génétiquement proche de STLV-1 chez les babouins chacma et jaune (Van Dooren 

et al., 2001). En revanche, aucun homologue simien n’a été identifié pour les sous-

types A et G. L’ensemble de ces données suggère fortement que plusieurs 

épisodes de transmissions inter-espèces ont eu lieu entre les PNH mais aussi des 

PNH vers l’Homme. 

 Les souches les plus divergentes de STLV-1 sont présentes chez 2 espèces 

de singes asiatiques, le macaque de Tonkean en Indonésie et le macaque à face 

rouge en Inde, en Thaïlande et en Chine (Ibrahim et al., 1995; Mahieux et al., 

1997b; Van Dooren et al., 2005). HTLV-1 sous type C présent en Mélanésie et 

Australie serait plus proche de la souche simienne infectant le macaque de 

Tonkean. De plus, la datation moléculaire permet de déduire que l’introduction de 

STLV-1 en Asie se serait passée il y a environ 156 000 à 269 000 ans (Van Dooren 

et al., 2001). Cela suggère que l’infection du macaque par STLV-1 aurait par la 

suite émergée en HTLV-1 dans la population humaine. 

 L’article de Calvignac et al montre une méthode mise au point pour 

amplifier les séquences génomiques de STLV-1 à partir d’échantillons d’os 

provenant d’un singe vervet au début du 20ème siècle (Calvignac et al., 2008). Ainsi, 

il serait possible d’utiliser cette technique pour étudier l’évolution de STLV-1 au 

cours du temps chez des échantillons de singes momifiés disponibles en Égypte et 

en Asie. 
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Transmission inter-espèces de STLV-1 

 La prévalence du virus HTLV-1 varie entre 1 et 40% chez les adultes et 

dépend de l’âge, du sexe et de la localisation géographique (Gessain and Cassar, 

2012). Nous savons aujourd’hui qu’HTLV-1 peut se transmettre par voie sexuelle, 

de la mère à l’enfant et par contact avec du sang infecté. Cependant, la 

transmission de STLV-1 apparaît principalement lors d’un comportement agressif 

entre les PNH (Leendertz et al., 2004; Nerrienet et al., 1998; Niphuis et al., 2003; 

d’Offay et al., 2007; Roussel et al., 2015a), même si la transmission sexuelle est 

plus importante chez certaines espèces comme les vervets (Dracopoli et al., 1986). 

 

Pathologies liées à STLV-1 chez les PNH naturellement infectés 

 De façon similaire à HTLV-1, la plupart des primates non-humains infectés 

par STLV-1 restent asymptomatiques tout au long de leur vie (Allan et al., 2001). 

Concernant la TSP/HAM, aucun PNH ayant développé cette pathologie n’a été 

identifié y compris chez ceux captifs et infectés depuis longtemps. Pourtant, des 

études de phylogénie montrent qu’HTLV-1 chez un patient Africain souffrant de 

TSP/HAM est très similaire à une souche de STLV-1 provenant d’un singe 

mangabey enfumé asymptomatique (Enose-Akahata et al., 2016). D’autres études 

ont montré des homologies similaires (Salemi et al., 1998; Touzé et al., 1996). De 

plus, aucune mutation spécifique au sein du génome d’HTLV-1 n’est liée à cette 

pathologie. Ainsi, le fait que les PNH ne développent pas de TSP/HAM pourrait 
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être lié au mode de transmission plutôt qu’à la durée de l’infection puisque chez 

l’Homme le développement de la pathologie à l’âge adulte à lieu entre 40 et 50 

ans (Yamano and Sato, 2012). En revanche, la longévité des PNH n’excède pas les 

50 ans (en moyenne) dans la nature et en captivité. 

 À l’inverse, des caractéristiques cliniques et pathologiques similaires à l’ATL 

chez l’Homme ont été répertoriées chez les PNH infectés par STLV-1 (Allan et al., 

2001; Hubbard et al., 1993; McCarthy et al., 1990; Miura et al., 2013; Noda et al., 

1986; d’Offay et al., 2013; Sakakibara et al., 1986; Tsujimoto et al., 1987; Turpin et 

al., 2017). Le premier cas signalé concernait un lymphome chez un macaque 

infecté (Homma et al., 1984) et était le précurseur d’autres cas souffrant de 

symptômes similaires chez des babouins, gorilles et AGM (Hubbard et al., 1993; 

McCarthy et al., 1990; d’Offay et al., 2013; Srivastava et al., 1986; Tsujimoto et al., 

1987; Voevodin et al., 1985). Une étude récente a montré que des cellules 

exprimant la protéine Tax de STLV-1 étaient détectées dans les organes 

lymphoïdes et non lymphoïdes, les ganglions mésentériques et axillaires ainsi que 

les poumons d’un babouin infecté souffrant d’ATL. En revanche, elles étaient 

absentes dans le sang (Turpin et al., 2017). Comme ce qui a été décrit pour l’ATL 

humaine, les biopsies du babouin présentaient des infiltrats de cellules positives 

CD3+ et CD25+ au niveau du derme, de l’hypoderme et des cellules musculaires. 

 



 
 

 55 

Tableau 1. Études décrivant l’infection naturelle ou expérimentale des PNH 
par STLV-1 (ou HTLV-1). 

 
 

Tableau 2. Comparaison des séquences protéiques entre HBZ d’HTLV-1 et SBZ de 
STLV-1. 

 HTLV – 1A ATK HTLV-1B EL 
HTLV -1AATK - 74,27% 
HTLV-1B EL 74,27% - 

STLV-1 Papio anubis 83,01% 71,36% 
STLV-1 Mf5 75,71% 61,43% 

 
Tableau 3. Comparaison des séquences protéiques entre Tax d’HTLV-1 et 
STLV-1. 

 HTLV – 1A ATK HTLV-1B EL 
HTLV -1A ATK - 97,26% 

HTLV-1B EL 97,26% - 
STLV-1 Papio anubis 96,03% 95,74% 

STLV-1 Mf5 92,92% 93,31% 

Etudes Infection naturelle par 
STLV-1 

Transmission inter-PNH 
par STLV-1 

Infection expérimentale 
par HTLV-1 

Mécanismes de  
(co-)infections : 

réplication rétrovirale 

Miura et al 2013 

Ma et al 2015 

Castro et al 2016 

Termini et al 2017 

Furuta et al 2017 

Yee et al 2013 

Souquière et al 2009a 

Souquière et al 2009b 

Souquière et al 2014 

Sugata et al 2016 

Turpin et al 2017 

Afonso et al 2010 

Dube et al 2013 

Voevodin et al 1985 

Voevodin et al 1996 

Voevodin et al 1997a 

Voevodin et al 1997b 

McGinn et al 2002 

Pise-Masison et al 2014 

Valeri et al 2010 

McGinn et al 2004 

Kazanji et al 1997 

Kazanji et al 2000 

Kazanji et al 2006 

Montreux et al 2001 

Debacq et al 2005 

Heraud et al 2006 

 

 

 

 

 

 

Traitements 
thérapeutiques et vaccins 

Réponse cytotoxique 

La souche ATK correspond au sous-type HTLV-1A et EL au sous-type B. STLV-1 
Papio anubis (= babouin olive) est une souche africaine et Mf5 provient d’un 
macaque asiatique. 
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Modèles des PNH infectés par STLV-1 

Après une infection naturelle par STLV-1

 Étant donné la grande homologie de séquence entre STLV-1 et HTLV-1 ainsi 

que le développement d’ATL induit par STLV-1, les PNH infectés tels que les 

macaques japonais, les babouins et les mandrills ont été utilisés pour effectuer des 

études moléculaires (Castro et al., 2016; Furuta et al., 2017; Ma et al., 2015; Miura 

et al., 2013; Souquière et al., 2009a; Sugata et al., 2016; Termini et al., 2017; Yee 

et al., 2013) (Tableau 1). Comme HTLV-1, le virus simien infecte principalement les 

cellules T CD4+ bien que l’expression de Tax soit aussi détectée dans les cellules 

souches hématopoïétiques in vivo et que l’ADN proviral soit présent dans toutes 

les cellules lymphoïdes et myéloïdes qui dérivent de ces cellules souches infectées 

(Furuta et al., 2017). L’infection par STLV-1 conduit à l’expression des protéines Tax 

et SBZ (l’équivalent d’HBZ pour HTLV-1) au sein des cellules infectées. Les 

séquences protéiques sont très similaires à celles de Tax et HBZ d’HTLV-1 

(Tableaux 2 et 3) et possèdent les mêmes propriétés d’activation du LTR proviral 

et de la voie de signalisation cellulaire NF-kB. Par exemple, une charge provirale 

ou PVL (nombre de cellules comportant une intégration provirale) élevée de STLV-

1 est liée à une forte expression de l’IL-2, IL-6, IL-10, IFNγ et TNF-α chez des 

mandrills infectés et asymptomatiques (Souquière et al., 2009b). Grâce aux 

données connues sur HTLV-1, cette observation est probablement due à 

l’expression de la protéine Tax même si cela n’a pas été démontré pour STLV-1. 

Des résultats similaires ont été obtenus dans le cas de l’IL-2 et IFNγ ainsi que pour 
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IFNγ et TNF-α chez des macaques et des babouins (Termini et al., 2017; Yee et al., 

2013). L’infection par STLV-1 engendre aussi une activation des lymphocytes T 

CD8+ cytotoxiques (CTL) en réponse aux cellules infectées et exprimant la 

protéine Tax (Castro et al., 2016; Termini et al., 2017). 

 Les protéines TCF1 et LEF1, spécifiques des lymphocytes T, peuvent 

empêcher la fixation de Tax sur le LTR proviral. Leur expression élevée dans les 

thymocytes inhibe ainsi la réplication de STLV-1 dans le thymus. À l’inverse, leur 

effet est inhibé dans les lymphocytes T du sang périphérique chez l’Homme et les 

PNH via l’effet de Tax sur la protéine STAT5a. Ces observations pourraient 

expliquer pourquoi Tax est plus efficace dans ces cellules et pourquoi HTLV-1 peut 

induire l’ATL dans le sang (Ma et al., 2015). En fonction de la souche de STLV-1, la 

protéine SBZ est soit très conservée par rapport à HBZ soit elle contient des 

insertions et délétions (Tableau 2). Néanmoins, dans tous les cas, les animaux 

peuvent développer une ATL (Miura et al., 2013; Turpin et al., 2017). Cela est 

probablement dû à la conservation des terminaisons N-terminales et C-terminales 

(domaine leucine zipper) entre HBZ et SBZ. 

 STLV-1 est capable de se répliquer par expansion clonale des cellules 

infectées chez les animaux asymptomatiques et ceux ayant développé une ATL, 

comme HTLV-1 (Miura et al., 2013; Turpin et al., 2017). La thérapie anti-virale 

utilisant l’azidothymidine (AZT) combinée à l’interféron-α (IFN-α) améliore le taux 

de survie des patients ATL souffrant des formes aigües et chroniques. En revanche, 

l’utilisation de ce traitement lors d’un essai clinique chez des babouins ATL n’a 
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montré aucune amélioration. Il serait alors intéressant de vérifier si l’absence de 

rémission chez les babouins est liée à une mutation de la protéine p53, mutation 

décrite chez des patients ATL qui ne répondaient pas au traitement à l’AZT (Datta 

et al., 2006). En prenant en compte que traiter les patients ATL est compliqué et 

qu’une PVL élevée est associée à l’ATL, une étude a regardé si cette PVL pouvait 

être diminuée chez des PNH infectés et asymptomatiques grâce à un traitement 

combinant le valproate et l’AZT (Afonso et al., 2010). En effet, la diminution de la 

PVL après traitement était associée à une réponse CTL anti-Tax plus importante, 

confirmant ainsi l’importance de la réponse immunitaire dans le contrôle des 

infection virales (Afonso et al., 2010). Une autre étude utilisant le mogamulizumab 

(un anti-CCR4 utilisé chez des patients ATL en récidive) inoculé chez des 

macaques japonais infectés par STLV-1 conduit à une forte baisse de la PVL (Miura 

et al., 2013; Sugata et al., 2016). Ces données permettent de conclure que les 

animaux infectés par STLV-1 sont de bons modèles pour la mise au point de 

traitements. 

 Finalement, une étude récente chez 2 PNH infectés et asymptomatiques 

montre que l’immunisation lors de l’utilisation du virus de la vaccine recombinant 

pouvant exprimer Tax-22 (inhibe la voie NF-kB) ou un mutant HBZ LL/AA 

(l’induction de la transcription par Tax est partiellement altérée) est liée à une 

diminution temporaire de la PVL de STLV-1 (Sugata et al., 2016). 
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Après une transmission inter-espèces de STLV-1 

 Un nombre limité d’articles décrivent les transmissions de STLV-1 entre les 

espèces simiennes (Dube et al., 2013; Voevodin et al., 1996, 1997a, 1997b) 

(Tableau 1). Une de ces études observe que des babouins infectés par une 

souche de STLV-1, provenant de macaques rhésus, ont ensuite développé une 

ATL (Voevodin et al., 1996). C’est le seul cas montrant qu’une transmission inter-

espèce de STLV-1 peut induire une pathologie parmi les PNH. Des infections 

expérimentales de macaques à queue de cochon avec du STLV-1 du mangabey 

enfumé ont montré un taux d’anticorps faible ainsi qu’une mortalité élevée de 

cause inconnue (McGinn et al., 2002). D’autres équipes ont infecté des singes 

Tantalus et des singes rouges par des souches de STLV-1 provenant d’autres 

espèces de PNH. Les tests PCR ont confirmé l’infection des animaux dont un 

présentait une mutation dans le génome proviral (Dube et al., 2013). En revanche, 

le fait que le virus reste infectieux malgré la présence de cette mutation dans le 

gène pol reste inexpliqué. 

 

Après une infection artificielle par HTLV-1 

 L’homologie importante entre STLV-1 et HTLV-1 ainsi que les outils 

disponibles pour l’étude de ce dernier ont poussé certains laboratoires à utiliser le 

clone moléculaire d’HTLV-1 et des cellules infectées par HTLV-1 sur les PNH 

(Tableau 1). En effet, l’infection des animaux après inoculation du virus humain 
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permet d’étudier la primo-infection ainsi que la dissémination virale in vivo, ce qui 

est inaccessible chez l’Homme. L’infection de Saïmiris, qui ne sont pas 

naturellement infectés par STLV-1 (Kazanji et al., 1997), montre que les organes 

lymphoïdes représentent les réservoirs majeurs du virus (Kazanji et al., 2000). De 

plus, l’infection des PNH par HTLV-1 est liée à une augmentation de l’expression 

de l’IL-2, IL-10, IFNγ comme décrit pour HTLV-1 chez l’Homme et STLV-1 chez les 

singes (Kazanji et al., 2006). Chez les Saïmiris, le virus réplique aussi par expansion 

clonale des cellules infectées après transcription inverse de son génome dans les 

phases précoces (Mortreux et al., 2001). Le développement de l’ATL est 

également observé (Debacq et al., 2005). Comme pour les babouins traités à 

l’AZT/IFN (Turpin et al., 2017), l’arsenic combiné à l’IFN-α n’induit pas de 

diminution de la PVL d’HTLV-1 même si le nombre de cellules caractéristiques de 

l’ATL diminue pour des raisons inconnues (Heraud et al., 2006). 

 Des cellules provenant de macaques rhésus et à queue de cochon ont été 

transfectées par un clone moléculaire d’HTLV-1 pour être inoculées chez leurs 

hôtes respectifs (McGinn et al., 2004; Pise-Masison et al., 2014; Valeri et al., 2010). 

L’infection des macaques à queue de cochon à induit l’apparition de nombreuses 

pathologies différentes de l’ATL ce qui suggère que ces animaux ne pouvaient pas 

être utilisés en tant que modèle pour étudier HTLV-1. En revanche, les 

conséquences concernant les macaques rhésus étaient différents puisque les 

animaux sont restés asymptomatiques. Les protéines p8 et p12 du virus sont liées 

à une augmentation de l’activité des protéines cellulaires NFAT et STAT-5 ainsi 
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que de la production d’IL-2, tandis que p30 d’HTLV-1 peut contrôler la régulation 

post-transcriptionnelle des gènes viraux in vitro (Anupam et al., 2013; Bai and 

Nicot, 2012). Ainsi, cette espèce simienne était un bon modèle pour étudier le rôle 

de ces protéines in vivo (Pise-Masison et al., 2014; Valeri et al., 2010). Cela a 

permis de montrer que p12 et p30 sont nécessaires pour la réplication d’HTLV-1 

dans les cellules dendritiques (Valeri et al., 2010), tandis que p12 et p8 ont un rôle 

dans la résistance du virus à la réponse CTL. Ces études in vivo apportent des 

observations sur les mécanismes utilisés par HTLV-1 pour établir une infection 

chronique ainsi que sur le rôle important des cellules myéloïdes dans l’infection. 

 Les auteurs ont aussi montré que les résultats obtenus chez ces macaques 

étaient différents de ceux observés chez un autre modèle animal infecté (le lapin) 

par le même clone moléculaire ce qui démontre l’importance du modèle simien 

dans l’étude de la pathogenèse d’HTLV-1. L’ensemble de ces données montre que 

le virus STLV-1 est un outil approprié dans la compréhension de la transmission et 

de la pathogenèse (ATL) induite par HTLV-1. De plus, les PNH mono-infectés par 

STLV-1 et co-infectés avec SIV sont de bons modèles dans la mise au point de 

traitements contre HTLV-1 et VIH-1. 
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 Les virus foamy simiens   

Origine et pathologie associée 

 La première souche de virus foamy (FV) fut isolée à partir de cellules de 

reins d’un macaque (Enders and Peebles, 1954). Par la suite, le virus foamy a été 

isolé chez des espèces animales diverses ce qui a permis de conclure que ce virus 

est ubiquitaire (Pinto-Santini et al., 2017). Chez les PNH, les SFV sont responsables 

d’infections persistantes. De plus, aucune pathologie n’est associée aux infections 

par FV chez les espèces réservoirs (Pinto-Santini et al., 2017). 

 

Transmission et prévalence des SFV parmi les PNH 

 Les SFV sont ubiquitaires et sont retrouvés chez de nombreuses espèces de 

PNH testées (Switzer et al., 2005). Cela inclut les espèces de l’Ancien Monde, du 

Nouveau Monde et les Hominoïdes. La prévalence des SFV varie de 75 à 100% des 

individus adultes infectés parmi les PNH en captivité (Figure 4) (Ayouba et al., 

2013; Blasse et al., 2013; Blewett et al., 2000; Broussard et al., 1997; Calattini et al., 

2004, 2006a, 2006b; Engel et al., 2006; Feeroz et al., 2013; Gessain et al., 2013; 

Ghersi et al., 2015; Goldberg et al., 2009; Hood et al., 2013; Huang et al., 2012; 

Hussain et al., 2003; Jegado and Mahieux, 2019; Jones-Engel et al., 2005, 2006, 

2007; Kaul et al., 2019; Leendertz et al., 2010; Liu et al., 2008; Miranda et al., 2019; 

Morozov et al., 2009; Mouinga-Ondémé et al., 2010; Muniz et al., 2013, 2015, 

2017; Pinto-Santini et al., 2017; Reid et al., 2017; Richard et al., 2015; Rua and 
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Gessain, 2015; Santos et al., 2019; Schillaci et al., 2005; Schweizer et al., 1999; 

Stenbak et al., 2014).  

 La transmission horizontale des SFV parmi les PNH s'effectue par morsure, 

léchage de plaie ou partage de nourriture (Calattini et al., 2006b; Hood et al., 

2013; Liu et al., 2008). En effet, la présence de particules virales infectieuses a été 

décrite dans la salive, notamment dans les cellules épithéliales à la surface de la 

muqueuse orale chez les macaques et singes verts d’Afrique (Falcone et al., 1999; 

Murray et al., 2006, 2008). La transmission verticale de la mère au petit a aussi été 

mise en évidence chez des chimpanzés (Blasse et al., 2013).  

 La séropositivité des PNH vis à vis de l'infection par SFV augmente avec 

l’âge. L’infection est plus rare chez les PNH nourrissons (<1 an), ce qui est 

probablement dû à la présence d’anticorps provenant de la mère lors de 

l’allaitement qui préviennent alors l'infection. Le nombre d’individus infectés

augmente chez les animaux juvéniles (1 à 4 ans) puis la séroprévalence devient 

plus importante chez l’adulte (Broussard et al., 1997; Calattini et al., 2006a; Hood 

et al., 2013; Jones-Engel et al., 2007; Liu et al., 2008; Mouinga-Ondémé et al., 

2010; Muniz et al., 2015).  

 

Phylogénie des SFV 

 Les virus foamy simiens sont des virus anciens et qui ont co-évolué avec leur 

hôte depuis au moins 30 millions d’années (Switzer et al., 2005). De nombreuses 

études ont décrit des souches de SFV génétiquement distinctes et spécifiques 
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d’une espèce de PNH donnée et de la localisation géographique (Aiewsakun et al., 

2019; Bieniasz et al., 1995; Broussard et al., 1997; Calattini et al., 2006a, 2006b; 

Feeroz et al., 2013; Fuentes et al., 2020; Ghersi et al., 2015; Goldberg et al., 2009; 

Hashimoto-Gotoh et al., 2020; Liu et al., 2008; McClure et al., 1994; Miranda et al., 

2019; Mouinga-Ondémé et al., 2010; Muniz et al., 2013; Reid et al., 2017; Santos 

et al., 2019; Schweizer and Neumann-Haefelin, 1995; Shankar et al., 2019; Switzer 

et al., 2005; Verschoor et al., 2004). Le génome du SFV possède une conservation 

importante parmi l’ensemble des espèces infectées et la variabilité génétique chez 

un individu est très faible au cours du temps. Celle-ci ne dépasse pas 1% chez les 

PNH ou chez l’Homme malgré plusieurs années d’infection (Mouinga-Ondémé et 

al., 2010; Rua et al., 2013; Schweizer et al., 1999). 

 La stabilité génomique associée à la spécificité hôte-virus permet 

d’identifier l’hôte d’origine lors d’une transmission inter-espèce de SFV chez un 

autre PNH ou chez l’Homme. 

 A titre d'exemple, en Côte d’Ivoire, une souche de SFV d’un Colobe rouge a 

été isolée chez le chimpanzé, prédateur des Colobes (Leendertz et al., 2008). De la 

même façon, le SFV d’une espèce simienne appartenant au genre Cercopithecus a 

été isolé chez un chimpanzé au Cameroun (Liu et al., 2008). D’autres transmissions 

inter-espèces de SFV ont été mises en évidence chez différentes espèces de 

Capucins, des singes du Nouveau Monde (Ghersi et al., 2015). Le dynamisme de la 

circulation du virus SFV au sein des PNH engendre avec le temps des surinfections 

de l’hôte par le virus (Blasse et al., 2013) qui peuvent aboutir à l’apparition de 
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phénomènes de recombinaisons. Ainsi, des études phylogénétiques ont montré 

des souches recombinantes de SFV lors de co-infections (Feeroz et al., 2013; 

Galvin et al., 2013; Liu et al., 2008; Richard et al., 2015).  

 

Les virus foamy simiens chez l’Homme 

Origine

 En 1971, le premier cas de ce que l’on pensait être le virus foamy « humain » 

(HFV) a été décrit à partir d’une culture de cellules lymphoïdes dérivant d’un 

carcinome du nasopharynx chez un patient originaire du Kenya (Achong et al., 

1971a, 1971b). Il s’est avéré, grâce à des analyses de séquençage, que le génome 

proviral de ce virus avait une forte homologie avec un virus foamy simien isolé à 

partir d’un chimpanzé, SFVcpz (Herchenröder et al., 1994). En 1995, une étude a 

été effectuée sur les comparaisons de séquences entre « HFV » et plusieurs 

souches de SFV isolées à partir de différentes espèces simiennes telles que les 

chimpanzés, les macaques, le singe vert d’Afrique ou encore le singe-araignée 

(Schweizer and Neumann-Haefelin, 1995). L’analyse a montré qu’HFV a une 

homologie plus importante avec les différentes souches de SFVcpz, notamment 

avec une souche provenant d’une espèce de chimpanzés (Pan troglodytes 

schweinfurtii) vivant au Kenya (Rua and Gessain, 2015). Ces observations 

suggèrent que le cas initial de « HFV » aurait une origine zoonotique et serait plus 

précisément un variant de la souche simienne. Elle a ainsi été renommée 
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SFVcpz(hu) ou Prototype foamy virus (PFV) pour la souche adaptée et utilisée en 

laboratoire (Pinto-Santini et al., 2017). Le virus PFV peut induire un effet 

cytopathogène des cellules in vitro, c’est à dire l’apparition de cellules géantes 

multinuclées ou « syncitia » (Tobaly-Tapiero et al., 2005), mais n'est en revanche 

pas l'agent étiologique du carcinome du nasopharynx qui était en fait dû au virus 

d’Epstein-Barr (EBV). 

 

Transmissions zoonotiques des PNH à l’Homme 

 Les contacts entre l’Homme et les primates non-humains peuvent être 

fréquents, en fonction de leur localisation géographique ou des professions 

humaines. Dans certaines parties du Monde telles que l’Afrique, l’Asie ou 

l’Amérique du Sud et Amérique Centrale, la population cohabite avec les PNH, 

pratique la chasse et manipule de la viande de brousse. De la même façon, 

certaines personnes sont professionnellement en contact avec les PNH (zoos, 

laboratoires de recherche et centres de primatologie). Les contacts avec le sang et 

la salive des PNH, principalement par morsure, favorisent les transmissions 

zoonotiques de SFV dans la population humaine (Betsem et al., 2011; Buseyne, 

2019; Calattini et al., 2007; Mouinga-Ondémé et al., 2011; Murray and Linial, 2019; 

Narat et al., 2018; Pinto-Santini et al., 2017; Rua and Gessain, 2015; Rua et al., 

2012, 2014; Schweizer et al., 1997; Wolfe et al., 2004). 
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Prévalence et Pathologie associée 

 A la suite de la découverte de PFV, de nombreux laboratoires ont essayé de 

rechercher l’existence d’infections par le virus foamy simien chez l’Homme 

(techniques décrites par Meiering and Linial, 2001). Basée sur des techniques de 

sérologie et de biologie moléculaire, une étude a permis de détecter 3 cas 

d’infections par SFV chez des individus travaillant dans des laboratoires en contact 

avec des PNH (Rua and Gessain, 2015; Schweizer et al., 1997). Plus de 100 cas 

d’infections par SFV ont été actuellement répertoriés (Gessain et al., 2013, 2020; 

Pinto-Santini et al., 2017; Rua and Gessain, 2015). Aucune transmission inter-

humaine n’a été décrite, ce qui suggère que l'homme n'est pas un réservoir de ce 

virus (Boneva et al., 2002; Gessain et al., 2013; Pinto-Santini et al., 2017). Bien 

qu’aucune pathologie n’ait été mise en évidence chez l’Homme in vivo, la 

tendance à développer une anémie serait plus fréquente chez des personnes 

infectées par SFV (Buseyne, 2019). De plus, une infection chronique est associée à 

une stimulation des monocytes et lymphocytes T CD8 + in vivo telle qu'elle a été 

décrite dans une population humaine vivant en Afrique (Gessain et al., 2020).  

 

 Les Lentivirus simiens à l’origine du VIH-1 et VIH-2 

 Le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) a été décrit chez plus de 40 

espèces de PNH naturellement présentes en Afrique uniquement (Nyamota et al., 

2020). L’infection est fréquemment considérée comme asymptomatique chez les 
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PNH africains sauvages, bien que des études aient montré une progression vers un 

stade apparenté au SIDA chez des espèces en captivité et infectées 

chroniquement ainsi que chez des chimpanzés sauvages (Keele et al., 2009; 

Locatelli and Peeters, 2012).  

 Comme pour le virus SFV, il existe une spécificité entre le SIV et certaines 

espèces de PNH africains ainsi que des co-infections et des phénomènes de 

recombinaisons parmi les singes. L’apparition de nouvelles souches de SIV se 

traduit par les transmissions inter-espèces et l’émergence du virus chez de 

nouveaux hôtes (Locatelli and Peeters, 2012; Sharp and Hahn, 2011).  

 La prévalence du SIV au sein des primates non-humains sauvages peut 

varier de 0 à 50% selon une espèce donnée (Sharp and Hahn, 2011) et dépend 

aussi de la localisation géographique, l’âge et le sexe des individus (Filippone et 

al., 2017; Locatelli et al., 2016; Nyamota et al., 2020) ce qui joue un rôle majeur sur 

les transmissions inter-espèces du SIV. Ainsi, nous pouvons supposer que la 

circulation plus limitée des virus SIV et STLV-1 parmi les PNH par rapport à SFV 

serait médiée par les modes de transmissions différents de ce dernier. 

 Des études montrent que la transmission du SIV se fait de façon horizontale 

mais aussi de façon verticale. A l’inverse de SFV, la transmission du SIV par 

morsure n’est pas aussi efficace en raison d’une présence relativement faible du 

virus dans la salive des PNH (Thomas et al., 2010). En revanche, notre équipe a 

montré que la charge provirale du virus STLV-1 était aussi très faible dans la salive 

de babouins naturellement infectés alors qu’il se transmet par morsure (Alais et al., 
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2018). Il serait alors intéressant de déterminer s’il existe une charge provirale 

minimale pouvant aboutir à la transmission du virus par morsure. D’autres voies 

sont alors privilégiées comme la reproduction ou encore la consommation de 

proies infectées (Filippone et al., 2017; Locatelli and Peeters, 2012; Sharp and 

Hahn, 2011) bien que l’étude de Fouchet et al montre que les interactions sociales 

au sein d’une communauté de mandrill participent à la transmission du virus, 

comme le toilettage, le léchage de plaies et autres interactions qui favorisent les 

échanges de fluides infectés (Fouchet et al., 2012). De plus, la circulation du SIV 

ainsi que sa persistance au sein d’une communauté serait liée à la transmission 

tardive du virus, c’est à dire au cours des stades tardifs de l’infection de l’hôte 

(Roussel et al., 2015b). 

 En revanche, les analyses phylogénétiques ont montré que le SIV du 

chimpanzé (SIVcpz) et celui du gorille (SIVgor) auraient passé la barrière d’espèces 

à plusieurs occasions pour s’adapter au sein de la population humaine. Le SIVcpz 

est apparu après transmissions inter-espèces et recombinaisons de 2 virus, le SIV 

du mangabey à collier blanc (SIVrcm) et celui pouvant infecter plusieurs espèces 

de Cercopithèques (SIVmus/mon/gsn) (Bailes et al., 2003). D’autre part, la perte du 

gène auxiliaire vpx du SIVrcm chez le SIVcpz, par recombinaison, a induit la 

modification de la région 3’ du gène vif chevauchant vpx. La protéine qui en 

résulte étant plus efficace dans la dégradation du facteur de restriction de la 

réplication virale APOBEC3G ou A3G (apolipoprotein B mRNAediting, enzyme-

catalytic, polypeptidelike 3G) chez le chimpanzé, ce qui a permis au virus de 
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s’adapter. De plus, la protéine Vif du SIVcpz peut dégrader l’A3G de l’Homme 

aussi efficacement que le fait le VIH-1 (Etienne et al., 2013).  

 La manipulation et la consommation de viande de brousse infectée par des 

souches de SIVcpz et SIVgor recombinantes aurait engendré l’apparition des 4 

groupes M, N, O et P qui appartiennent au virus de l’immunodéficience humaine 

de type 1 (VIH-1) (Peeters et al., 2014). Le groupe M étant le virus pandémique qui 

infecte aujourd’hui plus de 37 millions de personnes dans le monde (selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2018). De la même façon, les 9 

groupes A à H du VIH de type 2 ont pour origine zoonotique le SIV provenant d’un 

singe mangabey enfumé. Globalement, le VIH-2 est beaucoup moins prévalent et 

pathogène que le VIH-1 (Locatelli and Peeters, 2012; Sharp and Hahn, 2011).  
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Chapitre 4. Infection cellulaire et 

moléculaire par les rétrovirus 

simiens et humains 

 Tropisme cellulaire 

 Chez l’Homme et les PNH, les rétrovirus vont infecter différentes 

populations cellulaires et peuvent persister tout au long de la vie de l’hôte. Dans le 

sang, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) sont les cibles 

majoritaires de ces virus (figure 5).  

SFVVIH-1 HTLV-1

Lymphocytes T CD4+ Lymphocytes T CD4+ Lymphocytes T CD8+

Lymphocytes T CD8+
Lymphocytes B

Cellules dendritiques
Macrophages

Monocytes 
Neutrophiles

Cellules souches 
hématopoïétiques

Lymphocytes T CD4+

Lymphocytes B

Monocytes

Cellules NK

Macrophages

Monocytes

Figure 5. Tropisme cellulaire des rétrovirus VIH-1/SIV, HTLV-1/STLV-1 et SFV dans les
cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) in vivo. 
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En effet, le génome proviral du virus HTLV-1 est majoritairement retrouvé 

dans les lymphocytes T CD4+ activés in vivo (Futsch et al., 2017) bien qu’il soit 

aussi détecté dans les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes B, les monocytes, les 

macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques (Hishizawa et al., 2004; 

Koyanagi et al., 1993; Macatonia et al., 1992; Nagai et al., 2001; Rodrigues et al., 

2018). Le virus simien STLV-1 infecte majoritairement les T CD4+ mais la protéine 

Tax est détectée dans des cellules souches hématopoïétiques in vivo et l’ADN 

proviral est présent dans les lignées myéloïdes et lymphoïdes qui dérivent de ces 

cellules souches chez des macaques japonais. Ce phénomène est aussi observé 

pour HTLV-1 chez des patients asymptomatiques ou souffrant de HAM/TSP (Furuta 

et al., 2017). 

 HTLV-1 partage un tropisme commun avec le VIH-1 et SIV puisque ces virus 

infectent principalement les lymphocytes T CD4+. De plus, ces virus peuvent être 

latents (absence de réplication du virus) dans ces cellules ainsi que dans les 

monocytes et macrophages formant ainsi les cellules réservoirs du virus (Campbell 

et al., 2014; Gama et al., 2018; Kandathil et al., 2016; Wetzel et al., 2018). En 

revanche, les cellules dendritiques retrouvées dans la peau et la rate de patients 

infectés ne semblent pas être une cible du VIH-1 in vivo (McIlroy et al., 1995; Pope 

et al., 1995).  

 Le virus PFV est capable d’infecter et de se répliquer au sein d’un large 

panel de lignées cellulaires in vitro, indépendamment de l’espèce d’origine à 

partir de laquelle les cellules ont été isolées (Yu et al., 1996). In vivo, SFV est aussi 
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ubiquitaire et le virus reste latent dans presque tous les tissus où il a été recherché, 

notamment dans les cellules sanguines. Chez des personnes mordues et infectées 

par des gorilles, chimpanzés et AGM, le virus SFV infecte majoritairement les 

lymphocytes T CD8+ mais est aussi détecté dans les lymphocytes T CD4+ (cellules 

naïves et mémoires), lymphocytes B et très rarement dans les monocytes et 

cellules NK (Natural Killer) (von Laer et al., 1996; Rua and Gessain, 2015; Rua et al., 

2014). De plus, les cellules épithéliales de la muqueuse orale chez des macaques, 

des cercopithèques ainsi que chez des singes du Nouveau Monde semblent être 

un site de réplication active du virus (Falcone et al., 1999; Muniz et al., 2017; 

Murray et al., 2008; Soliven et al., 2013).  

 

 Étapes précoces du cycle de réplication des 

rétrovirus 

Attachement aux récepteurs et fusion des membranes 

 L’infection cellulaire par un rétrovirus débute par la reconnaissance et 

l’interaction de la protéine d’enveloppe virale avec le ou les récepteur(s) 

cellulaire(s) permettant ainsi la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane 

cellulaire et l’entrée de la capside dans le cytoplasme. Dans le cas du virus HTLV-1, 

ses protéines d’enveloppe vont reconnaitre des protéoglycanes à héparane sulfate 

(HSPG) pour ensuite interagir avec la neuropiline-1 (NRP-1) et le transporteur de 

glucose de type 1 (GLUT-1). Les molécules HSPG et GLUT-1 sont exprimées à la 
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surface de nombreuses populations cellulaires tandis que NRP-1 est présent à la 

surface des cellules dendritiques, lymphocytes T activés et cellules endothéliales 

(Pique and Jones, 2012). De plus, La molécule DC-SIGN (Dendritic Cell Specific 

Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) joue un rôle dans la 

fixation et l’entrée du virus HTLV-1 dans les cellules dendritiques (Jain et al., 2009). 

L’homologie importante entre HTLV-1 et STLV-1 suggère que ce dernier utilise les 

mêmes récepteurs d’entrée lors de l’infection cellulaire (Kim et al., 2006). 

 Concernant le virus SFV, les premières étapes du cycle viral ont été très peu 

investiguées. En effet, le récepteur cellulaire utilisé pour entrer dans la cellule n’est 

toujours pas identifié bien qu’il puisse interagir, comme HTLV-1, avec la molécule 

HSPG pour se fixer à la membrane cellulaire (Plochmann et al., 2012). Le virus 

foamy semble subir une étape d’endocytose (plutôt qu’une fusion des 

membranes) suivie d’une libération de la capside dans le cytoplasme dépendant 

d’un pH acide (Picard-Maureau et al., 2003). 

 Les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 vont majoritairement reconnaître 

la molécule CD4, membre de la super-famille des immunoglobulines, qui est 

exprimée à la surface des lymphocytes T CD4+ mais aussi des monocytes et 

macrophages (Swanstrom et al., 2018). Ce mécanisme induit un changement de 

conformation pour que les glycoprotéines d‘enveloppe du virus interagissent avec 

les co-récepteurs de chimiokines CCR5 (exprimé par les lymphocytes T mémoires 

et naïfs ainsi que les monocytes/macrophages) et CXCR4 (exprimé par 

lymphocytes T mémoires) (Bleul et al., 1997; Wetzel et al., 2018). Une étude a 
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montré que le SIV n’interagit pas avec CXCR4 mais peut interagir avec CCR5 bien 

qu’il puisse aussi infecter des cellules T CD4+ n’exprimant pas cette molécule 

(Deng et al., 1997). Chez le mangabey enfumé, le mangabey à collier blanc (RCM) 

et l’AGM, les molécules CCR5 et CXCR6 peuvent médier l’entrée du virus dans les 

lymphocytes de ces hôtes réservoirs, tandis que chez le macaque rhésus, le CCR5 

est exclusivement ciblé par le SIVmac (Elliott et al., 2015; Riddick et al., 2015; 

Wetzel et al., 2018). Nous savons que le chimpanzé, un PNH africain développe 

aussi un stade SIDA en réponse au SIV, à l’inverse des autres espèces. Ce qui est 

un point intéressant car le SIVcpz est à l’origine du VIH-1 chez l’Homme et interagit 

exclusivement avec les cellules CCR5+ (Wetzel et al., 2018). Il existe alors une 

dichotomie entre les hôtes réservoirs asymptomatiques (mangabey enfumé, AGM 

et RCM) et ceux qui développent un état pathologique (macaque rhésus, 

chimpanzé et l’Homme) sur l’utilisation du CCR5 et CXCR6 par le virus (Wetzel et 

al., 2018).  

 

Transcription inverse 

 À la suite de la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, la 

capside est libérée dans le cytoplasme. Celle-ci contient les 2 copies d’ARN 

génomique (ARNg) ainsi que la transcriptase inverse (RT), l’intégrase (IN) et la 

protéase (PR). L’ARNg est alors rétrotranscrit en ADN double brin complémentaire 

(ADNc) pendant le transfert de la capside vers le noyau cellulaire. Une étude 

récente a montré que la décapsidation se ferait dans le noyau à proximité du site 
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d’intégration de l’ADN rétrotranscrit suite à une infection par le VIH-1 in vitro 

(Burdick et al., 2020). De nombreuses études ont été menées sur le cycle viral du 

VIH-1 et ont permis d’émettre des suggestions sur les mécanismes utilisés par 

HTLV-1 (Martin et al., 2016). Nous savons que pour le virus VIH-1, la transcription 

inverse se déroule en parallèle de la décapsidation (Cosnefroy et al., 2016; Hulme 

et al., 2011). Bien que le processus soit similaire entre les rétrovirus, chaque 

espèce virale va exploiter des facteurs cellulaires spécifiques pour assurer la 

transcription inverse. L’initiation de cette étape consiste à recruter les ARN de 

transfert (ARNt) en tant qu’amorce qui va s’hybrider sur le site de fixation de 

l’amorce (PBS) de l’ARN viral afin de débuter la synthèse d’un brin d’ADN. La 

séquence du PBS détermine alors l’identité de l’ARNt utilisé par le virus (Jin and 

Musier-Forsyth, 2019). Des études in vitro ont montré que le VIH-1 pouvait recruter 

en priorité l’ARNtLys,3 (Wain-Hobson et al., 1985) mais aussi les ARNtLys1,2, ARNtMet, 

ARNtGlu et ARNtHis bien que la réplication du virus soit moins efficace (Palmer et al., 

2007). In vivo, le VIH-1 et le SIV semblent pouvoir recruter les ARNtLys,3, ARNtLys1,2 

et ARNtLys6 (Fennessey et al., 2019). 

 Concernant les virus HTLV-1 et PFV, ils semblent recruter les l’ARNtPro et 

l’ARNtLys1,2, respectivement (Lindemann and Rethwilm, 2011; Seiki et al., 1983). Il 

est alors possible de penser que la quantité d’ARNtLys1,2 dans la cellule pourrait 

limiter l’efficacité de la réplication lors d’une co-infection cellulaire par le VIH-1/SIV 

et PFV.  
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Parmi les rétrovirus, la RT possède un taux d’erreur élevé ce qui engendre 

l’apparition de mutations dans le génome viral et par conséquent joue un rôle 

dans l’émergence d’un virus chez un hôte. Cependant, les virus foamy possède 

une conservation importante du génome pour des individus d’une même espèce 

au cours du temps, comparé aux orthorétrovirus (Schweizer et al., 1999). Le taux 

d’erreur induit par la RT du virus PFV (1.1 × 10-5 mutations par nucléotides (nt) par 

cycle de réplication) est similaire à celle du VIH-1 (en moyenne 6,3 x 10^-5 

mutations/nt/cycle) in vivo (Gärtner et al., 2009; Sanjuán and Domingo-Calap, 

2016). Or, la variation des virus foamy in vivo a été estimée autour de 1.7 x 10^-8 

mutations par site par année ce qui est proche de la variabilité retrouvée pour 

l’ADN mitochondrial (Switzer et al., 2005). Cela suggère que la faible activité de 

réplication du virus foamy in vivo serait principalement responsable de la 

conservation du génome. De la même façon, le virus HTLV-1 présente aussi très 

peu de variations comme PFV/SFV ce qui pourrait être expliqué ici par une faible 

activité de réplication mais aussi un taux d’erreur de la RT plus faible que ceux du 

PFV et VIH-1 (7 × 10−6 mutations/nt/cycle) (Mansky, 2000).  

 

Aspects moléculaires de l’intégration provirale 

Mécanisme d’intégration 

 Une des caractéristiques qui distingue les rétrovirus des autres familles 

virales est leur capacité à intégrer l’ADNc au sein du génome cellulaire (ADNg) 
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sous la forme d’un provirus. Cette étape, qui est conservée parmi les rétrovirus, a 

été l’objet de nombreuses études structurales notamment dans le cas des virus 

PFV et VIH-1. À la suite de la transcription inverse de l’ARN viral, l’ADNc est 

complexé avec plusieurs protéines virales, en particulier l’IN, et des protéines 

cellulaires afin de former le complexe de préintégration (PIC) (Demeulemeester et 

al., 2015; Lesbats et al., 2016). Au sein du PIC se trouve l’intasome qui fait appel à 

un tétramère d’IN lié aux extrémités de l’ADNc du PFV et du VIH-1 mais des 

structures variées ont été observées pour d’autres rétrovirus (Faure et al., 2005; 

Guiot et al., 2006; Lee et al., 2019; Passos et al., 2017). Dans le noyau de la cellule, 

l’intégration du provirus nécessite que l’ADNc soit linéaire. De plus, l’IN ne peut 

pas agir sur un provirus déjà intégré (Brown et al., 1987; Fujiwara and Mizuuchi, 

1988; Roth et al., 1989). Ce processus se fait selon 2 étapes, le 3’-processing et le 

strand transfer (transfert de brin) (figure 6).

Les réactions sont catalysées par l’intégrase virale (3’-processing et strand transfer) 
puis par les enzymes cellulaires intervenant dans la réparation de l’ADN. PIC = 
complexe de préintégration ; TCC = target capture complex ; STC = strand 
transfer complex. Image de la revue de Lesbats et al., 2016. 

Figure 6. Mécanisme d’intégration du provirus dans l’ADN génomique cellulaire. 
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 L’IN reconnaît les séquences att au niveau des LTR (début de la région U3 

du LTR 5’ et fin de la région U5 du LTR 3’) afin de s’y fixer (Valkov et al., 2009). Le 

tétramère va réaliser une coupure simple brin des extrémités de l’ADNc par 

hydrolyse. Cela permet de supprimer un di- ou trinucléotide et de libérer un 

groupement 3’-OH fixé sur le di-nucléotide invariant 5’-CA-3’ des LTR (Lesbats et 

al., 2016). Ce modèle d’intégration est alors dit symétrique. En revanche, le 3’-

processing des virus foamy semble asymétrique puisque seule la région U5 est 

modifiée. L’extrémité de la région U3, générée via la transcription inverse, étant 

déjà substrat adéquat pour l’intégration du provirus (Enssle et al., 1999; Juretzek 

et al., 2004). 

 L’intasome peut ensuite se fixer à l’ADNg pour former le complexe TCC 

(target capture complex) et induire une coupure simple brin de l’ADNg pour y lier 

les extrémités 3’-OH de l’ADNc. L’intasome du PFV et du VIH-1 montre une 

intégration préférentielle au niveau des nucléosomes in vitro et in vivo (Lesbats et 

al., 2016; Wilson et al., 2019).  

 Une fois lié, l’ensemble forme le complexe STC (strand transfer complex) 

laissant les extrémités 5’ de l’ADNc sous forme simple brin et libre, sous-entendu 

que l’intégration est encore incomplète. La dissociation du complexe STC permet 

la prise en charge du site d’intégration par des enzymes cellulaires de réparation 

de l’ADN afin de joindre les extrémités 5’ de l’ADNc à l’ADNg. La réparation se fait 

par excision de nucléotides via une ADN polymérase, une endonucléase et une 

ligase, ce qui aboutit à l’intégration d’un provirus stable au sein du génome 
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cellulaire (Lesbats et al., 2016). À la suite de quoi, l’expression du provirus va 

médier la production de nouvelles particules virales. Cependant, l’intégration 

aboutit souvent à une infection non productive à cause d’évènements de délétions 

ou méthylations du LTR 5’ ainsi que des mutations des gènes viraux (Anderson and 

Maldarelli, 2018; De Celis-Kosmas et al., 1997; Miyazaki et al., 2007). Les provirus 

défectueux sont capables de produire certaines protéines virales qui peuvent être 

ciblées lors des réponses immunitaires (Imamichi et al., 2016; Pollack et al., 2017). 
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Image de l’article de Meyerhans et al., 2004. 

Figure 7. Représentation des formes non-intégrées de l’ADN viral et provirale après 
import du complexe de préintégration dans le noyau cellulaire. 
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Formes non intégrées de l’ADN viral 

 Bien que la forme linéaire de l’ADNc soit considérée comme la forme 

précurseur de l’intégration, l’infection des cellules génère de nombreuses formes 

non-intégrées de l’ADNc dans le cytoplasme et dans le noyau. L’étape de 3’-

processing peut avoir lieu dans le cytoplasme juste après la transcription inverse. 

Cela aboutit alors à une accumulation d’ADNc linéaire qui peut se circulariser sous 

diverses formes épisomales très étudiées dans le cas du VIH-1 (figure 7) (Hamid et 

al., 2017; Meyerhans et al., 2004) :  

La forme circulaire à 2-LTR créée via la jonction des extrémités 5’-CA-3’ par 

recombinaison non-homologue (NHEJ), un système de réparation de l’ADN 

cellulaire. 

Les formes circulaires à 1-LTR produit après une transcription inverse 

défectueuse, après recombinaison homologue entre les LTR ou encore 

après auto-intégration, c’est à dire l’intégration d’une ou des deux 

extrémités 5’-CA-3’ dans l’ADNc. 

Il existe aussi des formes linéaires non-intégrées issues de l’activité de 

l’intégrase qui peut cliver les jonctions LTR-LTR des formes circulaires à 2-

LTR. Ces formes sont par la suite dégradées au bout d’une heure dans les 

cellules en division, bien qu’elles puissent persister dans les lymphocytes T 

et les macrophages pendant plusieurs jours à 1 mois (Kelly et al., 2008). 
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 L’abondance relative de chaque forme a été quantifiée dans l’étude de 

Munir et al révélant que la forme provirale est majoritaire, suivie des formes 

circulaires à 1-LTR et à 2-LTR puis des formes linéaires non-intégrées (Munir et al., 

2013).  

 Les formes épisomales du VIH-1 et SIV apparaissent chez des populations 

cellulaires variées in vivo et in vitro (Hamid et al., 2017; Policicchio et al., 2018) et 

sont considérées comme étant des versions défectueuses de l’ADNc puisqu’elles 

ne peuvent pas être directement intégrées au génome cellulaire (Lobel et al., 

1989). En revanche, certaines observations remettent en question le rôle de 

l’épisome à 2-LTR. Des études ont montré que l’ADNc à 2-LTR pouvait servir de 

matrice fonctionnelle pour l’expression des protéines du VIH-1 dans les cellules 

infectées, bien qu’elle reste moins importante que l’expression du provirus 

(Brussel and Sonigo, 2004; Engelman et al., 1995; Thierry et al., 2016; Wiskerchen 

and Muesing, 1995). De plus, ils peuvent persister dans les cellules en croissance 

et infectées par le VIH-1. La dilution du nombre d’épisomes dans le temps étant 

due à la division cellulaire et non à la dégradation de l’ADNc ce qui montre une 

stabilité importante des formes à 2-LTR (Gillim-Ross et al., 2005; Stein et al., 2016; 

Swiggard et al., 2004)(). L’étude de Delelis et al a notamment montré que l’IN du 

virus PFV pouvait spécifiquement cliver une séquence palindromique au niveau 

des jonctions LTR-LTR de la forme épisomale afin de contribuer à l’intégration de 

ces molécules au sein du génome cellulaire (Delelis et al., 2005). Ces résultats sont 

en accord avec des études préliminaires réalisées sur d’autres rétrovirus, 
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notamment le VIH-1 (Delelis et al., 2008; Duyk et al., 1985; Panganiban and Temin, 

1984; Thierry et al., 2015). 

 

 Expression du génome proviral et production des 

virions  

 Après intégration du provirus, l’activité transcriptionnelle est contrôlée par 

la région promotrice située au niveau du LTR 5’ et dépend de la localisation du site 

d’intégration dans le génome cellulaire (voir introduction chapitre 5). Dans le cas 

du VIH-1, il existe une activité basale de la transcription qui est assurée par des 

facteurs de transcription cellulaire (FT). Celle-ci permet l’expression de la protéine 

Tat virale qui va fortement augmenter l’activité transcriptionnelle du provirus (Ne 

et al., 2018). Bien qu’elle soit moins étudiée, la protéine Tat du virus SIV agit aussi 

en tant qu’activateur de la transcription du provirus in vitro (van der Velden et al., 

2012). De la même manière, le gène codant la protéine Tax des virus HTLV-1 et 

STLV-1 est exprimé en premier et va induire une boucle de régulation positive sur 

le LTR 5’ ainsi que sur le LTR 3’. En effet, ce dernier peut servir de région 

promotrice pour la transcription d’ARNm anti-sens codant pour la protéine HBZ et 

SBZ respectivement pour HTLV-1 et STLV-1 (Harrod et al., 2000; Miura et al., 2013).  

 Concernant les virus foamy, la région promotrice du LTR 5’ possède aussi 

des sites de fixation de FT cellulaires et de la protéine virale Tas pour SFV (Bel-1  
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MTOC = centre organisateur des microtubules ; ER = réticulum endoplasmique. Image 
adaptée de Hamann et Lindemann., 2016. 

Orthorétrovirus Les virus foamy : SFV et PFV

Figure 8. Comparaison des étapes tardives entre les Orthorétrovirus (VIH-1 et HTLV-1) 
et les virus foamy (SFV et PFV). 
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pour PFV) mais ne possède aucune activité basale (Rethwilm, 1995). Cependant, le 

génome contient une seconde région promotrice située à l’extrémité 3’ du gène 

de l’enveloppe, en amont du gène codant pour la protéine Tas. Ce promoteur 

interne (PI) possède une activité transcriptionnelle basale qui permet l’expression 

de la protéine Tas. Cette dernière va aussi exercer une régulation positive sur l’IP 

et le LTR 5’ (Bodem, 2011). 

 Les ARNm produits sont exportés hors du noyau par les protéines virale Rev 

et Rex des virus VIH-1 et HTLV-1, respectivement, pour ensuite être traduits par la 

machinerie ribosomique et produire les protéines Gag, Pro, Pol et Env nécessaires 

à la production des virions (Fogarty et al., 2011; Mailler et al., 2016). La protéine 

Gag va migrer à la membrane plasmique pour former des multimères. De la même 

façon, la protéine d’enveloppe se retrouve à la membrane en subissant des étapes 

de glycosylations au niveau du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi. 

En parallèle, l’ARN génomique, transcrit à partir du génome proviral, est 

encapsidé à la membrane par les protéines Gag (Delamarre et al., 1996; Mailler et 

al., 2016). La particule virale bourgeonne ensuite de la cellule infectée via la 

membrane cellulaire constituée des protéines d’enveloppes. Le processus 

concernant le virus foamy semble différent. Les ARNm et génomiques sont 

exportés dans le cytoplasme via l’interaction avec la protéine Gag qui possède une 

séquence d’export du noyau (NES) (figure 8).  

 D’une façon intéressante, les virus foamy peuvent rétrotranscrire le génome 

ARN durant les étapes tardives, lors de l’encapsidation, ce qui induit la production 
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de particules virales avec un génome à ADN ou ARN. En revanche, cette étape 

dépend de la souche de virus foamy ainsi que de la population cellulaire infectée 

(Rethwilm, 2010). Le virus va bourgeonner au niveau de l’appareil de Golgi où se 

trouvent les glycoprotéines d’enveloppe. La libération des virions hors de la cellule 

se ferait alors par exocytose, bien qu’elle puisse aussi se faire par 

bourgeonnement au niveau de la membrane cellulaire (Hamann and Lindemann, 

2016). 

  Pendant le bourgeonnement ou juste après, la protéine Gag est clivée par 

la protéase pour former les protéines de la matrice, la capside et la 

nucléoprotéine. Ce processus est primordial pour la maturation des particules 

rétrovirales infectieuses (Mailler et al., 2016). 

 

Dissémination rétrovirale

 À la suite d’une réplication productive qui aboutit à la formation de 

nouvelles particules virales infectieuses, les rétrovirus peuvent se disséminer en 

infectant de nouvelles cellules selon différentes voies : l’infection de novo par le 

virus libre, l’infection via un contact cellulaire ou encore l’expansion clonale des 

cellules infectées (voir introduction chapitre 5).  
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Cas du virus foamy simien 

 Le virus est présent dans la muqueuse orale des singes de l’Ancien Monde 

et du Nouveau Monde (Falcone et al., 1999; Muniz et al., 2017; Murray et al., 2008; 

Soliven et al., 2013) ainsi que dans les poumons et les matières fécales de 

macaques rhésus (Blasse et al., 2013; Liu et al., 2008; Murray et al., 2006). Très peu 

d’études ont investigué le mécanisme de dissémination utilisé par SFV pour 

infecter de nouvelles cellules chez les PNH, à l’inverse des virus VIH-1/SIV et HTLV-

1/STLV-1. En revanche, Hook et al suggère in vitro que les PBMC infectées peuvent 

migrer jusqu’à la muqueuse orale et que les interactions cellulaires conduisent à la 

production de particules virales infectieuses. Le virus peut aussi passer de la 

muqueuse orale aux PBMC non-infectées (Hooks and Gibbs, 1975). Une seconde 

étude suggère que SFV pourrait établir un état de latence dans les cellules 

épithéliales en contact avec la lame basale puis, une fois les cellules différenciées, 

l’expression des virions serait établie pour être libérés à la surface des cellules 

épithéliales de la muqueuse orale, après desquamation. Mais aucune donnée ne 

montre l’infection des cellules à la lame basale (Murray et al., 2008).

 

Infection de novo par le virus libre 

 L’infection par le VIH-1 et SIV est associée à la déplétion des lymphocytes T 

CD4+ dans le sang chez l’Homme et les PNH asiatiques qui évolue vers un stade 

SIDA. L’état asymptomatique des PNH réservoirs ne serait pas dû à un contrôle 

efficace du système immunitaire de l’hôte sur la réplication du virus puisque la 
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virémie (taux de particules virales libres dans le sang) est au moins aussi 

importante que chez les PNH non-naturels qui développent un stade SIDA 

(Goldstein et al., 2000; Silvestri et al., 2003). L’infection des macaques par le SIV, 

qui développent un état pathologique, est caractérisée par une activité 

apoptotique plus importante par rapport aux PNH africains asymptomatiques 

(Cumont et al., 2008; Meythaler et al., 2009; Silvestri et al., 2003). De la même 

manière, des patients infectés par le VIH-1 et non traités montrent une mortalité 

cellulaire importante (Sternfeld et al., 2009). L’inhibition de la réplication du virus 

VIH-1 chez des patients traités par thérapie anti-rétrovirale (ART) montre une 

diminution de cette mortalité dans le sang périphérique (Chavan et al., 1999). En 

revanche, les infections naturelles des PNH africains par le SIV ne sont pas 

associées à une déplétion des lymphocytes malgré une virémie importante 

(Silvestri et al., 2003). En plus de la virémie, l’apoptose des cellules peut être 

induite par d’autres mécanismes tels que la reconnaissance de la protéine 

d’enveloppe du virus par les lymphocytes T CD8+ in vitro, l’activation chronique 

du système immunitaire ou encore l’activation de voies cellulaires apoptotiques 

après intégration du provirus ou par accumulation d’ADN non-intégrés (Estaquier 

et al., 2013; Garg and Joshi, 2017). De plus, la majorité des cellules entrant en 

apoptose concerne les cellules non-infectées qui sont à proximité des cellules 

infectées par le VIH-1 (Finkel et al., 1995).  

 Les particules virales libres d’HTLV-1 sont moins infectieuses que le VIH-1 et 

SIV notamment à cause de leur temps de demi-vie très courte ainsi qu’une 
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instabilité de la protéine d’enveloppe (Li et al., 2019; Shinagawa et al., 2012). Une 

étude a comparé l’infectiosité des virus HTLV-1 et VIH-1 pseudotypés avec 

l’enveloppe du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) et a montré qu’HTLV-1 était 

moins infectieux (Derse et al., 2001). De plus, la transfusion de plasma provenant 

d’un individu infecté par HTLV-1 à un individu sain n’induit aucune séroconversion 

(Donegan et al., 1994) et des échantillons de plasma de patients chroniquement 

infectés par HTLV-1 montrent une absence de détection des ARN viraux à polarité 

positive (Demontis et al., 2015). La faible infectiosité d’HTLV-1 est causée par la 

glycoprotéine d’enveloppe et par les propriétés intrinsèques du virus. Ainsi, HTLV-

1 utilise d’autres modes de dissémination in vivo afin d’infecter de nouvelles 

cellules. 

 

Infection de novo par un contact cellule-cellule

 Le virus HTLV-1 se dissémine principalement par un contact entre une 

cellule infectée et non-infectée, ce qui implique un transfert des virions à la cellule 

cible par un point de contact entre les membranes cellulaires. C’est la voie de 

dissémination principale au cours des étapes précoces de l’infection, quand la 

charge provirale (PVL) est faible (Bangham et al., 2014), bien qu’elle persiste aussi 

lors d’une infection chronique (Laydon et al., 2020). Trois mécanismes décrivent la 

transmission d’HTLV-1 par contact cellule-cellule in vitro : la synapse virale, les 

conduits cellulaires et le biofilm viral (Igakura et al., 2003; Pais-Correia et al., 2010; 

Van Prooyen et al., 2010). La transmission par contact cellule-cellule a aussi été 
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décrite pour le VIH-1 et l’infectiosité d’HTLV-1 et du VIH-1 est plus importante via 

ce mécanisme par rapport à l’infection de novo par le virus libre (Mazurov et al., 

2010; Pedro et al., 2019).  

 Après infection de l’hôte par le VIH-1, les cellules présentatrices d’antigènes 

non-permissives peuvent être utilisées en tant que transporteur du virus afin 

d’atteindre les organes lymphoïdes pour infecter les cellules T CD4+. Ici, l’infection 

requiert un contact cellule-cellule via la formation d’une synapse infectieuse 

(Dutartre et al., 2016; Pedro et al., 2019). Le virus peut aussi être transmis via une 

synapse virale à partir d’une cellule infectée et productive vers une cellule cible 

permissive, bien que des mécanismes alternatifs aient été mis en évidence in vitro 

(Pedro et al., 2019). 
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Les clones A, B et C en rouge, orange et gris représentent un site d’intégration unique 
du provirus dans le génome de la cellule. La division cellulaire peut être médiée par 
l’intégration provirale mais elle peut aussi être associée à une prolifération 
homéostatique ou encore à une stimulation antigénique. Ainsi, le clone cellulaire aura 
une activité mitotique plus ou moins importante et par conséquent, l’abondance clonale 
sera variable. Image adaptée de Liu et al., 2020.
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Figure 9. Expansion clonale des cellules infectées par un rétrovirus au cours du temps. 
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Chapitre 5. État de l’art de la clonalité 

rétrovirale  

 Notion d’expansion clonale des cellules infectées 

 L’intégration du provirus après infection des cellules induit la formation de 

clones cellulaires qui se distinguent des autres clones par la localisation du 

provirus dans le génome de la cellule hôte. La prolifération des cellules permet la 

réplication passive du provirus lors de la mitose donnant lieu à 2 cellules filles qui 

possèdent la même intégration provirale que la cellule mère. Cependant, cette 

division n’est pas forcément dépendante du virus et peut être simplement 

associée à une prolifération homéostatique, à une stimulation par des cytokines ou 

des antigènes. Cela entraîne une division cellulaire plus ou moins favorisée pour 

certains clones par rapport à d’autres, aboutissant à un nombre de cellules sœurs 

variable entre les clones (figure 9). La contribution relative des clones sur la 

charge provirale et la pathogenèse varie grandement d’un clone à l’autre et 

dépend de différents paramètres : la persistance de l’infection, la localisation du 

site d’intégration du provirus, ainsi que la présence ou non d’autres pathogènes au 

sein de l’hôte. 
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 Clonalité des virus STLV-1 et HTLV-1

Infection persistante chez l’hôte 

 Le génome d’HTLV-1 et STLV-1 varie très peu et possède un taux faible 

d’évolution au cours du temps, à l’inverse du VIH-1 (Gabet et al., 2003; Gessain et 

al., 1992; Hemelaar, 2013). De plus, l’absence de détection des ARNm et des 

protéines virales laisse suggérer que le virus produit peu de particules virales ou 

semble être à l’état de latence dans les PBMC et que la persistance du virus chez 

l’hôte est principalement médiée par l’expansion clonale des lymphocytes T CD4+ 

et CD8+ infectés induisant une maintenance ou une augmentation de la charge 

provirale chez l’Homme et les PNH (Alais et al., 2018; Bangham et al., 2014; Gabet 

et al., 2003; Melamed et al., 2015; Miura et al., 2013; d’Offay et al., 2013; Sibon, 

2006; Souquière et al., 2009b; Tanaka et al., 2005; Turpin et al., 2017; Wattel et al., 

1995, 1996; Zane et al., 2010). En effet, nous savons aujourd’hui que des clones 

HTLV-1 sont spécifiquement détectés après plusieurs années chez des personnes 

infectées (Etoh et al., 1997; Termini et al., 2017) et le maintien de ces clones au 

cours du temps n’est probablement pas dû à de nouvelles intégrations provirales 

puisqu’il n’existe pas de sites récurrents (hot-spots) (Cook et al., 2014; Furukawa et 

al., 1992; Gillet et al., 2011, 2013a; Melamed et al., 2013; Niederer et al., 2014). 

Cependant, ces observations n’excluent pas qu’une infection productive puisse 

persister chroniquement (Laydon et al., 2020) puisque le nombre total de clones 

augmente au cours du temps (Furukawa et al., 1992; Meekings et al., 2008; Wattel 
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et al., 1995, 1996) et des estimations récentes ont montré que des personnes 

infectées asymptomatiques ou souffrant de HAM/TSP possèdent une diversité 

clonale allant de 104 à 105 clones (Cook et al., 2014; Gillet et al., 2011; Laydon et 

al., 2014). De plus, Laydon et al a estimé qu’environ 100 à 200 clones apparaissent 

et meurent par jour, ce qui joue un rôle dans la diversité clonale et peut participer 

au développement d’une ATL (Laydon et al., 2020). D’autre part, une infection par 

HTLV-1 est associée à une réponse cytotoxique active et chronique (Bangham et 

al., 2009; Jacobson et al., 1990). L’ensemble des données discutées par la suite 

indique que l’équilibre de l’abondance clonale d’HTLV-1 et STLV-1 est la résultante 

de l’interaction entre la prolifération clonale et l’élimination des clones induite par 

la réponse CTL.   

 

Rôle de Tax et HBZ/SBZ dans l’expansion clonale

 L’oncoprotéine Tax peut interagir avec de nombreux facteurs qui 

interviennent dans les voies de signalisation cellulaire, du cycle cellulaire et de 

réparation de l’ADN (Boxus and Willems, 2009). Notamment, Tax peut interagir 

avec les protéines CREB, NF-kB et AP1 qui sont responsables de la prolifération 

ainsi que la transformation et l’immortalisation des cellules chez l’Homme et chez 

les macaques japonais (Boxus and Willems, 2009; Miura et al., 2013; Schwob et al., 

2019). Toutefois, cette protéine est aussi très immunogène et correspond à la cible 

principale de la réponse CTL activée de façon chronique ce qui induit l’élimination 

de nombreuses cellules infectées à l’exception de celles exprimant peu ou pas la  
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Euchromatine

Chromosome
Hétérochromatine

Zones faiblement associées aux UIS d’HTLV-1

Zones fortement associées aux UIS d’HTLV-1

ADN génomique

Zones moyennement associées aux UIS d’HTLV-1

Enhancer TFBS Promoteur

TSS

Îlots CpG 

Exemples : STAT1,
p53, CBP/p300 et
HDAC

Exemple : DNMT3A
chez des patients ATL

Gène transcrit

Intégrations dans des 
zones préférentielles 

(pas de hot spots)

Le provirus à tendance à s’intégrer de façon préférentielle dans les zones 
transcriptionnellement actives (euchromatine). Notamment, HTLV-1 s’intègre au sein de 
régions régulatrices telles que des enhancers, des régions de fixation de facteurs de la 
transcription (TFBS), des régions promotrices, des îlots CpG ou encore au niveau de sites 
d’initiation de la transcription (TSS). HTLV-1 semble aussi s’intégrer dans les régions 
géniques. Image adaptée de Niederer et Bangham., 2014. 

Figure 10. Sites d’intégrations préférentiels du provirus HTLV-1 dans le génome de 
l’hôte. 
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protéine Tax (Niederer and Bangham, 2014). L’inhibition de l’expression de Tax 

joue un rôle majeur dans l’évasion des cellules infectées au système immunitaire. 

 La protéine HBZ est capable d’inhiber l’expression de Tax (Clerc et al., 2008; 

Gaudray et al., 2002; Lemasson et al., 2007) tandis que Tax peut stimuler son 

expression (Landry et al., 2009) bien que de nombreux autres mécanismes 

interviennent dans la régulation de la transcription (Kulkarni and Bangham, 2018). 

À l’inverse de Tax, la protéine HBZ est moins reconnue par le système human 

leukocyte antigen (HLA) de type 1 ainsi que par la réponse cytotoxique, ce qui fait 

d’elle une protéine peu immunogène. D’autre part, la reconnaissance du système 

HLA est plus efficace chez les patients asymptomatiques (AC) que chez ceux qui 

souffrent de HAM/TSP (MacNamara et al., 2010). HBZ et SBZ jouent aussi un rôle 

important dans la stimulation de la prolifération des lymphocytes chez l’Homme et 

le macaque (Miura et al., 2013; Satou et al., 2006). L’expression faible et stable de 

la protéine au cours du temps est observée chez tous les patients souffrant d’ATL 

et de HAM/TSP ce qui suggère son importance dans la persistance et la survie des 

clones chez l’hôte (Yoshida et al., 2008).  

  

Rôle des sites d’intégrations sur la clonalité d’HTLV-1 

Sites d’intégration préférentiels du provirus 

 De nombreuses études se sont intéressées aux profils génomiques dans 

lequel les provirus d’HTLV-1 s’intègrent (figure 10). Comme dit précédemment, 

l’intégration n’est pas aléatoire et semble cibler des zones préférentielles. De plus, 
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la majorité des lymphocytes T CD4+ naturellement infectées par HTLV-1 

possèdent en moyenne une seule intégration provirale (Cook et al., 2012). Le virus 

va favoriser l’intégration au sein des régions transcriptionnellement actives du 

génome (euchromatine). L’intégration du provirus dans l’ADN génomique des 

lymphocytes T CD4+ infectés in vitro est observée aux alentours de promoteurs 

actifs et de zones d’amplification de la transcription (enhancer) (Gillet et al., 2011; 

Meekings et al., 2008). À noter que certaines intégrations sont associées à des 

zones inhibées (hétérochromatine) (Gillet et al., 2011). Si on regarde plus 

précisément les profils d’intégration, HTLV-1 s’intègre à proximité des sites 

d’initiation de la transcription (TSS) et des îlots CpG, à une distance allant de 1 000 

paires de bases (pb) à 100 pb. In vitro, HTLV-1 favorise fortement l’intégration du 

provirus au niveau de régions de fixation de facteurs de la transcription (TFBS), 

notamment des protéines STAT1, p53, HDAC (histone désacétylase, ex : HDAC3 et 

HDAC6) et HAT (histone acétyltransférase, ex : CBP et p300). Ces protéines jouent 

un rôle dans la régulation de la réponse anti-virale, du cycle cellulaire et de la 

conformation de la chromatine (Melamed et al., 2013).  

 L’intégration du provirus par rapport à la région génomique peut être 

décrite comme étant symétrique, c’est-à-dire une intégration fréquente en amont 

ou en aval de la région cible ou asymétrique avec une préférence pour un des 

deux côtés de la cible. Concernant les régions géniques, des UIS ont été 

répertoriés au sein de certains gènes ou en amont, bien qu’ils soient moins 

favorisés (Gillet et al., 2011; Katsuya et al., 2019; Meekings et al., 2008; Rosewick et 
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al., 2017). La fréquence d’UIS répertoriés au niveau des gènes n’était 

significativement pas différente entre les patients AC, HAM/TSP et ATL (Katsuya et 

al., 2019) bien qu’une seconde étude ait montré qu’elle était plus élevée chez les 

AC par rapport aux HAM/TSP (Niederer et al., 2014). De nombreuses analyses des 

sites d’intégration du virus HTLV-1 ne mettent en avant aucun site récurrent (hot 

spots) in vitro et in vivo quelque soit l’état pathologique du patient (Cook et al., 

2014; Gillet et al., 2011, 2013a; Melamed et al., 2013; Niederer et al., 2014) mais, 

dans 6% des cas d’ATL, les UIS des clones dominants sont associés à des 

intégrations situées en amont de régions géniques appartenant à différentes 

fonctions (Cook et al., 2014). Une seconde étude montre, à l’inverse de Cook et al, 

que les intégrations provirales d’HTLV-1 au sein de tumeurs chez des patients ATL 

présentent plutôt des intégrations au sein ou en aval de gènes impliqués dans le 

développement tumoral (Rosewick et al., 2017) : (1) Le provirus est intégré au sein 

d’un intron dans la même orientation qu’un gène induisant l’apparition d’un site de 

terminaison de la transcription et de polyadénylation prématuré sous le contrôle 

du LTR-5’ proviral. Ces intégrations ont pour incidence une forte diminution de 

l’expression des exons en aval du provirus, notamment chez des anti-oncogènes. 

(2) Le provirus est intégré soit dans une région génique, soit en aval d’un gène 

dans la même orientation ou de façon opposée. Dans ces conditions, l’expression 

des transcrits anti-sens, dépendant du LTR 3’ proviral et codant pour HBZ, indique 

qu’il y aurait une interaction transcriptionnelle avec les exons 
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en amont du provirus ce qui aurait pour conséquence l’expression d’isoformes de 

gènes ou l’expression de gènes normalement silencieux (voir introduction chapitre 

5-B.III.iii). Cependant, l’analyse des sites d’intégrations d’HTLV-1 au sein de 

tumeurs provenant de patients ATL ne montre aucune évidence de la présence de 

hot-spots à l’inverse du virus BLV (Rosewick et al., 2017) dont je discute en 

introduction chapitre 5-E.

 

Impact des UIS sur l’expansion clonale des cellules 

infectées 

 L’intégration du provirus au sein ou en amont de régions géniques est plus 

fréquente chez les clones abondants quand le provirus est intégré dans la même 

orientation que le gène ciblé in vitro et in vivo (Gillet et al., 2011; Melamed et al., 

2013). De la même façon, une abondance clonale plus importante est liée à 

l’intégration du provirus en amont de TSS et d’îlots CpG in vivo mais l’orientation 

ne joue pas un rôle majeur ici (Melamed et al., 2013). L’intégration au niveau de 

sites qui favorisent l’expansion clonale est plus fréquente chez les patients 

HAM/TSP et ATL en comparaison des patients asymptomatiques (Gillet et al., 

2011) (figure 11).  

 La présence de provirus défectueux ayant subi une délétion d’un LTR ou 

d’un gène est une caractéristique couramment observée lors d’une infection par 
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HTLV-1 in vivo et in vitro (Hashikura et al., 2016; Kataoka et al., 2015; Katsuya et al., 

2019). L’étude de Katsuya et al observe ce phénomène chez des patients AC, 

HAM/TSP et ATL dans 18,8%, 17,3% et 30,2% des cas respectivement et est 

associé à une prolifération clonale plus importante (Katsuya et al., 2019). Toutefois, 

la fréquence de provirus intégrés défectueux vs complet n’est pas différente au 

sein des gènes cibles. Ces données, associées à la proportion importante de 

gènes dont l’expression est modulée par les transcrits dépendants du LTR 3’ 

proviral, sont en accord avec des études précédentes montrant une perte 

d’expression du LTR 5’ proviral ou l’apparition de mutations dans le gène codant 

pour la protéine Tax (Kataoka et al., 2015; Rose et al., 2000; Takeda et al., 2004) 

(voir introduction chapitre 5-B.III.iii).  

 

Influence des UIS sur l’expression des génomes cellulaire

et provirale 

 Selon le profil des UIS, l’expression du provirus peut être régulée par 

l’environnement génomique où il se trouve. La position du provirus n’affecte pas 

uniquement l’expansion clonale mais aussi l’expression de la protéine Tax (figure 

12). Les lymphocytes T n’exprimant pas Tax sont associés à une intégration 

provirale au sein d’une région génique et dans la même orientation 

transcriptionnelle (Melamed et al., 2013). D’autre part, plus le gène en amont du 

provirus est proche, plus l’expression de Tax est inhibée.  



 
 

 107 

 Cela implique qu’un mécanisme d’interférence transcriptionnelle peut 

inhiber Tax. Il existe une corrélation opposée entre l’abondance clonale et 

l’expression de Tax puisqu’elle est majoritairement exprimée dans les clones 

minoritaires (Melamed et al., 2013). Malgré le rôle de Tax dans l’activation de la 

prolifération et la transformation cellulaire, l’inhibition de son expression apporte 

un avantage dans la survie des clones in vivo puisqu’elle est très immunogène. 

Cela rend compliqué l’analyse de la clonalité pendant une infection précoce car 

beaucoup de cellules sont éliminées par la réponse CTL. Il est donc possible que 

le rôle de Tax ne soit pas de maintenir une abondance clonale in vivo mais plutôt 

de permettre la production de virions et l’infection de nouvelles cellules. D’autre 

part, 54% des clones de patients ATL (Cook et al., 2014) ont perdu l’expression de 

Tax à travers la méthylation ou la délétion du LTR 5’ ou par l’apparition de 

mutations dans le gène (en particulier par l’apparition d’un codon stop) (Bangham 

et al., 2009; Kataoka et al., 2015; Koiwa et al., 2002; Miyazaki et al., 2007; Niewiesk 

and Bangham, 1996; Rosewick et al., 2017; Sibon et al., 2013; Takeda et al., 2004; 

Termini et al., 2017).  

 Concernant les TSS et les îlots CpG, leur présence en amont du provirus est 

associée à cette inhibition tandis qu’en aval, l’expression de Tax est observée. De 

plus, l’intégration en aval des TFBS, notamment le site de STAT1, est liée à une 

proportion importante de cellules T exprimant Tax pour un clone donné (Melamed 

et al., 2013). L’expression de Tax in vitro peut aussi être détectée même si certains 

provirus sont défectueux (Hashikura et al., 2016). 
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 La protéine Tax permet d’activer l’expression du provirus mais aussi de 

gènes cellulaires (Matsuoka and Jeang, 2011) qui peuvent contribuer à la 

persistance des clones chez l’hôte et contribuer à la pathogenèse. En revanche, 

l’activation constitutive de NFkB (normalement activée par Tax) a été observée 

même en l’absence de la protéine virale (Mori et al., 1999; Yoshida, 2001). L’étude 

de Kinpara et al observe que des transcrits anti-sens provenant du génome 

cellulaire fusionnés avec du LTR proviral à l’extrémité 3’ montre une activation de 

la voie NFkB (Kinpara et al., 2015). De la même façon, nous savons que l’ARN 

d’hbz est capable de promouvoir la prolifération des cellules T infectées (Mitobe et 

al., 2015; Satou et al., 2006) et que le taux de transcrits codant pour la protéine 

HBZ dans les tumeurs de patients ATL, évaluée par RNA-sequencing, est plus 

important pour hbz que tax (Rosewick et al., 2017). Ces données laissent supposer 

que les transcrits viraux jouent un rôle dans la prolifération et la survie des cellules 

T infectées.  

 Des études récentes ont montré le rôle des micro ARN (miRNA) chez les 

virus HTLV-1, BLV, HSV I et 2, EBV, CMV, HHV-8 et SV40 (virus simien 40) dans 

l’expression des gènes viraux, l’échappement au système immunitaire et la survie 

des cellules infectées (Satou et al., 2006; Sullivan et al., 2005; Piedade and 

Azevedo-Pereira, 2016; Durkin et al., 2016). Concernant HTLV-1, il y a un effet 

opposé entre la protéine HBZ et l’ARN codant pour HBZ puisque la protéine 

promeut l’entrée en phase S du cycle cellulaire et l’apoptose tandis que l’ARN 

atténue la mortalité cellulaire et active la prolifération des cellules T in vitro (Mitobe 
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et al., 2015). Une étude sur 426 patients ATL montre l’apparition d’ARN hybride 

entre le LTR 5’ ou l’ARN hbz avec la séquence génomique cellulaire juxtaposée 

pouvant atteindre une taille de 50kb (Kataoka et al., 2015). De plus, des mutations 

mais aussi des variations de copies de gènes sont observées dans 97,8% de la 

cohorte (sur 370 échantillons) se traduisant par des amplifications ou des délétions 

homozygotes dont certains gènes font partie de l’interactome de Tax (Boxus and 

Willems, 2009; Kataoka et al., 2015). C’est notamment le cas de la voie de 

signalisation TCR-NFkB montrant de nombreuses altérations (Kataoka et al., 2015; 

Marçais et al., 2020), particulièrement des mutations somatiques récurrentes, dans 

90% des cas d’ATL et se traduisant par des gains de fonctions de certains 

composants ou perte de fonction pour les inhibiteurs de la régulation de ces voies. 

L’étude de Kataoka et al montre aussi une hyper-méthylation importante des ilots 

CpG induisant une inhibition de l’expression des gènes, comme ceux impliqués 

dans le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe 1. L’ensemble de 

ces altérations pourrait participer à la survie de la cellule infectée puisqu’elles 

touchent majoritairement des gènes impliqués dans la modulation de la réponse 

immune.  

 Un autre mécanisme utilisé par HTLV-1 pour modifier la régulation de 

l’expression des gènes est l’interaction avec la protéine CTCF. Il s’agit d’un facteur 

de transcription pouvant reconnaitre une séquence de 20nt sur environ 50000 

sites dans le génome humain ce qui permet de former des boucles de chromatine 

et induire des contacts entre promoteurs et enhancers et donc de réguler 
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l’expression des gènes. Il a été observé que CTCF peut reconnaitre un motif 

présent dans le génome proviral d’HTLV-1 au niveau de la région pX (Melamed et 

al., 2018; Satou et al., 2016). Cela aurait pour conséquence d’induire la formation 

de boucles anormales et des contacts entre le provirus et des sites génomiques 

distant de 1,4Mb (Melamed et al., 2018). De plus, l’étude montre une activation de 

l’expression des gènes directement flanquant en amont (anti-sens) et/ou en aval 

du provirus (sens) mais aussi à des sites plus distants ainsi qu’une altération de 

l’épissage induisant la formation de nouveaux transcrits ce qui est en accord avec 

les études de Kataoka et al et Rosewick et al montrant une transcription anti-sens 

du provirus et continuant vers l’ADN génomique de l’hôte (Kataoka et al., 2015; 

Rosewick et al., 2017). Dans un premier temps, l’altération de la transcription 

bidirectionnelle laisse suggérer que la présence du provirus HTLV-1 altère les 

contacts normaux entre les promoteurs et enhancers en créant de nouveaux 

contacts et en annulant certains pré-existants. Dans un second temps, les contacts 

pourraient rapprocher le LTR proviral à proximité d’un gène et causer une 

transcription anormale (Melamed et al., 2018). Il existe entre 104 et 105 clones 

différents chez l’hôte et chaque clone possède une intégration provirale unique 

dans une localisation génomique précise (Cook et al., 2014), il est possible de 

postuler qu’HTLV-1 pourrait déréguler des dizaines de milliers de gènes au sein 

d’un seul hôte par ce mécanisme. 

 Ainsi, l’ensemble de ces données laisse suggérer qu’il pourrait y avoir une 

sélection clonale basée sur l’acquisition d’altérations génétiques et épigénétiques  
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dans les génomes proviraux et cellulaires afin d’échapper au système immunitaire, 

de proliférer et survivre, même en absence de Tax reconnue par la réponse CTL. 

 

Influence de la clonalité rétrovirale et de la charge provirale sur 

la pathogenèse d’HTLV-1 et STLV-1 

 La clonalité d’HTLV-1 et STLV-1 varie selon l’état pathologique des individus 

infectés. Chez l’Homme mais aussi les PNH infectés, l’expansion clonale des 

cellules infectées dans le sang concerne principalement les T CD4+ bien qu’une 

minorité de lymphocytes T CD8+ constitue la PVL (Melamed et al., 2015; d’Offay et 

al., 2013; Souquière et al., 2009b). Une estimation du nombre de clones chez un 

hôte infecté par HTLV-1 suggère qu’il y aurait entre environ 104 et 105 clones dans 

la circulation sanguine (Bangham et al., 2014; Laydon et al., 2014).  

 

Influence de clonalité sur l’ATL et l’HAM/TSP 

 Des patients AC ou souffrant de HAM/TSP montrent une prolifération 

oligoclonale (présence d’un ou plusieurs clones ayant une abondance clonale 

importante et de nombreux clones minoritaires) des lymphocytes T CD4+ infectés 

tandis qu’elle tend vers une monoclonalité chez les patients ATL (1 seul clone 

dominant dans 80 à 95% des cas) (figure 13) (Artesi et al., 2017; Cook et al., 2014; 

Gillet et al., 2011; Katsuya et al., 2019; Rosewick et al., 2017). Une étude a montré 

que plus la taille des clones d’abondance moyenne chez les AC augmente plus le 

risque de développer une ATL est élevé (Farmanbar et al., 2017). De plus, le suivi 
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de l’évolution des clones HTLV-1 au cours du temps chez des patients AC ayant 

développé une ATL montre l’apparition de mutations génétiques au sein des 

PBMC des années avant le diagnostic de la pathologie (Marçais et al., 2020; Rowan 

et al., 2020). Ces 2 phénomènes jouent un rôle majeur dans le processus de 

tumorigenèse. En revanche, il reste à déterminer le rôle des transcrits hybrides 

dans la pathogenèse.  

 

Influence de la charge provirale sur l’ATL et HAM/TSP 

 Il n’existe pas de corrélation entre la diversité clonale et la charge provirale 

entre les AC et les patients HAM/TSP mais semble être significative chez les 

patients ATL (Gillet et al., 2011). De plus, cette dernière peut varier d’un facteur 

1000 entre les patients infectés et est relativement constante à l’échelle d’un 

individu au cours du temps (Cook et al., 2014; Demontis et al., 2013; Gillet et al., 

2011). La PVL augmente lentement après plusieurs décennies (Sasaki et al., 2010). 

À noter que les individus ayant une PVL élevée dans le sang sont plus à risque de 

développer une ATL ou une HAM/TSP (Iwanaga et al., 2010; Matsuzaki et al., 2001) 

ce qui laisse suggérer que la réponse CTL est plus efficace chez les patients AC 

(figure 13).  
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Données sur STLV-1 et les PNH 

 La prolifération oligoclonale et monoclonale des cellules naturellement 

infectées par STLV-1 a aussi été observée chez des macaques japonais, des 

babouins et AGM souffrant d’ATL (Miura et al., 2013; d’Offay et al., 2007, 2013; 

Turpin et al., 2017). Comme dans le cas d’une infection par HTLV-1, une 

augmentation de la PVL dans le sang de macaques et babouins infectés par STLV-

1 est associée au développement de l’ATL (Gabet et al., 2003; Miura et al., 2013; 

d’Offay et al., 2013; Turpin et al., 2017) et il existe une corrélation entre le nombre 

de sites d’intégrations uniques et la charge provirale dans le sang et les organes 

d’un babouin ATL (Turpin et al., 2017). Cette même étude montre aussi une PVL 

élevée dans certains organes (ganglions lymphatiques, rate et poumons) et dans le 

sang d’un babouin ATL naturellement infecté par STLV-1 ce qui suggère fortement 

que les clones provenant du sang se sont infiltrés dans les organes. De plus, 

lorsque l’on regarde la diversité clonale au sein de ces organes par rapport au 

sang, on peut s’attendre à retrouver des similarités entre les différents 

compartiments mais il s’avère qu’il existe une prolifération spécifique de certains 

clones dans les organes, formant ainsi des niches où les clones infectés peuvent 

proliférer. Dans le cas d’HTLV-1, la majorité des cas d’ATL humain montre la 

présence soit d’un clone dominant (plus de 35% d’abondance clonale), soit de 2 

clones majoritairement égaux ou encore la présence d’un clone dominant avec 

quelques clones intermédiaires. En revanche, on ne peut pas exclure la présence 

de plusieurs provirus dans une même cellule. Concernant STLV-1 chez ce babouin 
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ATL, les profils de clonalités sont différents puisque l’on observe un clone 

dominant mais aussi un grand nombre de clones intermédiaires et minoritaires 

plutôt similaires à un profil observé chez les patients AC et HAM/TSP dans le cas 

d’HTLV-1 (Turpin et al., 2017). 

 

Influence des co-infections non rétrovirales sur l’expansion 

clonale des virus HTLV-1  

 La stimulation de la prolifération clonale n’est pas exclusivement liée à 

l’intégration du provirus ainsi qu’à son expression. Les lymphocytes T possèdent 

des récepteurs antigéniques (TCR) spécifiques d’un clone à l’autre. Par exemple, 

dans le cas de la co-infection entre HTLV-1 et Strongyloides stercoralis (un ver 

responsable de la strongyloidiasis) ou encore avec une bactérie responsable d’une 

dermatite chez des patients. Les UIS des clones majoritaires étaient exclus des 

zones favorisant l’expansion clonale malgré une abondance clonale plus élevée 

(Gillet et al., 2013a). De la même façon, une étude a voulu regarder l’influence du 

virus de l’hépatite B (HBV) sur la clonalité d’HTLV-1 chez des individus co-infectés 

en Australie (Turpin et al., 2019). L’expansion clonale des cellules infectées par 

HTLV-1 était plus importante chez les patients co-infectés. Il est alors possible que 

l’expansion clonale puisse être médiée par la reconnaissance d’un antigène par un 

TCR spécifique lors de co-infections chez l’hôte. 
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 Clonalité du VIH-1 et SIV 

Mise en place des cellules réservoirs et latence 

 Un traitement anti-rétroviral (ART) chez des patients (adultes et enfants) 

chroniquement infectés par le VIH-1 va bloquer l’infection de novo en inhibant 

plusieurs étapes du cycle de réplication du virus (Kearney et al., 2014; Van Zyl et 

al., 2017). Des résultats similaires ont été obtenus chez des macaques rhésus 

infectés par le RT-SHIV (SIV contenant la transcriptase inverse du VIH-1) (Kearney et 

al., 2015). Cependant, certaines cellules infectées par le virus persistent dans le 

sang pendant plusieurs années post-thérapie (McGary et al., 2017; Palmer et al., 

2008; Wagner et al., 2014) et le niveau de PVL reste faible mais stable pendant des 

années chez la plupart des patients sous traitement (Bauer et al., 2020; Besson et 

al., 2014). De plus, l’interruption du traitement est associée à la reprise d’une 

réplication active du virus in vivo et la virémie remonte en quelques semaines à un 

niveau similaire observé avant le traitement (Davey et al., 1999; von Wyl et al., 

2011; Yerly et al., 2004). Les cellules persistantes sont des lymphocytes T CD4+ 

mémoires et réservoirs du virus latent qui possèdent un temps de demi-vie très 

long de 43 à 44 mois (Crooks et al., 2015; Siliciano et al., 2003). Chez l’Homme et 

le macaque, elles sont établies au bout de quelques jours post-infection, 

notamment pendant la phase « d’éclipse » qui correspond aux moments précoces 

de l’infection où les virions ne sont pas encore produits (Henrich et al., 2017; 

Okoye et al., 2018; Whitney et al., 2014). Des études ont montré que ces cellules 

peuvent échapper au système immunitaire et qu’elles peuvent se maintenir en 
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quiescence (Chun et al., 1998; Finzi et al., 1997, 1999; Wong et al., 1997). 

Toutefois, la maintenance des réservoirs viraux peut être liée à la division cellulaire 

homéostatique, antigénique ou médiée par le site d’intégration du provirus 

(Hokello et al., 2019; Murray et al., 2016), augmentant ainsi le nombre de cellules 

infectées sans réplication active du virus. Ainsi, les cellules réservoirs représentent 

une barrière majeure dans la mise en place d’un traitement puisqu’elles peuvent 

persister et croître par expansion clonale. 

 

Mécanismes d’expansion clonale des cellules infectées par les 

virus VIH-1 et SIV 

 Différentes études ont montré qu’environ 40% des lymphocytes T CD4+ 

infectés possédant un provirus complet pouvaient subir de l’expansion clonale lors 

d’un traitement ART, bien que plus de 90% des UIS soient des provirus défectueux 

par l’apparition de mutations ou délétions de gènes viraux (Anderson and 

Maldarelli, 2018; Bruner et al., 2016; Bui et al., 2017; Ho et al., 2013; Hosmane et 

al., 2017; Li et al., 2019; Lorenzi et al., 2016; Symons et al., 2018; Veenhuis et al., 

2018). Cependant, les clones possédant les provirus complets sont plus 

susceptibles d’être reconnus par une réponse CTL chez l’hôte infecté (Veenhuis et 

al., 2018). À noter que, comme dans le cas du virus HTLV-1, la majorité des cellules 

T CD4+ possèdent une seule intégration provirale in vivo (Josefsson et al., 2011). 

L’expansion clonale des cellules T infectées est stable et lente au cours du temps 
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bien que les cellules réservoirs soient en expansion de façon constante (Besson et 

al., 2014; Bui et al., 2017; Hosmane et al., 2017; Lorenzi et al., 2016; Siliciano et al., 

2003). Cela illustre un profil polyclonal (plusieurs clones ayant une abondance 

équivalente) et suggère que les clones du VIH-1 peuvent soit croître et décroître 

lors d’une stimulation du système immunitaire par un antigène, soit subir une 

prolifération homéostatique ou encore être médiée par le site d’intégration du 

provirus (figure 14).  

 

 

 

 

 

Intégration du provirus VIH-1 dans le génome 
de l’hôte

Dans un gène intervenant dans la régulation de 
la prolifération cellulaire

Dans une autre région génomique

Prolifération homéostatique du 
clone ou par stimulation 

antigénique

Même orientation que le gène Orientation opposée

Interférence transcriptionnelleEn amont des TSS En aval des TSS

Pas d’effet sur le gèneGain de fonction d’un 
gène de prolifération ou 
perte de fonction d’un 
gène suppresseur de 

tumeur (protéine 
tronquée)

Augmentation de
l’expression d’un gène

de prolifération

Croissance du clone médiée par 
l’intégration provirale

Figure 14.  Influence de l’intégration provirale du VIH-1 sur l’expansion clonale des 
cellules infectées. 
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Expansion clonale par stimulation antigénique  

 En dépit du traitement ART, l’activation chronique du système immunitaire 

persiste dans le sang des individus infectés ce qui signifie que le LTR 5’ de certains 

clones du VIH-1 est toujours actif et que les provirus (complets et défectueux) 

peuvent produire certaines protéines virales qui seront reconnues par les 

lymphocytes T CD8+ (Ho et al., 2013; Imamichi et al., 2016; Pollack et al., 2017). 

Ainsi, les clones ne pouvant pas exprimer l’antigène sont susceptibles d’échapper 

au système immunitaire et de se répliquer par expansion clonale de manière plus 

efficace. En revanche, l’infection chronique du système immunitaire par le VIH-1 

aura tendance à induire une perte de la prolifération des lymphocytes T CD4+ 

infectés et lymphocytes T CD8+ au cours du temps (Betts et al., 2001; Pinzone et 

al., 2019; Pitcher et al., 1999). 

 L’expansion clonale des lymphocytes T CD4+ mémoires infectés peut être 

médiée par la reconnaissance d’antigène ou de cytokines. Chez un individu infecté 

par le VIH-1 et ayant développé un carcinome, la virémie et l’abondance d’un 

clone augmentaient au fur et à mesure de la progression de la tumeur en dépit du 

traitement ART. Cela indique que l’expansion clonale et la production de 

particules virales sont liés à une réponse antigénique contre la tumeur (Simonetti 

et al., 2016). Une caractéristique supplémentaire peut être ajoutée à la dynamique 

de l’expansion clonale car la prolifération des lymphocytes T est différente d’un 

antigène à l’autre.  
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Expansion clonale homéostatique 

 En réponse à la déplétion des lymphocytes T CD4+, la production d’IL-7 est 

amplifiée et active la prolifération des cellules T sans réactivation de la réplication 

du VIH-1 in vitro et in vivo (Napolitano et al., 2001; Vandergeeten et al., 2013). Cela 

suggère que les lymphocytes T CD4+ infectés par le virus peuvent subir de 

l’expansion clonale homéostatique sans être ciblés et éliminés par le système 

immunitaire. 

 

 Expansion clonale médiée par l’intégration provirale 

 De la même façon que pour HTLV-1, l’intégration du provirus se fait dans 

des zones préférentielles in vitro et in vivo, en particulier dans les introns de gènes 

transcriptionnellement actifs (Han et al., 2004; Ho et al., 2013; Schröder et al., 

2002; Shan et al., 2011). Les profils d’intégrations in vitro et in vivo sont cependant 

différents. In vitro, l’intégration tend à se faire de façon aléatoire dans les introns, 

peu importe son orientation par rapport au gène. In vivo, chez des patients sous 

traitement ART, les UIS sont fréquemment retrouvés dans des introns spécifiques 

et en amont de TSS appartenant à des oncogènes (orientation identique ou 

opposée) tels que BACH2, MKL2 et STATB5 (Liu et al., 2020; Maldarelli et al., 2014; 

Wagner et al., 2014), bien que ces sites représentent une faible proportion par 

rapport au nombre total de clones (<3%). De plus, ces sites ont été détectés dans 

plusieurs études avec différentes méthodes et l’intégration dans la même 

orientation est associée à de l’expansion clonale (Ikeda et al., 2007; Maldarelli et 
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al., 2014; Wagner et al., 2014). L’intégration du provirus dans les zones fortement 

actives est médiée par l’interaction de protéines cellulaires avec l’intégrase virale 

comme par exemple le facteur LEDGF/p75 (Lens Epithelium-Derived Growth 

Factor) (Poletti and Mavilio, 2018). 

 Des PBMC isolées à partir d’individus humains et de macaques ont été 

utilisées pour comparer les UIS du VIH-1 et du SIV in vitro. Les données montrent 

que le SIV possède un profil d’intégration similaire au VIH-1 en ciblant 

préférentiellement des gènes communs fortement exprimés (plus de 70% des UIS 

sont similaires dans le génome de l’Homme et dans celui du macaque) (Ferris et 

al., 2019). Chez des macaques infectés par le SIV suivant un traitement ART, le 

virus cible aussi les gènes BACH2, MKL2 et STATB5 comme observé pour le VIH-1. 

Les sites BACH2 et MKL2 n’étaient pas associés à de l’expansion clonale tandis 

qu’un seul clone du SIV intégré dans la même orientation que le site STATB5 était 

lié à de l’expansion clonale. En revanche, l’orientation des UIS tend à être 

légèrement plus élevée dans le sens opposé au gène (Ferris et al., 2019). 

 Quand le provirus du VIH-1 est intégré dans le gène cible, il peut y avoir une 

compétition entre les régions promotrices du virus et du gène de l’hôte induisant 

une interférence transcriptionnelle ce qui peut jouer un rôle important dans la 

prolifération des cellules infectées. Par exemple, dans le cas où le virus est intégré 

en amont du TSS du gène BACH2 (gène impliqué dans la prolifération cellulaire), 

le promoteur du virus active la transcription ainsi que l’épissage des gènes viraux 

via la protéine Tat sur le site du major splice donor (MSD) du virus et, 
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indirectement, active l’épissage du gène cellulaire conduisant à la synthèse 

protéique (Mueller et al., 2018; Pinzone et al., 2019). D’autres profils d’intégrations 

peuvent aboutir à des gains ou pertes de fonction de protéines associées à la 

prolifération cellulaire (Liu et al., 2020). 

 

Données connues à ce jour à propos du SFV et 

PFV 

Latence du SFV dans les cellules infectées 

 Bien que l’ADN proviral du virus SFV soit détecté dans les PBMC, l’infection 

semble être à l’état de latence, donnant lieu à des infections persistantes chez les 

PNH et l’Homme (Falcone et al., 1999; Murray et al., 2008; Rua et al., 2013; Soliven 

et al., 2013). De plus, la charge virale, traduite par la présence d’ARN transcrits à 

partir du provirus, n’est pas détectée dans la salive de personnes infectées ce qui 

suggère que SFV est latent dans le sang et dans la salive chez l’Homme (Rua et al., 

2013). Un point important est que la clonalité et l’hypothèse que le virus utilise 

l’expansion clonale des cellules infectées pour se disséminer n’ont jamais été 

démontrés in vitro et in vivo. 

 

Sites d’intégrations in vitro 

 Le virus PFV fait l’objet de nombreuses études structurales concernant les 

mécanismes impliqués dans le processus d’intégration du provirus dans le 
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génome cellulaire (Lesbats et al., 2016; Mackler et al., 2018). Toutefois, très peu 

d’études ont investigué les zones génomiques ciblées par le provirus du PFV in 

vitro. À l’inverse des virus HTLV-1/STLV-1 et VIH-1/SIV, le virus foamy favorise 

fortement l’intégration dans les régions où la transcription est inhibée 

(hétérochromatine) et pauvre en gène (Maskell et al., 2015; Nowrouzi et al., 2006; 

Trobridge et al., 2006). Néanmoins, lorsqu’un UIS est détecté dans une région 

génique, le provirus s’intègre au niveau des régions promotrices (Nowrouzi et al., 

2006) et des délétions au niveau des LTR ont été répertoriées (De Celis-Kosmas et 

al., 1997). Plusieurs études ont montré que la sélection des sites d’intégrations est 

en partie médiée par les interactions entre l’intégrase et des protéines cellulaires 

associées à la chromatine, comme pour le VIH-1 avec le facteur LEDGF (Poletti and 

Mavilio, 2018). Le profil d’intégration de PFV et l’absence de pathologie chez 

l’hôte laisse suggérer que l’intasome pourrait interagir avec de tels facteurs 

cellulaires et cibler les nucléosomes condensés (Lesbats et al., 2016). En effet, la 

protéine Gag du virus peut interagir directement avec la chromatine (Lesbats et al., 

2017) et l’intasome du PFV a tendance à cibler l’ADN super-enroulé bien que le 

temps de recherche d’un site d’intégration par l’intasome limite l’intégration du 

provirus (Mackler et al., 2018). De la même façon, il existe une séquence dans le 

LTR proviral pouvant être reconnue par CTCF chez SFV et qui pourrait bloquer son 

activité et participer à la faible présence d’altérations dans le génome cellulaire 

(Goodman et al., 2017). 
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 L’ensemble de ces données est en accord avec la latence virale établie in 

vivo chez les PNH et l’Homme. Toutefois, l’infection productive dans la salive des 

animaux laisse suggérer que le contrôle du système immunitaire sur SFV est plus 

efficace chez l’Homme que chez les PNH. 

 

 Clonalité étudiée chez d’autres deltarétrovirus  

 Dans cette partie, j’ai choisi de présenter et de discuter des travaux portant 

sur la clonalité de 2 autres rétrovirus, BLV et HTLV-2, faisant partie du même genre 

qu’HTLV-1 et STLV-1, les deltarétrovirus. Il s’agit de 2 modèles intéressants car ils 

possèdent des caractéristiques spécifiques qui font d’eux des modèles de choix 

dans l’étude de pathogenèse liée à HTLV-1. En effet, les bovins naturellement 

infectés par le BLV sont majoritairement asymptomatiques et environ 5% des cas 

va développer une leucémie touchant les lymphocytes B. Cependant, il est 

possible d’infecter des moutons de façon expérimentale et ainsi obtenir une 

cohorte où 100% des individus développent une leucémie en temps très court 

(environ 20 mois après infection) (Van den Broeke et al., 2010; Willems et al., 

1992). Concernant HTLV-2, ce virus est aussi capable de causer des infections 

persistantes chez l’Homme mais, à l’inverse d’HTLV-1, il n’a jamais été associé au 

développement d’une leucémie. 
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Le virus de la leucose bovine 

 De la même façon qu’HTLV-1, le virus de la leucose bovine (BLV), un autre 

rétrovirus appartenant au genre Deltarétrovirus, peut induire une infection 

persistante chez son hôte et se dissémine par expansion clonale des lymphocytes 

infectés 2 mois post-infection (Gillet et al., 2013b). Ainsi, lors de l’infection 

précoce, le virus aura tendance à produire de nouvelles particules virales pour 

infecter de nouvelles cellules (illustrée par une propagation polyclonale des 

cellules infectées) en ciblant des régions actives du génome cellulaire tels que des 

îlots CpG et régions géniques (Gillet et al., 2013b; Murakami et al., 2011). 

Cependant, une infection chronique va engendrer une sélection négative des 

clones par la réponse immunitaire (diminution de la PVL) qui va médier l’expansion 

des clones restants (Gillet et al., 2013b). D’autre part, l’infection expérimentale de 

moutons par le BLV dans l’étude de Rosewick et al montre que les UIS du BLV sont 

fréquemment retrouvés au voisinage de gènes impliqués dans la formation 

tumorale. À l’instar de HTLV-1, le provirus du BLV s’intègre au sein de régions 

similaires dans le génome de la cellule de l’hôte (soit dans une région génique soit 

inter-génique notamment en aval). Cela ayant pour conséquence une modification 

de la régulation de l’expression des gènes par interférence transcriptionnelle en 

particulier via la synthèse du transcrit anti-sens codant pour la protéine virale AS 

(l’équivalent de HBZ chez HTLV-1). À l’inverse d’HTLV-1, l’analyse des sites 

d’intégrations du virus BLV, au sein de tumeurs provenant des moutons, montre la 

présence de 65 hot-spots d’intégration au niveau de gènes impliqués dans le 
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processus tumoral (61 dans les gènes et 4 inter-géniques) qui sont également tous 

retrouvés chez ces animaux à l’état asymptomatique (Rosewick et al., 2017). Ainsi, 

la perturbation de ces gènes par l’intégration provirale peut contribuer à une 

survie plus importante des clones cellulaires. Indirectement, cela peut induire 

l’apparition de mutations somatiques et participer au développement de l’ATL. 

 

Le virus HTLV-2 

 Bien que le virus HTLV-2 ne soit pas associé au développement d’une 

leucémie, il est capable de causer des infections persistantes chez l’Homme ainsi 

que d’immortaliser des lymphocytes humains in vitro (Chen et al., 1983; Tarsis et 

al., 1998). Et, dans le même cas qu’HTLV-1, HTLV-2 est capable d’infecter les 

lymphocytes T-CD4+ et CD8+ in vivo (Kannian et al., 2012) bien que les cellules T 

CD8+ soient la cible majoritaire (Melamed et al., 2014). De plus, l’expansion 

clonale des cellules infectées par HTLV-2 a été décrite in vivo (Cimarelli et al., 

1996; Gabet et al., 2006). L’étude Melamed et al montre que le virus HTLV-2 est 

capable d’induire l’expansion clonale des lymphocytes T CD8+ infectés et l’analyse 

de la clonalité montre un faible nombre de clones avec une abondance plus 

importante que dans le cas d’HTLV-1 bien que l’analyse des sites d’intégrations 

montre des similarités au niveau chromosomiques et nucléotidiques ce qui 

implique que les intégrases d’HTLV-1 et HTLV-2 pourraient cibler des régions 

similaires lors de l’infection précoce et de l’intégration du provirus (Melamed et al 

2014). Cela pourrait s’expliquer par une réponse CTL moins efficace contre HTLV-2 
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par rapport à HTLV-1 ou alors par le fait que l’expansion clonale serait médiée par 

un autre mécanisme comme la reconnaissance d’un antigène. Il semble aussi 

qu’HTLV-1 utilise la réplication de novo plus fréquemment qu’HTLV-2 puisque la 

diversité clonale est plus importante. Ainsi, l’absence de leucémie induite par 

HTLV-2, associée aux profils de clonalité, indique que l’oligoclonalité des cellules 

infectées n’est pas synonyme d’une prolifération maligne. Les clones dominants 

pourraient avoir un temps de vie court impliquant une succession de ces clones au 

cours du temps (il n’y a pas de variations de la PVL au bout de 10 ans) (Melamed et 

al., 2014). De plus, la protéine Tax d’HTLV-2 est plus dépendante de l’interleukine 

2 (IL-2) pour la transformation des cellules in vitro ce qui pourrait expliquer une 

prolifération moins importante des cellules infectées se traduisant par un faible 

potentiel oncogénique du virus (Higuchi and Fujii, 2009). Il serait intéressant de 

vérifier l’implication de l’ARN et de la protéine anti-sens APH-2 (l’équivalent de 

HBZ chez HTLV-1) dans la survie des clones HTLV-2 bien que la protéine ne 

semble pas être impliquée dans l’activation de la prolifération cellulaire (Barbeau 

et al., 2013).  
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  Nous savons aujourd’hui que le virus STLV-1, homologue simien 

d’HTLV-1, infecte naturellement plus d’une trentaine d’espèces de primates non-

humains (PNH), dont les babouins (Papio anubis), l’espèce modèle utilisée au 

cours de mon travail de thèse. De plus, STLV-1 est aussi capable d’induire une 

prolifération des lymphocytes T CD4+ pouvant engendrer le développement 

d’une ATL chez les PNH (voir introduction chapitre 3-A). 

 À l’inverse de STLV-1, SFV est très prévalent chez les PNH naturellement 

infectés puisqu’il est détecté dans la majorité des animaux testés mais seulement 

une centaine de cas d’infection humaine a été répertoriée dans le Monde, bien 

que ce nombre soit probablement sous-estimé. Aucun cas de transmission inter-

humaine n’a été identifié. Le virus est considéré comme non-pathogène même si 

une étude a montré quelques anomalies sanguines chez certains patients infectés. 

La transmission du virus se fait principalement par échange de fluides via la salive, 

mais la transmission verticale de la mère à l’enfant est également possible. Cela 

implique qu’il est difficile d’obtenir des échantillons négatifs puisque la prévalence 

(en captivité) augmente avec l’âge et peut atteindre 100% des individus infectés à 

l’âge adulte (voir introduction chapitre 3-B).  

 De nombreux cas de pluri-infections rétrovirales ont déjà été décrits chez 

l’Homme (HTLV-1/VIH-1, HTLV-1/SFV, VIH-1/SFV) et les PNH (STLV-1/SIV, STLV-

1/SFV, SIV/SFV) (Beilke et al., 2004; Durand et al., 1995; Goldberg et al., 2009; 

Harrison et al., 1997; Nerrienet et al., 1998; Oo et al., 2015; Souquière et al., 2014; 

Switzer et al., 2008, 2016; Traina-Dorge et al., 2007). Les co-infections VIH-1/HTLV-
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1 conduisent à une augmentation significative de la charge provirale (PVL) d’HTLV-

1 ainsi qu’à un possible ralentissement de la progression de la pathologie induite 

par le VIH-1 (Beilke et al., 2004, 2007; Oo et al., 2015), bien que des résultats 

opposés aient été observés dans d’autres études (Beilke et al., 2005; Casoli et al., 

2007; Casseb et al., 2007, 2008; Rahimi et al., 2014). De plus, le pourcentage de 

lymphocytes T CD4+ est plus faible chez des mandrills co-infectés par STLV-1 et 

SIV comparé à une cohorte uniquement infectée par l’un ou l’autre virus 

(Souquière et al., 2014). Concernant SFV, le virus semble être à l’état de latence et 

infecte principalement les lymphocytes T CD8+ et T CD4+. Des macaques co-

infectés par SIV et SFV présentent une diminution des lymphocytes T CD4+ ainsi 

qu’un taux de mortalité plus important (Choudhary et al., 2013). D’une façon 

comparable, l’infection du virus foamy in vitro est associée à une transmission 

cellulaire plus importante du VIH-1 (Schiffer et al., 2004). Aucune donnée ne 

montre l’influence de la co-infection VIH-1/SFV et HTLV-1/SFV sur la pathogenèse 

chez l’Homme. Ces études, même si limitées en nombre, ont montré que les co-

infections rétrovirales étaient complexes, non neutres et pourraient avoir un effet 

majeur in vivo sur le développement des pathogenèses associées. Par exemple, 

des patients co-infectés par HTLV-1 et VIH-1 ont plus de risque de développer une 

pathologie associée à HTLV-1 (Beilke et al., 2004; Casseb et al., 2007). Ces 

résultats suggèrent notamment une potentielle compétition entre les rétrovirus sur 

l’infection des cellules notamment les lymphocytes T CD4+, alors que nous ne 

savons pas si une cellule unique peut être co-infectée par plusieurs rétrovirus. 
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 Ce travail de thèse est basé sur les données obtenues dans l’étude d’Alais et 

al à laquelle j’ai contribué (Alais et al., 2018). Nous voulions voir si STLV-1 a une 

influence sur l’infection par SFV, en mesurant la charge provirale du virus SFV dans 

le sang et la salive des babouins (Papio anubis) pour notamment tester l’influence 

de la co-infection sur la transmission par la salive. L’étude montre que la charge 

provirale du virus SFV est plus importante dans les échantillons de sang de 

babouins naturellement co-infectés avec STLV-1 par rapport aux animaux 

uniquement infectés par SFV. En revanche, il ne semble pas avoir d’influence dans 

la salive. Ces données, combinées à la transactivation du LTR du virus foamy par la 

protéine Tax de HTLV-1 in vitro (dans cette même étude), indique que STLV-1 

influence positivement la réplication du virus SFV dans le sang. 

 L’objectif principale de ma thèse est de comprendre l’impact de STLV-1 sur 

la réplication de SFV dans le sang de ces babouins naturellement (co-)infectés. 

Nous savons que le virus peut se répliquer de façon active dans la salive et 

produire de nouvelles particules virales, mais la charge provirale de SFV dans le 

sang des animaux mono-infectés est faible. Il paraît légitime de se demander si 

l’infection persistante dans le sang est uniquement due à de la latence virale ou si 

le virus peut se disséminer, à bas bruit, par infection de novo ou par expansion 

clonale des cellules infectées, (Falcone et al., 1999; Muniz et al., 2017; Murray et 

al., 2008; Soliven et al., 2013). Ce dernier mécanisme n’a encore jamais été 

démontré pour SFV. J’ai voulu ainsi déterminer si l’impact de STLV-1 sur la PVL de 

SFV se faisait à travers l’une et/ou l’autre de ces voies de propagation. Pour 
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répondre à cette question j’ai mis en place et optimisé une technique 

d’amplifications des sites d’intégration proviraux dans le génome cellulaire 

(Ligation mediated-polymerase chain reaction) afin d’identifier le mode de 

propagation de SFV mais aussi de caractériser de façon précise les sites 

d‘intégration pour SFV et STLV-1. Associé au génome du babouin et à des 

données de transcriptomique (Tung et al., 2015), nos analyses nous permettront 

d’identifier les régions génomiques cibles et d’émettre des hypothèses sur 

l’expression provirale de SFV et STLV-1 entre les 2 cohortes afin de voir l’influence 

de la co-infection sur la réplication de SFV. Cependant, des expérimentations 

supplémentaires sont nécessaires afin d’appliquer de réelles conclusions sur 

l’expression des provirus. Ces mises au point ont nécessité le séquençage du 

génome complet du provirus SFV jusqu’à lors non répertorié dans les bases de 

données pour le Papio anubis. La seconde partie de ma thèse a pour objectif de 

caractériser les mécanismes à l’origine de la propagation plus importante de SFV 

dans les PBMC chez les PNH co-infectés avec STLV-1. Nous avons ainsi testé deux 

hypothèses non-exhaustives :  

• La transactivation de Tax soluble va directement induire l’activation du 

génome proviral de SFV qui pourrait se répliquer par infection de novo ou 

par expansion clonale des cellules infectées. J’ai ainsi déjà montré par des 

approches in vitro (Alais et al., 2018) que Tax d’HTLV-1 était capable de 

transactiver le LTR de SFV. 
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•  L’augmentation de la PVL de SFV est médiée par l’expansion clonale de 

STLV-1 dans le cas où une cellule unique est co-infectée par les 2 virus. J’ai 

ainsi mis en place une technique d’hybridation in situ dans le but de vérifier 

in vitro si une cellule unique pouvait être co-infectée par SFV et HTLV-1.  

 



 134 

 

 

 

 

 

RÉSULTATS 

 



 
 

 135 

Chapitre 1. Influence de STLV-1 sur la 

charge provirale de SFV chez des 

babouins naturellement co-infectés 

 Contexte de l’étude et résultats  

Dans l’étude d’Alais et al, pour laquelle j’ai contribué, nous avions à disposition 

2 cohortes de 18 babouins naturellement infectés par SFV ou par SFV et STLV-1. 

Nous voulions voir si les co-infections naturelles par ces 2 virus ont une influence 

sur la transmission du virus SFV, notamment par la salive. En effet, ce mode de 

transmission a été décrit pour les 2 virus mais, à l’inverse de SFV, nous ne savons 

pas s’il y a des particules virales de STLV-1 dans la salive. La différence de 

transmission peut s’expliquer par le taux de particules virales dans la salive des 

animaux infectés.  

Nous avons tout d’abord montré que la PVL de STLV-1 est plus élevée dans le 

sang que dans la salive et qu’il n’existe pas de corrélation entre la PVL du sang et 

celle de la salive pour un échantillon donné. Cela suggère que la charge provirale 

de STLV-1 dans le sang ne peut pas être utilisée en tant que facteur de prédiction 

de la présence du virus dans la salive. Bien qu’il ne semble pas avoir d’influence 
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dans la salive, notre étude montre que la charge provirale du virus SFV est plus 

importante dans les échantillons de sang de babouins naturellement co-infectés 

avec STLV-1 par rapport aux animaux uniquement infectés par SFV. En revanche, il 

n’existe pas de corrélation entre la PVL de SFV et de STLV-1 dans le sang des 

animaux co-infectés.  

L’influence positive de STLV-1 sur la réplication de SFV dans le sang suggère 

deux hypothèses principales : l’augmentation de la PVL de SFV est médiée par 

STLV-1 dans le cas où une cellule unique peut être co-infectée par les 2 virus ou la 

protéine Tax soluble va transactiver le LTR de SFV dans une cellule déjà infectée. 

Par ailleurs, nous savons que la protéine Tax soluble d’HTLV-1 est capable de 

transactiver des gènes cellulaires (Lindholm et al., 1990; Marriott et al., 1991). Nos 

résultats in vitro démontrent que cette protéine virale est capable d’activer 

l’expression du génome proviral du PFV de manière dose-dépendante. Dans le 

cas d’une cellule unique co-infectée, il est aussi possible d’imaginer que 

l’activation de la prolifération clonale et la production de particules virales puissent 

coexister. 

Il ne faut pas oublier que, comme dans le cas du VIH-1, la prolifération clonale 

n’est pas exclusivement influencée par l’intégration provirale. Cela peut être due à 

une prolifération passive (homéostatique) ou encore à une stimulation cytokinique 

par un autre pathogène à un temps donné ce qui expliquerait la charge provirale 

plus élevée pour certains échantillons.  
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 Article 

L’article ci-dessous, dans lequel je fais partie des auteurs, a été publié en 

Octobre 2018 dans le journal Plos Neglected Tropical Disease (PMID : 30273350).  
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 Discussion 

Nous avons montré que la présence de STLV-1 et SFV dans le sang de 

babouins naturellement (co-)infectés à une influence positive sur la dissémination 

du virus SFV in vivo. En effet, l’ensemble de ces données montre qu’une exposition 

au sang d’animaux co-infectés serait associée à un risque plus important de 

transmission de SFV. Ainsi, si on regarde uniquement la PVL, le risque d’infection 

par SFV après une morsure ne devrait pas être différent entre un animal mono-

infecté et co-infecté par SFV et STLV-1. En revanche, nous ne savons pas si le taux 

de particules virales dans la salive est différent entre les babouins mono-infectés et 

co-infectés et nous pouvons penser que STLV-1 pourrait favoriser la production de 

virions de SFV.  

Bien qu’une infection des cellules épithéliales de la muqueuse buccale par SFV 

puisse conduire à une expression de particules virales, son moyen de 

dissémination dans le sang n’a jamais été démontré puisqu’il est considéré comme 

latent dans les PBMC infectés. Cependant, la persistance du virus dans le sang 

peut aussi être médiée par une prolifération clonale des cellules infectées ou une 

réplication active du virus, même à bas bruit (Falcone et al., 1999; Muniz et al., 

2017; Murray et al., 2008; Soliven et al., 2013). Ainsi, une première question à 

laquelle nous pouvons répondre est de déterminer cette voie de propagation 

majoritairement utilisée par le virus via l’analyse des profils de clonalité (voir 

résultats chapitre 3). Cela nous donnera une première indication mais une étude 

plus approfondie est nécessaire pour établir de réelles conclusions puisque la 
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clonalité en soi ne donne pas d’informations sur l’expression provirale. Dans le cas 

d’HTLV-1, nous savons aujourd’hui que le virus latent peut être réactivé par des 

épisodes de réexpression du génome proviral (burst, pour revue voir Kulkarni and 

Bangham, 2018). Ainsi, nous pourrions dans un premier temps mesurer le nombre 

de transcrits viraux dans nos échantillons afin de vérifier si SFV est latent puis, dans 

un second temps, mettre des cellules de babouins (infectées par SFV) en culture 

afin de voir si une production de particules virales est possible. De plus, il ne faut 

pas oublier que la prolifération homéostatique et par stimulation antigénique 

peuvent jouer un rôle majeur dans la persistance rétrovirale chez l’hôte. Dans le 

cadre de mon travail de thèse, une analyse des sites d’intégrations du provirus SFV 

est réalisée afin de savoir s’il existe des zones préférentielles comme dans le cas 

d’autres rétrovirus comme PFV, HLTV-1/STLV-1 et HTLV-2 ou des sites récurrents 

comme dans le cas du BLV. Nous pourrons comparer les données avec celles 

obtenues sur STLV-1 et émettre des hypothèses sur la réplication de SFV. En effet, 

l’augmentation de la PVL de SFV dans le sang des animaux co-infectés peut être 

expliquée par une activation de la production des particules virales ou une 

prolifération cellulaire plus importante, bien que les 2 voies ne soient pas 

exclusives. Ces modes de transmissions peuvent être visualisées par la présence 

d’une diversité de clones plus importante (infection de novo) ou par la présence 

de clones ayant proliféré de façon plus intensive (expansion clonale). Par ailleurs, 

des données provenant d’une analyse de transcriptome des cellules du sang total, 

obtenues par séquençage des ARN à haut-débit (RNA-seq), nous permettrons de 
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vérifier si les UIS de SFV et STLV-1 sont présents dans des régions plus ou moins 

exprimées du génome cellulaire (Tung et al., 2015).  
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Chapitre 2. Séquençage du génome 

complet du provirus de SFV chez les 

babouins 

 Contexte de l’étude et résultats  

 Au commencement de ce travail de thèse, nous avons pu constater que la 

séquence du génome complet concernant le provirus SFV chez les babouins 

infectés était absente des bases de données. En effet, seulement des séquences 

partielles étaient disponibles (Alais et al., 2018; Blewett et al., 2000; Broussard et 

al., 1997). De plus, le génome proviral de STLV-1 chez le Papio anubis est déjà 

accessible (numéro d’accession Genbank : JX987040.1). Il serait alors intéressant 

pour nous d’avoir à disposition la séquence complète du provirus SFV afin de 

mettre au point nos futures investigations sur les conséquences des co-infections 

rétrovirales SFV/STLV-1 chez le babouin. En effet, la séquence provirale, 

notamment le LTR et la région gag, est nécessaire pour mettre en place la LM-PCR 

sur SFV et STLV-1 (voir résultat chapitre 3-B). Nous avons notamment initié la mise 

au point d’un clone moléculaire du virus SFV qui fournira un outil indispensable 

pour de nombreuses études notamment l’influence des co-infections rétrovirale 
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sur la clonalité in vitro. Si une production des particules virales est possible, nous 

pourrions réaliser des (co-)infections cellulaires et analyser les interactions qui 

peuvent exister entre les rétrovirus. Nous pourrions, par exemple, vérifier si la 

protéine Tas peut transactiver le LTR de STLV-1 ou du SIV. Concernant les 

expérimentations in vivo, le génome complet est nécessaire pour mettre en place 

la mesure du nombre de transcrits dans un échantillon donné par RNA-seq mais 

aussi pour étudier l’influence des sous-populations virales sur les co-infections par 

séquençage à haut-débit. 

 En se basant sur des comparaisons de séquences avec le génome proviral 

de SFV provenant du singe vert d’Afrique (numéro d’accession Genbank : 

MF582544) et d’une guenon (numéro d’accession Genbank : NC_043445), 

plusieurs fragments d’ADN proviral ont été amplifiés à partir d’ADN génomique 

d’un babouin naturellement co-infecté par SFV et STLV-1. L’amplification de l’ADN 

a été réalisée grâce une succession de PCR imbriquées via des amorces 

recouvrant la totalité du génome proviral de SFV dont la séquence a été obtenue 

par la méthode Sanger.  

 Le génome proviral de SFV possède une longueur de 13 393 nucléotides et 

un pourcentage en GC de 37,84% (numéro d’accession Genbank : MK241969.1). 

Nous avons par la suite réalisé une analyse phylogénétique basée sur 409 

nucléotides du gène codant pour l’intégrase avec celles provenant d’autres 

espèces simiennes africaines et une espèce asiatique. Comme attendu, la structure 

du génome est similaire à celle des autres souches puisqu’elle contient les 
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séquences LTR 5’ et 3’ ainsi que les gènes gag, pol, env, tas et bet. L’analyse 

montre une spécificité virus/hôte et une proximité plus importante entre les 

souches africaines par rapport à celle retrouvée chez le macaque (souche 

asiatique). Ces données sont en accord avec la notion de co-évolution entre SFV et 

son hôte (Switzer et al., 2005).

 

 Article 

L’article ci-dessous a été publié dans le journal Microbiology Resource 

Annoucements (MRA) en Octobre 2019 (PMID : 31582445). 
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Chapitre 3. Clonalité rétrovirale des 

virus simiens SFV et STLV-1 chez des 

babouins naturellement infectés 

 Introduction 

 Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes intéressés à l’influence de 

la réplication entre SFV et STLV-1 dans le sang des babouins naturellement (co-

)infectés. Les animaux vivent en semi-liberté dans le centre de primatologie de 

Rousset-sur-Arc en France (CNRS, unité UPS 846) dirigé par le Dr Romain Lacoste. 

Ce sont les mêmes individus utilisés dans notre étude précédente qui montrait 

l’influence de la co-infection SFV/STLV-1 sur la charge provirale (PVL) de SFV dans 

le sang et la salive des babouins (Alais et al., 2018). Cependant, nous possédons 

ici un échantillon supplémentaire provenant d’un babouin ATL co-infecté par SFV 

et STLV-1 (Turpin et al., 2017) et possède une charge provirale élevée (>68% pour 

STLV-1 et 30% pour SFV dans le sang). 

 Au vu des observations de l’article d’Alais et al qui montre une influence 

positive de STLV-1 sur la propagation du virus SFV chez les babouins 

naturellement co-infectés ainsi qu’une transactivation de la protéine Tax d’HTLV-1 

sur le LTR du virus PFV in vitro. Nous nous sommes demandés si l’augmentation de 
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la PVL de SFV est médiée selon 2 hypothèses : par l’expansion clonale de STLV-1 

dans le cas où une cellule unique est co-infectée par les 2 virus ou par la 

transactivation par Tax qui peut directement induire l’activation du génome 

proviral de SFV et pourrait se répliquer par infection de novo ou par expansion 

clonale des cellules infectées. Cependant, nous ne pouvons pas exclure le rôle de 

la prolifération passive et induite par une stimulation antigénique dans la 

dissémination du virus. 

 De plus, nous pensions à l’origine que l’intégration du provirus dans le 

génome cellulaire était aléatoire mais de nombreuses études mettent en lumière 

le fait que le mécanisme d’intégration semble cibler des zones préférentielles chez 

différents rétrovirus in vitro et in vivo, notamment les virus VIH-1/SIV, HTLV-1/STLV-

1, HTLV-2 et PFV, ou des sites récurrents (BLV) (voir introduction chapitre 5). Cela 

influence la régulation de l’expression des gènes proviraux et cellulaires ce qui 

peut médier l’expansion clonale des cellules infectées.  

 Ainsi, j’ai pu développer la technique de LM-PCR (Ligation mediated- 

Polymerase Chain Reaction) associée à du séquençage à haut-débit (HTS), en 

collaboration avec les Drs. Jocelyn Turpin et Anat Melamed ainsi que le Pr Charles 

Bangham (Département de médecine de l’Imperial College de Londres) qui 

possèdent une expertise sur la clonalité, notamment sur le virus HTLV-1 chez 

l’Homme. Notre collaboration avec le Dr Magali Naville et le Pr Jean-Nicolas Volff, 

à l’Institut de Génomique Fonctionnelle de Lyon (IGFL), a permis d’établir 

l’ensemble de l’analyse bio-informatique des données de séquençage. La 
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particularité de mon projet a donc été d’adapter la LM-PCR de façon à ce qu’elle 

fonctionne directement sur des échantillons co-infectés par SFV et STLV-1 in vivo 

puis de l’intégrer comme outil au sein de l’équipe. La LM-PCR associée au 

séquençage à haut-débit va nous permettre d’obtenir une estimation de la 

prolifération clonale et de l’infection de novo qui se déroule au sein de l’hôte 

infecté. L’objectif principale de ma thèse est de comprendre l’influence que peut 

avoir STLV-1 sur la réplication de SFV dans le sang des babouins naturellement co-

infectés.  

 

Matériels et méthodes 

Cohorte de babouins 

 L’accès aux échantillons de babouins a été approuvé par le comité 

d’éthique du Ministère français de l’éducation et de la recherche (APAFIS#4227–

201604130940121). L’ensemble de la cohorte de babouins (Papio anubis) utilisée 

dans ce projet représente un total de 36 individus parmi lesquels 17 sont 

naturellement infectés par SFV et 19 autres sont naturellement co-infectés par SFV 

et STLV-1 (Turpin et al., 2017). L’infection par STLV-1 a été confirmée par western-

blot (MP Diagnostics) (Alais et al., 2018). Tous les animaux sont asymptomatiques, 

à l’exception d’un seul qui a développé une ATL et est aujourd’hui décédé. Ce 

dernier est utilisé en tant que contrôle dans nos expérimentations. De plus, tous 

les babouins sauf deux sont des femelles. Le sang total des babouins et l’isolement 

des cellules mononuclées du sang périphériques (PBMC) ont été obtenus selon le 
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protocole de Alais et al. Toutes les données relatives à nos cohortes connues à ce 

jour sont répertoriées en annexe 1. 

 

Lignées cellulaires 

 La lignée cellulaire Tarl2 (Tateno et al., 1984) a été utilisée pour la mise au 

point de l’analyse de la clonalité in vitro. Ces cellules sont des leucocytes de rat 

fournies par le laboratoire du Pr Charles Bangham. Cette lignée a été établie par 

co-culture avec les PBMC d’un patient ATL et contient une unique intégration 

provirale d’HTLV-1 par cellule. 

 Les cellules Jurkat sont une lignée cellulaire immortalisée de lymphocytes T 

CD4+ issues d’un patient atteint d’une leucémie à cellules T en 1977 (Schneider et 

al., 1977). Ces cellules ne sont pas infectées par un rétrovirus et n’ont donc aucune 

intégration provirale. Elles sont donc utilisées en tant que témoin négatif pour les 

expérimentations in vitro et in vivo. 

 

Extraction de l’ADN génomique 

L’ADN génomique des PBMC de babouins ainsi que des lignées cellulaires 

Tarl2 et Jurkat est extrait en utilisant le kit Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel, ref : 

740952.50). Entre 3 et 4.106 cellules sont lysées pendant 1h à 56°C à la protéinase 

K et l’ADN est élué dans 100μl de tampon d’élution (5 mM Tris/HCl, pH 8.5). Les 
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concentrations en ADN sont ensuite mesurées par spectrophotométrie au 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). 
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SFV (PCR 1 et PCR 2)

Étape Cycles Température (°C) Temps

Dénaturation initiale 1
Dénaturation

20Hybridation
Élongation

Élongation finale 1
- -

STLV-1 (PCR 1 et PCR 2)

Étape Cycles Température (°C) Temps

Dénaturation initiale 1
Dénaturation

20Hybridation
Élongation

Élongation finale 1
- -

Tableau 5. Programmes d’amplification des LTR proviraux de SFV et STLV-1. 

Virus cible Nom de l’amorce Séquence 5’ – 3’ Sens PCR 1 PCR 2 Référence

SFV
FVRU5-F CACTRCTCGCTGCGYCGAGAGT Sens X Goldberg et al 2009

FVLGF1-F TGTTCGAGACTCTCCAGGTTTGGTAAG Sens X Wolfe et al 2004
3R CACGTTGGGCGCCAATTG Anti-sens X X Herchenröder et al 1994

STLV-1
LTRSTLVFW3 CAGGAGTCTATAAAAGCGTGG Sens X X -
LTRSTLVR1 CGGCCGGGGTATCCTTTTGGG Anti-sens X -
STLVLTRR CTGGTGGAAATCGTAACTGGA Anti-sens X -

L’amplification se fait par PCR semi-imbriquée à partir de 150ng d’ADN génomique extrait des 
PBMC des babouins. 

Tableau 4. Liste des amorces permettant d’amplifier le LTR proviraux de SFV et STLV-1 
chez les babouins naturellement infectés. 
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Séquençage du LTR proviral 

 Le LTR 5’ proviral de SFV, pour chaque babouin, et de STLV-1 pour les 

babouins co-infectés, est amplifié par PCR semi-imbriquée grâce à des amorces 

ciblant le LTR 5’ et la région gag du provirus en utilisant 150ng d’ADN génomique. 

Les amorces ont été désignées à partir des génomes proviraux complet de SFV et 

STLV-1 séquencés chez le babouin (voir résultats chapitre 1). Les échantillons sont 

amplifiés via ces amorces à 10μM en tubes PCR contenant du tampon 5X haute-

fidélité et l’ADN polymérase Phusion haute-fidélité (New England Biolabs NEB - 

M0530L), des désoxynucléotides triphosphates à 10mM (dNTP, Promega - U1240) 

et de l’eau (Nuclease free water, Qiagen - 129114). Les séquences et les positions 

des amorces ainsi que les programmes PCR sont décrits dans les tableaux 4 et 5.  

Après amplification, les amplicons sont visualisés et purifiés sur gel d’agarose à 2% 

en utilisant le kit Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega – 

A9282).  

 Puisque l’enzyme Phusion ne possède pas d’activité permettant de générer 

une adénosine (A) aux extrémités 3’ des amplicons, il est nécessaire d’ajouter une 

étape d’addition du A afin de réaliser un clonage TA des produits PCR. Cette 

étape se réalise par l’ajout d’enzyme klenow fragment (3’  5’ exo), du tampon 

NEB2 10X (NEB - M0212L) ainsi que des désoxyadénosine triphosphates à 10mM 

(dATP, Promega - U1240) aux produits PCR. L’incubation des échantillons se fait 

pendant 30min à 37°C. Les amplicons sont ensuite purifiés grâce au kit de 

purification PCR Qiaquick (Qiagen – 28106) et sont élués dans 40μl de tampon 
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d’élution à 10mM Tris-HCL et pH 8.5. Les concentrations en ADN sont ensuite 

mesurées par spectrophotométrie au Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Les 

amplicons sont insérés dans le plasmide pGEM (pGEM®-T Easy Vector System I, 

Promega - A1360) en respectant le ratio 1:3. Le plasmide possède une extrémité T 

libre qui va permettre de réaliser l’hybridation TA avec les amplicons. La réaction 

se fait en présence du tampon de ligation 2X et de l’enzyme ADN T4 ligase puis 

sont incubés 1h à température ambiante. La transformation bactérienne de l’ADN 

plasmidique contenant l’insert se fait par choc thermique à 42°C des bactéries 

Escherichia coli compétentes (E. cloni 10G DUOs Chemically Competent Cells, 

Lucigen – 60107-1). Les échantillons sont incubés 1h à 37°C après avoir ajouté 

600μl de milieu de culture S.O.C (Super Optimal broth with Catabolite repression, 

Invitrogen - 15544034). Les transformations (300μl) sont étalées sur milieu nutritif 

gélosé LB (Luria-Bertani) contenant de l’ampicilline et sont incubées pendant la 

nuit à 37°C. Les colonies (au maximum 10 par échantillons) sont repiquées en 

milieu liquide LB contenant de l’ampicilline et sont incubées à 37°C toute la nuit. 

Nous réalisons une étape de PCR sur colonie pour vérifier si le plasmide pGEM 

contenant l’insert d’intérêt est bien présent. L’insert est amplifié par PCR via 

l’enzyme ADN polymérase GoTaq G2 et le tampon 5X (Promega – M7845), les 

dNTP à 10mM et les amorces à 10μM (SFV : FVLGF1-F / 3R et STLV-1 : 

LTRSTLVFW3 / STLVLTRR, voir tableau 4) utilisées précédemment (les cycles des 

programmes d’amplification sont augmentés à 40 cycles). Les colonies contenant 

l’ADN plasmidique avec notre insert d’intérêt (visualisée par la PCR sur colonie) 
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sont sélectionnées. L’ADN est ensuite extrait et purifié grâce au kit Nucleospin 

plasmid (Macherey-Nagel – 740588). Les échantillons sont élués dans 50μl de 

tampon d’élution à 5 mM Tris/HCl, pH 8.5.  

 Une fois validée, la région du LTR 5’ de SFV et STLV-1 est séquencée par la 

méthode Sanger (plateforme Supremerun Eurofins Genomics) en utilisant amorces 

de séquençage T7 et SP6 fournies par la plateforme. L’alignement multiple des 

séquences est obtenu par Clustal Omega (paramètres par défaut) afin de vérifier la 

variabilité des LTR. L’alignement est visualisé grâce au logiciel Jalview v2.11.1.0. 

On estime que les LTR 5’ et 3’ ont une séquence identique pour un rétrovirus 

donné. 
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Amplification des UIS proviraux de SFV et STLV-1 

L’identification des sites d’intégrations uniques (UIS) est effectuée par LM-PCR à 

partir de 5 g d’ADN génomique (à l’exception de 2 échantillons où la quantité de 

matériel était plus faible pour SFV et STLV-1) suivie du séquençage à haut-débit 

(HTS). Le protocole décrit dans Gillet et al nous a servi de base afin de l’adapter 

sur nos échantillons co-infectés par SFV et STLV-1 (Gillet et al., 2017) (figure 15). 

Après la cassure aléatoire de l’ADN génomique par sonication et ligation d’un 

adaptateur aux fragments d’ADN génomique, les échantillons sont amplifiés par 

une série de 3 PCR :  

 
- PCR 1 : permet de réaliser une première amplification des UIS entre LTR 

proviral (SFVBio3A : 5’- GCCTTGCTTAAAGATCCACCTAGCGG-3’ ou STLV-

1Bio3A : 5’- AGTCTATAAAAGCGTGGAGACAGTTCAGG-3’) et l’adaptateur 

(Bio4 : 5’TCATGATCAATGGGACGATCA-3’) à partir de la totalité du produit 

de ligation pour chaque échantillon.  

- PCR 2 : 1μl du produit de PCR 1 est utilisé pour une seconde amplification 

par PCR imbriquée entre le LTR (SFVSeqBio5A : 5’-

TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGAATAAGAGTGAACTACACTTATC-

3’ ou STLV-1SeqBio5 : 5’-

TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTCTCCAGGAGAGAAATTTAGT-3’) et 

l’adaptateur (P7 : 5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3’). Cette étape 

permet d’augmenter la spécificité d’amplification des UIS et d’intégrer 

l’amorce de séquençage Illumina (en bleu).
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5’ 3’

LTR3’ AdaptateurGénome 
cellulaire

P7P5 Amorce de séquençage
Illumina

NNNNNNNN
Code-barre = 8nt

Séquence de l’amorce 
SBS8

Figure 16. Structure des produits PCR obtenus après amplification des 
sites d‘intégration proviraux de SFV ou STLV-1. 

 
Tableau 6. Programmes d’amplification des sites d’intégration uniques de 
SFV et STLV-1 en LM-PCR. 
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- PCR 3 : 5μl du produit de PCR 2 est utilisé afin d’amplifier la quantité 

d’amplicons, d’intégrer la région P5 (en vert) et de compléter l’amorce de 

séquençage Illumina (en bleu) via les amorces P5SeqA : 

5’AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACACTCTTTCCCTACACGA

CGCTCTTCC-3’ qui se fixe sur la séquence de l’amorce de séquençage 

(identique pour SFV et STLV-1) et P7 : 5’-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3’ 

qui s’hybride sur l’adaptateur. 

L’amplification (les programmes PCR sont indiqués dans le tableau 6) se fait grâce 

à ces amorces à 10μM (20μM pour les amorces Bio3A) en tubes PCR contenant du 

tampon 5X haute-fidélité et l’ADN polymérase Phusion haute-fidélité, des dNTPs à 

10mM et de l’eau. Les amorces (synthétisée par la plateforme Eurofins) permettant 

l’amplification des UIS entre LTR proviral et l’adaptateur sont produits à partir des 

séquences de LTR du SFV et STLV-1. Comme les LTR 5’ et 3’ sont normalement 

identiques, on estime que l’hybridation des amorces se fait sur les 2 LTR et devrait 

générer 50% de séquences LTR5’-gag et 50% de séquences LTR3’-génome 

cellulaire. Les échantillons sont purifiés après chaque étape grâce au kit de 

purification PCR Qiaquick. Après amplification, nous possédons pour un 

échantillon donné des amplicons de taille différentes (car la coupure se fait 

aléatoirement dans le génome) contenant les régions suivantes : P5 et P7, l’amorce 

de séquençage Illumina, le LTR 3’ ou 5’, le génome de l’hôte (ou gag), l’adaptateur 

contenant le code-barre et la séquence de fixation de l’amorce SBS8 (figure 16).  
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 Je discuterai de l’utilité des régions P5, P7, SBS8 et de l’amorce de 

séquençage Illumina dans la partie sur le séquençage à haut-débit. À noter que 

l’ADN génomique provenant de la lignée cellulaire Jurkat est utilisé en tant que 

contrôle négatif pour l’amplification de SFV et de STLV-1 faisant un total de 57 

échantillons (soit 17 échantillons mono-infectés par SFV + 19 x 2 co-infectés pour 

SFV et STLV-1 + 2 échantillons de Jurkat). 

 

Préparation des adaptateurs 

L’adaptateur est une séquence connue partiellement double brin que l’on 

va lier à chaque fragment d’ADN génomique pour un échantillon donné. Un 

adaptateur contient une courte séquence de 8nt (=code-barre Illumina) propre à 

un échantillon qui permettra d’associer les UIS à un échantillon après l’HTS 

(démultiplexage) ainsi que les régions nécessaires à l’hybridation des amorces 

Bio4, P7 et SBS8 (figure 17).  

 

Cela veut dire qu’il est nécessaire d’avoir un nombre d’adaptateur, avec un 

code-barre spécifique, égal au nombre d’échantillon à tester (= 57 adaptateurs à 

préparer avec un code-barre spécifique). La liste des adaptateurs est disponible 

en annexe 2. 

5’-TCATGATCAATGGGACGATCACAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNNNCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT-3’
3’AAAAAAAAAAAAAGCGAGAAGGCTAG-5’

Bio4 P7

Code-barre

SBS8

Figure 17. Structure d’un adaptateur. 
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 Les adaptateurs sont reconstitués dans de l’eau sans nucléase (Qiagen) à 

une concentration finale de 1000μM. Les 2 brins de l’adaptateur (10nmol chacun) 

sont hybridés par refroidissement progressif allant de 95°C jusqu’à 4°C. Les 

adaptateurs sont ensuite dilués à une concentration finale de 20μM. Ici, nous 

avons préparés les 57 adaptateurs différents pour l’ensemble de nos échantillons. 

Afin de s’assurer que les adaptateurs fonctionnent, ils sont tous testés en LM-PCR 

avec de l’ADN provenant de la lignée cellulaire Tarl2 contenant une intégration 

provirale d’HTLV-1.  

 

Préparation de la banque de séquençage 

Une banque de séquençage est produite en combinant l’ensemble des 

produits PCR finaux purifiés (ou library) de tous les échantillons de SFV et STLV-1, 

basée sur les concentrations en ADN. Le volume d’échantillon déposé est estimé 

en fonction de la concentration afin d’obtenir un nombre de séquences, obtenues 

par HTS, équivalent pour tous les échantillons. Une étape de quantification de la 

banque est réalisée par qPCR (PCR quantitative) via des amorces ciblant les 

régions P5 (5’AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-3’) et P7 (5’-

CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3’) et le kit PCR QuantiFast SYBR Green (Qiagen - 

204054). Une courbe étalon est réalisée à partir d’une banque similaire 

(distribution de la taille des fragments équivalente par LM-PCR) séquencée 

précédemment permettant ainsi une quantification relative de la banque. La 

molarité du mélange final est également évaluée par Bioanalyzer ou Tapestation 
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(Agilent). Nous obtenons généralement des valeurs similaires par les deux 

approches. 

 

Séquençage à haut-débit (HTS) 

La banque de séquençage est envoyée et séquencée dans une plateforme 

de séquençage localisée à Londres par le Dr Laurence Game et son équipe (MRC 

Clinical Sciences Centre Genomics lab, Hammersmith Hospital). La technologie 

utilisée est un NextSeq 550 Mid-output (des tests préalables ont été évalués sur un 

Miseq). Pour le séquençage, la banque est diluée à une concentration de 1.8pM et 

est dénaturée. Par la suite, chaque fragment est amplifié permettant la génération 

de groupe de séquences (= cluster). Une fois la génération de clusters terminée, le 

séquençage peut commencer. Cette étape consiste à séquencer les fragments 

d’ADN par ses 2 extrémités permettant d’avoir 2 séquences de 150nt par fragment 

(2x150 paired-end) ainsi qu’une troisième séquence correspondant au code-barre 

de 8nt (figure 18). 

5’ 3’

LTR3’ AdaptateurGénome 
cellulaire

P7P5 Amorce de séquençage
Illumina

NNNNNNNN

Séquence 1

LTR3équençage
ina

nce 1

Adaptate

NNNNN

Séquence 2

Séquence 3

150nt 150nt

Code-barre = 8nt75nt pour 
SFV ou 27nt
pour STLV-1

Amorce de séquençage illumina : 5’-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3’
SBS8 sens : 5’-CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATC-3’
SBS8 anti-sens : 5’-GATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCG-3’

177

Séquence 1 : le LTR proviral de SFV (75nt) ou STLV-1 (27nt) en plus du génome cellulaire 
(150nt) ; séquence 2 : adaptateur vers le génome cellulaire (150nt) ; séquence 3 : code-barre 
de 8nt.  

Figure 18. Séquençage des amplicons SFV et STLV-1 par HTS. 
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 La séquence 1 (75nt de la fin du LTR proviral SFV ou 27nt pour STLV-1 en plus du 

génome cellulaire ou proviral) est obtenue grâce à l’amorce de séquençage 

Illumina (apportée par les PCR 2 et 3) tandis que les séquences 2 (adaptateur vers 

le génome cellulaire) et 3 (code-barre) sont obtenues grâce à l’amorce SBS8 sens 

et anti-sens, respectivement (séquences dans l’adaptateur).  

Une banque contrôle dérivée du génome de PhiX est utilisée en tant que 

contrôle pour la génération de clusters (densité entre 129 et 165 clusters/mm2) 

mais également pour augmenter la diversité nucléotidique de nos échantillons qui 

présentent une faible diversité sur le début de la séquence 1 correspondant au 

LTR des virus.  L’analyse Illumina consiste à faire l’analyse d’image (distinction des 

clusters) et le base-calling (détermine la qualité Q de chaque nucléotide 

séquencé). Les images acquises à chaque cycle de séquençage permettent 

d’obtenir un signal propre à chaque nucléotide. L’étape de base-calling est la 

probabilité qu’un nucléotide soit correctement lu par le séquenceur en fonction de 

ce signal (Cacho et al., 2016). Le démultiplexage est réalisé par la plateforme. 

 

Analyses in silico des données de l’HTS 

Dans le but d’identifier les clones et de quantifier l’abondance clonale 

associée, nous avons mis au point un pipeline informatique en collaboration avec 

le Dr Magali Naville et le Pr Jean-Nicolas Volff à l’IGFL et le Dr Anat Melamed 

(Département de médecine de l’Imperial College de Londres). Dans un premier 

temps, nous utilisons le portail Galaxy (Afgan et al., 2018) (mis à disposition par le 
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Centre Blaise Pascal à Lyon) afin de nettoyer et filtrer les données. Les séquences 

sont ensuite alignées contre le génome de référence. L’identification et la 

quantification des UIS se font grâce à plusieurs programmes que nous avons 

développés au laboratoire via les langages Python et R (disponibles sur Github, 

https://github.com/bjegado/ClonaRetro-project). 

 

Contrôle de la qualité des séquences 

 Les séquences 1 et 2 obtenues après le séquençage à haut-débit vont subir 

une étape de contrôle de la qualité. Nous utilisons le programme « FastQC » 

(disponible sur Galaxy) afin d’obtenir un rapport sur la qualité des séquences. Le 

programme représente le score Q Illumina à chaque position moyennée sur 

l’ensemble des séquences. Ce score représente la probabilité qu’un nucléotide 

soir incorrectement lue par le séquenceur. Plus le score est élevé, plus la 

probabilité de retrouver une erreur est faible. Par la suite, nous faisons une 

première sélection des séquences via le programme « Paired-FastQ 

QC_Trimmer ». Le programme coupe les séquences dès que la moyenne sur 2 ou 

3 nucléotides est inférieure à Q=30 (1 erreur pour 1000 nucléotides ou 99,9% de 

précision). Par la suite, si la portion restante a une longueur maximale de 30nt, le 

programme élimine les séquences 1 et 2 associées. Ces étapes permettent de 

s’assurer de la robustesse de l’alignement des séquences contre le génome de 

référence en ne conservant que les séquences dont nous sommes garantis de la 
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qualité du base-calling et en éliminant les séquences trop courtes qui sont plus 

susceptibles de s’aligner à plusieurs endroits dans le génome. 
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Toutes les séquences sont passées au crible selon différents critères de spécificité via le 
programme « cutadapt ». Ce programme va passer en revue toutes les séquences et 
conserver celles qui possèdent une séquence cible qui sera coupée et retirée de la 
séquence. Le programme cutadapt permet ainsi d’enlever les séquences cibles et de 
conserver uniquement la région génomique pour assurer le bon alignement des 
séquences contre le génome de référence. Les séquences 1 et 2 sont associées en 
paired-end et celles ayant une taille inférieure à 30nt sont supprimées. 

Filtre 1 : sur les séquences 1
5’ 3’ Longueur LTR + 

génome cellulaire = 
150nt

Longueur LTR + génome 
cellulaire < 150nt

LTR Génome cellulaire

5’ 3’Adaptateur

5’ 3’LTR Génome cellulaire

Suppression de 
l’adaptateur et des 
séquences < 30nt 
(+ les séquences 2 

associées)

Filtre 2 : sur les séquences 1
5’ 3’LTR Génome cellulaire

5’ 3’

5nt du 
LTR Génome cellulaire

Suppression des séquences 1 
n’ayant pas le LTR et des 
séquences < 30nt (+ les 
séquences 2 associées)

Sélection sur le LTR en 
amont des 5 derniers 

nucléotides

La région cible du LTR est 
retirée des séquences 1

Filtre 3 : sur les séquences 1

5’ 3’
Génome cellulaire

5’ 3’

5nt du 
LTR Génome cellulaire

Suppression des séquences 1 
n’ayant pas le LTR et des 
séquences < 30nt (+ les 
séquences 2 associées)

Sélection sur les 5 derniers 
nucléotides du LTR

La région cible du LTR est 
retirée des séquences 1

5nt du LTR

Filtre 4 : sur les séquences 2

3’
Génome cellulaire

5’ 3’
Génome cellulaire

Suppression du LTR et des 
séquences < 30nt (+ les 
séquences 1 associées)

Sélection sur le LTR (anti-sens)

La région cible du LTR est 
retirée des séquences 1

LTR (anti-
sens)

Figure 19. Filtre et nettoyage des données obtenues par HTS. 
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Filtre et nettoyage des données 

 Toutes les séquences sont passées au crible selon différents critères de 

spécificité ; ce nettoyage se fait en 4 étapes en utilisant le programme 

« cutadapt ». Ce programme va passer en revue les séquences et conserve celles 

qui possèdent une séquence cible donnée qui sera coupée et retirée de la 

séquence. Le programme « cutadapt » va ainsi permettre de sélectionner les 

séquences d’intérêts (qui comportent tous les éléments souhaités) et de conserver 

uniquement la région génomique cible pour assurer le bon alignement des 

séquences contre le génome de référence. Les séquences 1 et 2 sont associées en 

paired-end. Les différentes étapes sont résumées dans la figure 19. 

 
Filtre n°1 : « cutadapt » de l’adaptateur des séquences 1. Dans le cas où la 

longueur de l’ADN génomique entre le LTR et l’adaptateur est trop courte, la 

séquence 1 présentera une partie de l’adaptateur à son extrémité 3’. Pour pallier à 

cela, le programme va rechercher la séquence de l’adaptateur (en anti-sens : 5’-

AGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCG-3’) à l’extrémité 3’ des 

séquences 1 et la supprimer. Ici, aucune variabilité de l’adaptateur n’est tolérée 

mais le programme doit prendre en compte le fait que seulement une partie de 

l’adaptateur peut être présente (indels = insertions/délétions). L’ensemble des 

séquences 1 est conservé à l’exception de celles présentant une taille inférieure à 

30nt après suppression de l’adaptateur. Dans ce cas, les séquences 2 associées 

sont également supprimées. 
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Filtre n°2 : « cutadapt » du LTR proviral des séquences 1 (correspondant aux 

nucléotides en amont des 5 dernières paires de bases du LTR). Dans le but de 

conserver uniquement les séquences qui correspondent à de vrais sites 

d’intégration du provirus, nous faisons une première sélection en 5’ des séquences 

1 en amont des 5 derniers nucléotides du LTR (SFV (70nt) : 

5’GGAATAAGAGTGAACTACACTTATCCCAAGAGGTGTTAGTCTTTTAGGATAATC

AATATACAATAATCTA-3’ et STLV-1 (22nt) : 5’-CTCTCCAGGAGAGAAATTTAGT—

3’). De la même façon, le programme tient compte des indels et accorde une 

variabilité de 10% pour SFV (3 mutations sur la séquence cible, voir les résultats sur 

la variabilité du LTR) et 0% pour STLV-1. Les séquences 1 d’une taille inférieure à 

30nt et celles qui ne possèdent pas le LTR sont supprimées avec les séquences 2 

associées. 

Filtre n°3 : « cutadapt » des 5 derniers nucléotides du LTR des séquences 1 

(spécifique et conservée pour un rétrovirus donné puisque c’est la séquence 

reconnue par l’intégrase virale). La seconde sélection se fait en 5’ des séquences 1 

sur les 5 dernières paires de bases du LTR proviral (SFV : 5’-TGACA-3’ ou 5’-

CGACA-3’ et STLV-1 : 5’-ACACA-3’) en ne tolérant aucune variabilité ni indels. Les 

séquences sont supprimées de la même façon que pour le filtre n°2. Cette étape 

est importante pour différencier les 2 rétrovirus SFV et STLV-1.  

Filtre n°4 : « cutadapt » du LTR éventuel des séquences 2. Dans un contexte 

identique au filtre n°1, les séquences 2 peuvent être constituées du LTR à leur 

extrémité 3’. Ainsi, il faut supprimer cette séquence (selon les mêmes critères que 
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ceux utilisés précédemment) pour assurer l’alignement. Les séquences résultantes 

inférieures à 30nt sont supprimées. 

 

Alignement des séquences contre le génome de 

référence 

 Les séquences sont par la suite alignées contre le génome de référence du 

babouin (Panu_3.0/papAnu4) récupéré dans la base de données UCSC (University 

of California, Santa Cruz, https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables) ainsi que sur 

les séquences du gène gag de SFV et STLV-1 (puisque 50% des séquences, 

correspondant à une amplification à partir du LTR 5’, devraient être alignées sur 

cette séquence). L’alignement est réalisé grâce au programme « Bowtie2 » 

(Langmead and Salzberg, 2012) en paired-end et en accordant une distance 

maximale de 1000nt entre les séquences 1 et 2. Les conditions de sonication 

permettent d’avoir des fragments d’une taille moyenne de 400pb et les conditions

d’amplification ne permettent pas d’obtenir de plus grands fragments. De plus, la 

taille des fragments séquencés sur la plateforme est inférieure à 1000-1500nt. Afin 

d’augmenter la précision de l’alignement, notamment dans le cas où des 

séquences sont alignées contre des régions répétées, nous utilisons le paramètre 

k=100. Ainsi, chaque séquence sera alignée 100 fois sur le génome afin de trouver 

le meilleur score d’alignement. Seules les séquences ayant un score d’alignement 

MAPQ>=10 sont conservées. 
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Les clones sont identifiés en fonction de la localisation de la séquence 1 et 2 dans le 
génome de la cellule hôte après alignement des séquences (il faut que les 2 séquences 
soient alignées dans la même région génomique). La quantification de l’abondance 
clonale se fait grâce aux séquences 2 (adaptateur – génome cellulaire) et aux sites de 
coupures engendrés suite à la sonication. La coupure de l’ADN se fait de façon aléatoire 
et va générer des fragments de tailles différentes pour un clone donné. De plus, il y a en 
moyenne une intégration unique par cellule (Cook et al., 2014) et la probabilité de couper 
aléatoirement le génome au même endroit entre 2 cellules sœurs est faible. Cela veut dire 
qu’un site de coupure est l’équivalent d’une cellule sœur. À l’inverse, les séquences 2 
ayant un site de coupure identique sont considérées comme des duplicats PCR. Par 
exemple, pour les clones A et B, il y a respectivement 3 et 2 fragments de tailles 
différentes ce qui implique que le site de coupure entre le génome cellulaire et 
l’adaptateur est différent. La région LTR et génome cellulaire est identique entre les 
fragments pour un clone donné. Pour quantifier l’abondance clonale, il suffit de compter 
le nombre de sites de coupure différents pour un même clone. Ici, il y a 3 et 2 sites de 
coupures pour les clones A et B ce qui implique qu’il y a 3 et 2 cellules sœurs. 

Figure 20. Identification des clones et quantification de l’abondance clonale. 
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Identification des clones et quantification de l’abondance 

clonale 

Cette étape utilise un programme Python qui permet d’identifier les sites 

d’intégrations proviraux en fonction de la localisation des séquences 1 et 2 au sein 

de la même région du génome cellulaire, après alignement des séquences 

(https://github.com/bjegado/ClonaRetro-project/blob/main/Step_1_Clones_%26_ 

sisters_quantification.R). Afin de tenir compte des indels possiblement introduits 

lors du séquençage, ce programme considère que des sites distants de moins de 

5nt correspondent à un seul et unique site d’insertion. Ce site est choisi comme 

étant la position associée au plus grand nombre de sites de coupure (et à des sites 

de coupure égaux, au plus grand nombre de duplicats PCR).  

Par la suite, la quantification de l’abondance clonale se fait grâce aux 

séquences 2 et aux sites de coupures engendrés lors de la sonication (figure 20). 

La coupure de l’ADN se fait de façon aléatoire et va générer des fragments de 

tailles différentes pour un clone donné. De plus, nous faisons l’hypothèse, pour 

nos analyses, qu’il n’y a qu’une intégration unique par cellule (Cook et al., 2014) et 

que la probabilité de couper aléatoirement le génome au même endroit entre 2 

cellules sœurs est faible. Ainsi, pour plusieurs cellules sœurs d’un clone donné, la 

séquence 1 sera identique tandis que la localisation de la séquence 2 dans le 

génome, après alignement, est dépendante d’un site de coupure donné. À 

l’inverse, les séquences 2 ayant un site de coupure identique sont considérés 

comme des duplicats PCR. Cela veut dire qu’un site de coupure est l’équivalent 
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d’une cellule sœur. Cependant, plus le nombre de cellules sœurs augmente, plus 

la probabilité que 2 sites de coupure surviennent au même endroit augmente avec 

elle, générant des sites de coupure communs entre différentes cellules sœurs 

(Berry et al., 2012). Cela implique que l’abondance clonale est sous-estimée 

puisque l’on ne peut pas faire de différence entre des cellules sœurs différentes ou 

des duplicats PCR. Afin de limiter ce problème, nous utilisons le package R 

« soniclength » qui va estimer l’abondance clonale en fonction de la distribution de 

la taille des fragments d’ADN, en modélisant la probabilité qu’un site de coupure 

soit généré plusieurs fois indépendamment (Berry et al., 2012). 

Le fichier de sortie précise alors le chromosome et la localisation 

chromosomique dans lequel l’UIS est intégré ainsi que son orientation, le nombre 

de sites de coupures, le nombre de cellules sœurs calibré, le nombre de duplicats 

PCR, et la séquence génomique amplifiée (ou gag).

 

Élimination des sites aspécifiques 

Nous souhaitons vérifier si l’hybridation des amorces sur l’ADN, lors de 

l’amplification des UIS par LM-PCR, ne s’est pas fait de façon non-spécifique (sur 

l’ADN génomique cellulaire et non sur le LTR) engendrant ainsi la présence de 

faux sites d’intégration proviraux. De telles amplifications aspécifiques pourraient 

en effet être dues à la présence, dans le génome du babouin, de séquences 

similaires à la fin du LTR. Nous avons développé un programme Python pour 

identifier ces sites (https://github.com/bjegado/ClonaRetro-project/blob/main/
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Step_2_remove_artefactual%20_sites_1.py). Ce programme fonctionne en 

plusieurs étapes puisqu’il va d’abord récupérer une séquence de 100nt étendue 

en amont et en aval d’un site d’intégration donné dans le génome du babouin 

(Panu_3.0/papAnu4), à partir de sa localisation génomique. Par la suite, la 

séquence est alignée contre le LTR proviral (amorce + la fin du LTR) de SFV ou 

STLV-1 en utilisant l’outil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Si la 

séquence du LTR s’aligne contre la séquence du génome, et que la fin du LTR 

correspond au site d’insertion, cela suggère que l’amorce peut se fixer sur cette 

région et ainsi générer un faux site d’intégration. Il est ainsi supprimé et répertorié 

dans un autre fichier de sortie.  

 

Élimination des sites dupliqués entre les échantillons 

Malgré la présence de zones d’intégration préférentielles dans le cas des 

rétrovirus HTLV-1/STLV-1, leur proportion implique que la probabilité qu’une 

intégration provirale se fasse exactement au même endroit dans le génome entre 

2 animaux infectés est faible (voir introduction chapitre 5). Ainsi, des sites 

d’intégrations identiques identifiés chez plusieurs animaux sont considérés comme 

des sites dupliqués à la suite d’erreurs de code-barres introduites lors de 

l’amplification et du séquençage. Ces sites sont simplement supprimés en 

assignant l’UIS à l’échantillon qui possède le plus de cellules sœurs associées (ou à 

celui qui possède le plus grand nombre de duplicats PCR dans le cas où le 

nombre de cellules sœurs est le même). Si on ne peut pas faire de distinction, l’UIS 
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est éliminé de tous les échantillons concernés 

(https://github.com/bjegado/ClonaRetroproject/blob/main/Step_3_list_of_duplica

ted_sites.py and https://github.com/bjegado/ClonaRetro-project/blob/main/Step_ 

4_remove_duplicated_sites.py). Les UIS dans la région gag sont éliminés 

manuellement à cette étape. 

 

Élimination des séquences jumelles  

À certaines occasions, il est possible que des modifications de quelques 

nucléotides apparaissent dans une séquence, notamment lors de mauvaises 

incorporations lors de l’amplification par PCR ou des erreurs lors du séquençage. 

Cela peut avoir pour conséquence l’alignement de la séquence dans une zone 

différente du génome et de générer un nouveau site d’intégration ailleurs dans le 

génome (= séquences jumelles). Pour identifier ces séquences, nous avons 

développé un programme Python (https://github.com/bjegado/ClonaRetro-

project/blob/main/Step_5_remove_twins.py) qui aligne toutes les séquences 1 

entre elles retrouvées au sein d’un échantillon donné (via BLAST). Dans le cas où la 

similarité dépasse 90% sur une longueur de 25nt, le programme regroupe les 

séquences ensemble (clusters). Parmi les séquences jumelles d’un cluster donné, 

nous gardons la localisation chromosomique de celui qui présente le plus grand 

nombre de cellule sœur. Si plusieurs séquences jumelles ont la même abondance 

clonale, nous gardons celle avec le plus de duplicats PCR. Si on ne peut pas faire 

de distinction, les séquences jumelles sont éliminées. 
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Profils de clonalité et calcul de l’index d’oligoclonalité 

(OCI) 

Une fois les données nettoyées, les sites cartographiés et quantifiés sont 

utilisés pour générer les différents profils de clonalité sur R 

(https://github.com/bjegado/ClonaRetro-project/blob/main/Step_6_clonality_ 

profile.r). La figure 21 représente des exemples de profils que l’on peut observer.  

Chaque part représente une intégration provirale et donc un clone donné. 

L’amplitude de la part représente quant à elle l’abondance clonale qui est 

représentée par l’abondance relative du clone par rapport aux autres clones dans 

un même échantillon. Cette abondance se calcul de la manière suivante :  où 

 correspond au nombre de cellules sœurs calibré pour un clone donné. 

Une part = un clone cellulaire. L’amplitude de la part = l’abondance clonale. Les 
profils monoclonaux et oligoclonaux sont représentatifs d’une expansion clonale 
des cellules infectées puisqu’un ou plusieurs clones sont majoritaires. Le profil 
polyclonal est caractérisé par la présence de clones de la même abondance.  

Polyclonalité Oligoclonalité Monoclonalité

Expansion clonale des cellules 
infectées

Figure 21. Exemples de profils de clonalité rétrovirale observés après 
cartographie des sites d’intégration uniques.
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 Les profils monoclonaux et oligoclonaux représentent une expansion 

clonale des cellules infectées où un ou plusieurs clones ont une activité mitotique 

plus importante. Nous voulons ainsi voir s’il existe une distribution clonale inégale 

contenant un ou plusieurs clones majoritairement représentés dans la PVL. Le 

profil polyclonal représente la présence de clones ayant une abondance 

équivalente. 

L’index d’oligoclonalité (OCI) décrit la distribution clonale au sein d’un 

échantillon. L’OCI varie entre 0 (polyclonale) et 1 (monoclonale) et est calculé en 

utilisant le package « reldist » sur R (https://CRAN.R-project.org/package=reldist). 

L’OCI est basé sur le coefficient de Gini, une mesure statistique qui décrit la 

répartition d’une variable (l’abondance clonale) au sein d’une population (ici, les 

clones d’un échantillon donné).  

Tests statistiques 

L’analyse des données a été réalisée sur R disponible sur l’Institut Français de 

Bioinformatique (IFB, https://www.france-bioinformatique.fr/). Nous avons réalisé 

un test de Mann-Whitney pour la comparaison du nombre total de cellules 

infectées par les virus et de l’index d’oligoclonalité entre chaque cohorte. La 

corrélation entre l’OCI et la charge provirale de STLV-1 est représentée par un test 

de corrélation Spearman.  
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 Résultats 

Analyse du polymorphisme du LTR proviral de SFV et STLV-1 

D’une façon générale, les virus évoluent dans un environnement dynamique 

et en perpétuel changement et son donc soumis à des pressions de sélection 

fréquentes. Afin de survivre, un virus a besoin de s’adapter à ces nouveaux 

environnements via des processus évolutifs (Jacquet et al., 2018). Nous savons 

aujourd’hui que, pour une même espèce virale dans un hôte donné, la population 

des génomes viraux n’est pas homogène. En effet, la réplication virale peut 

conduire à l’apparition de mutations et donc d’une variabilité plus ou moins 

importante au sein d’une population virale. Les différences génétiques retrouvées 

au sein d’un hôte permettent de définir la notion de quasi-espèces virales. Le 

principe de cette théorie montre qu’une population virale est représentée par une 

mosaïque de génomes mutés et est gouvernée par une séquence majoritairement 

représentée. Cette dernière population possède alors une capacité de réplication 

plus importante que les autres à un temps donné (= sélection positive) (Domingo 

and Perales, 2018). Le LTR proviral est la région promotrice qui est connue pour sa 

variabilité de séquence au sein d’une même espèce rétrovirale (Benachenhou et 

al., 2009; Pluta et al., 2018). De plus, des études ont montrés que des mutations au 

sein du LTR peuvent être associée à une modification de l’activité 

transcriptionnelle et avoir une influence sur le tropisme et la pathogenèse 

(Angelopoulou et al., 2008; de Arellano et al., 2010; Barros et al., 2005). 

 



 
 

 193 

 

 

Pour SFV, 6 et 7 souches sont identifiées, respectivement chez les mono- et co-infectés tandis 
que 3 souches sont observées dans le cas de STLV-1. (A) 10 babouins mono-infectés (n=170 
séquences sur 17 échantillons, 460nt) semblent être infecté par une seule souche tandis que les 7 
autres sont co-infectés par 2 ou 3 souches différentes. De plus, 2 souches sont majoritairement 
retrouvées, la souche non mutée et la souche 3. La souche 3 correspond au LTR qui se termine 
par 5’-CGACA-3’ et est retrouvée chez 6 babouins (24 séquences sur 60). Toutes les autres 
souches se termine par 5’-TGACA-3’. (B) Parmi les babouins co-infectés (n = 67 séquences sur 12 
échantillons, 357nt), on retrouve une seule souche majoritaire. De plus, le LTR se termine aussi 
par 5’-TGACA-3’ pour toutes les souches (aucune séquence 5’-CGACA-3’ n’a été identifiée). Ici, 9 
babouins sont infectés par une souche unique (sur les 12) tandis que les 3 autres sont co-infectés 
par 2 souches. (C) Dans le cas de STLV-1 (n = 53 séquences sur 10 échantillons, 440nt), la 
séquence non mutée est aussi majoritaire et aucune co-infection n’a été identifiée ici.  

Tableau 7. Polymorphisme de séquence retrouvé à la fin du LTR proviral de SFV et STLV-1.

A : SFV (PNH mono-infectés)

B : SFV (PNH co-infectés)

C : STLV-1
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Ici, nous nous sommes demandés si les LTR proviraux de SFV et STLV-1 

présente aussi un polymorphisme de séquence parmi nos animaux infectés. Dans 

le cadre de mon travail de thèse, il est nécessaire de vérifier s’il y a une variabilité 

afin de s’assurer que nos amorces pour la LM-PCR s’hybrident correctement sur 

des régions les plus conservées possible.  

 Concernant nos analyses, un total de 247 séquences d’une taille de 460 et 

357 nucléotides (nt) a pu être obtenu pour le LTR de SFV, respectivement chez les 

animaux mono- (n=170 sur 17 échantillons) et co-infectés (n = 67 sur 12 

échantillons) (tableaux 7A et B). Dans le cas de STLV-1, 53 séquences ont été 

obtenues chez 10 échantillons (440nt) (tableau 7C). De plus, les échantillons co-

infectés testés ici ne correspondent pas tous aux animaux de notre étude puisque 

nous étions limités par la quantité d’ADN. Je n’ai donc pas pu obtenir la séquence 

du LTR de SFV et STLV-1 chez tous les babouins co-infectés. Les tableaux 

représentent les séquences mutées ou non par rapport à une séquence consensus 

(= « souche virale ») retrouvées dans chaque échantillon ainsi que leur proportion 

(nombre de colonie possédant la séquence en question). Les mutations ont été 

identifiées à partir de la séquence consensus propre à chaque cohorte et à chaque 

virus. Les séquences non mutées observées pour SFV chez les babouins mono- et 

co-infectés sont identiques (99% d’homologie) malgré une origine différente des 

babouins (Kenya et le parc zoologique de St. Vrain, annexe 1). Cela soutient la co-

spéciation observée entre SFV et son hôte (Switzer et al., 2005). Globalement, il est 

possible de voir que le LTR de SFV semble plus variable que celui de STLV-1 car le 
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nombre de séquences mutées est plus important chez les animaux mono- et co-

infectés. En effet, 6 et 7 souches différentes sont identifiées pour SFV 

(respectivement mono- et co-) tandis que 3 souches sont observées dans le cas de 

STLV-1. De plus, la région du LTR de SFV et STLV-1 reste très bien conservée 

puisque l’homologie de séquence est de 94%, 98% et 97,8%, respectivement pour 

les babouins uniquement infectés par SFV et co-infectés par SFV et STLV-1 

(l’alignement multiple a été réalisé via Geneious v11.0.3). En revanche, le nombre 

de souches virales par échantillon ne reflète pas la diversité qu’il pourrait y avoir au 

sein des babouins puisque le nombre total de séquence par échantillon (maximum 

10) ainsi que la taille de la séquence ne sont pas assez conséquents. Afin 

d’identifier cette diversité, nous pourrions réaliser du séquençage à haut-débit sur 

la totalité du génome de SFV et STLV-1 dans plusieurs échantillons puisque nous 

disposons des séquences complètes (voir résultats chapitre 2). Les données 

montrent que certains singes sont infectés par une unique souche (mutée ou non) 

mais aussi que certaines sont partagées parmi plusieurs animaux ce qui montre 

une circulation de ces différentes souches au sein des babouins comme observée 

chez 2 cohortes de mandrills au Gabon (Mouinga-Ondémé et al., 2010). Le 

tableau 7A montre que, chez les babouins mono-infectés par SFV, 10 singes sont 

infectés par une souche unique de SFV tandis que les 7 autres sont co-infectés par 

2 ou 3 souches de SFV différentes. La transmission entre animaux d’une même 

famille est difficile à comparer puisque nous possédons des échantillons d’une 

même fratrie sans ceux provenant de la mère à l’exception des échantillons 3 et 8 
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(annexe 1) pour lesquels des souches différentes sont observées (respectivement 

la souche non mutée / souche 1 et la souche 4). En revanche, il ne faut pas exclure 

le fait que les babouins sont sûrement tous co-infectés par différentes souches 

puisque le nombre de séquences ici est limitant. De plus, 2 souches sont 

majoritairement retrouvées, la souche non mutée et la souche 3. Cette dernière 

correspond au LTR qui se termine par 5’-CGACA-3’ et est retrouvée chez 6 

babouins (24 séquences sur 60) ce qui est non négligeable. Toutes les autres 

souches se termine par 5’-TGACA-3’. Concernant SFV chez les animaux co-infectés 

(tableau 7B), la quantité limitée d’échantillon explique que le LTR n’a pas pu être 

séquencé chez l’ensemble des singes et au vu de la conservation des séquences, 

j’ai estimé que le séquençage des 10 colonies par échantillon n’était pas 

nécessaire (cela est aussi valable pour STLV-1). Ainsi, le nombre de co-infections 

est certainement sous-estimé. Ici, une seule souche est majoritairement retrouvée 

(9 babouins sont infectés par une unique souche tandis que les 3 autres sont co-

infectés par 2 souches). De plus, le LTR se termine aussi par 5’-TGACA-3’ pour 

toutes les souches (aucune séquence 5’-CGACA-3’ n’a été identifiée). Dans le cas 

de STLV-1 (tableau 7C), la séquence non mutée est aussi majoritaire et aucun cas 

de co-infection n’a été identifié ici. De la même façon, nous ne pouvons pas 

conclure ici sur la transmission de SFV et STLV-1 entre les animaux d’une même 

famille. 

Cela montre que les contacts proches entre les animaux dans chaque 

cohorte peuvent induire la transmission de différentes souches d’un même virus 
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causant ainsi des surinfections virales. Ce phénomène est aujourd’hui bien connu 

et a été démontré pour d’autres virus comme le VIH-1 (Waters and Smit, 2012). Il 

serait donc intéressant de vérifier l’influence de chacune des souches sur la 

propagation des virus SFV et STLV-1 chez les animaux co-infectés. Concernant la 

souche 3 chez les babouins mono-infectés par SFV, nous serons en mesure de 

l’identifier dans nos analyses de la clonalité et de comparer les sites d’intégrations 

par rapport aux souches 5’-TGACA-3’. Malheureusement, nous ne pourrons pas 

faire la distinction avec les autres souches SFV et STLV-1 car les mutations se 

trouvent en amont des sites d’hybridation de nos amorces LM-PCR (se trouvant à la 

fin des LTR proviraux, voir résultats chapitre 3 – B.VII). 
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Ces données nous ont permis de désigner les amorces pour amplifier les 

sites d’intégration uniques de SFV et STLV-1 par LM-PCR. Les amorces ont ensuite 

été alignées contre le génome du babouin par BLAT (BLAST-like Alignment Tool) 

sur la base de données Ensembl afin de limiter l’amplification non spécifique. La 

figure 22 représente les séquences consensus de la fin du LTR de SFV et STLV-1 

ainsi que la localisation des amorces. Les amorces ciblant le SFV sont utilisées pour 

les échantillons mono-infectés et co-infectés car l’homologie est assez forte pour 

trouver des séquences d’hybridation identiques.  

 

 

 

Pour SFV, les amorces Bio3A et Bio5A s’hybride respectivement en amont des 75 
et 50nt de la fin du LTR. Concernant STLV-1, l’amorce Bio3A se fixe en amont des 
404nt de la fin du LTR tandis que l’amorce Bio5 se fixe en amont des 5nt 5’-
ACACA-3’. 

GCCTTGCTTAAAGATCCACCTAGCGGAATAAGAGTGAACTACACTTATCCCAA
GAGGTGTTAGTCTTTTAGGATAATCAATATACAATAATCTAT/CGACA

Amorce SFV_Bio3A
Amorce 

SFV_Seq_Bio5A

AGTCTATAAAAGCGTGGAGACAGTTCAGGAGGGGGCTCGCTTCTTTCTCTCAC
GCGCCCGCCGCCCTACCTGAGGCCGCCATCCACGTCGGTTGAGTCGCGTTC
TGCCTCCCGCCTGTGGTGCCTCCTGAACTGCGTTCGCCGTCTAGGTAAGTTTA
GAGCTCAGGTCGAGACCGGGCCTTTGTCCGGTGCTCCCTTAGAGCCTTCCTA
GACTCAGCCGGCTCTCCACGCTTTGCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACGTC
TTTGTTTCGTTTTCTGTTCTGCGCCGTTACAGATCGAAAGTTCCACCCCTTTCCC
TTTCATTCACGACTGACTGCCGGCTTGGCCCACGGCCAAGTACCAGCGACTT
TACTGGCTCGGAGCCAGCGACAGCCTATTCTATAGCACTCTCCAGGAGAGAA
ATTTAGTACACA

Amorce STLV-1_Bio3A

Amorce STLV-1_Seq_Bio5

SFV

STLV-1

Figure 22. Sites d’hybridation des amorces LM-PCR à la fin des LTR proviraux 
de SFV et STLV-1. 
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Clonalité de SFV et STLV-1 

Contrôle de la qualité des séquences 

À la suite de l’amplification des sites d’intégration uniques de SFV et STLV-1 par 

LM-PCR et du séquençage à haut débit, les données sont tout d’abord 

démultiplexées en fonction du code-barre spécifique d’un échantillon donné. Ici, 

un total de 233 762 980 de séquences 1 et 2 ont été collectées correspondant à 

environ 65% des séquences brutes ayant passé le filtre de chasteté illumina. Le 

pourcentage relativement bas de séquences passant le filtre peut-être en partie 

expliqué par la faible diversité nucléotidique de nos librairies sur la partie 

constante correspondant au LTR de SFV ou STLV-1 et ce malgré l’ajout de PhiX 

pour compenser. La qualité du base-calling moyen est également obtenu 

automatiquement (Q>=30). Avec une moyenne >80% des nucléotides possédant 

un Q>30%, le base-calling est de bonne qualité. Sur cet ensemble, la distribution 

des séquences entre chaque cohorte est bien proportionnée puisque l’on obtient 

environ 30% de séquences pour chaque groupe (SFV mono- = 37,7%, SFV co- = 

34% et STLV-1 co- = 27,4%). Concernant les sites amplifiés et séquencés à partir 

de l’ADN de Jurkat, la proportion correspond aux 0,9% restants (pour SFV et STLV-

1 combinés) ce qui était attendu puisqu’il s’agit de nos échantillons non-infectés 

mais cela sous-entend qu’il peut y avoir de l’amplification non spécifique ou 

encore des contaminations croisées lors de la préparation de la banque et 

l’apparition de mutations dans le code-barre de l’adaptateur. En effet, cette 

amplification non spécifique est confirmée lors des étapes de nettoyage, lorsque 
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l’on sélectionne les séquences ayant la fin du LTR proviral (voir résultats chapitre 3-

B.VIII.ii). Concernant SFV la première sélection sur le LTR en amont des 5 derniers 

nucléotides (5’-T/CGACA-3’) induit une perte de plus de 64% et 73% de la totalité 

des séquences respectivement pour les échantillons mono- et co-infectés. Lors de 

la seconde sélection (sur les 5 derniers nucléotides), la perte est plus faible 

puisqu’elle est de 18% et de 23%. Concernant STLV-1, la perte de séquence est 

dans les 2 cas de 38%. Ces données montrent qu’il y a une amplification non 

spécifique non négligeable pour les 2 virus. Une analyse plus approfondie sur 

l’identification de ces sites est actuellement en cours. Après nettoyage et 

alignement des séquences contre le génome, le nombre de séquences restantes 

est de 20%, 15% et 24% respectivement pour SFV mono-, SFV co- et STLV-1 co-

infectés.  

Validation de l’expérimentation 

Après nettoyage des données de séquençage, nous avons identifié les vrais 

sites d’intégrations proviraux et quantifié l’abondance clonale de chaque clone 

après la suppression des sites dupliqués entre échantillon, des séquences jumelles 

dans un échantillon donné et des faux sites issus d’une amplification non 

spécifique. Aucun faux site n’a été identifié dans le cas de SFV mais pour STLV-1, le 

nombre de sites issus d’une amplification non spécifique varie de 1 à 28% des sites 

entre les échantillons. En revanche, il n’y a pas de corrélation entre la PVL de STLV-
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1 et le nombre de faux sites amplifiés. L’identification de ces sites est actuellement 

en cours. 

Sur l’ensemble de nos échantillons de départ, nous avons pu identifier les 

UIS et quantifier l’abondance clonale pour 15 échantillons sur 17 de la cohorte 

mono-infectée par SFV, 15/19 pour SFV chez les babouins co-infectés et 19/19 

pour STLV-1 ce qui n’est pas surprenant car les PVL étaient faibles. Dans le cas des 

2 babouins uniquement infectés par SFV qui n’ont donnés aucun résultat, presque 

la totalité des séquences est perdue lors de la double sélection sur le LTR ce qui 

indique qu’il y avait uniquement une amplification non spécifique pour ces 2 

échantillons. Au sein de la cohorte co-infectée (pour SFV), les séquences ont été 

perdues lors de la double sélection sur le LTR mais aussi lorsque l’on a supprimé 

les sites dupliqués entre échantillon indiquant qu’ils étaient constitués de 

séquences issues d’une amplification non spécifique et de contaminations croisées 

(mutation du code-barre). Afin de vérifier si notre expérimentation fonctionne 

correctement, nous disposons de 2 contrôles que nous devons valider. Tout 

d’abord, l’utilisation de l’ADN de Jurkat (cellules non infectées) afin de déterminer 

si les sites que nous identifions sont bien spécifiques de nos virus. Après nettoyage 

des données, les sites amplifiés dans l’ADN de Jurkat par les amorces de SFV ont 

totalement été supprimés et pour STLV-1, seulement très peu de séquences sont 

encore présentes (49/240000) ce qui n’est pas inattendu au vu des possibles 

contaminations croisées. 
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Nous avons ensuite comparé les sites d’intégration de STLV-1 du babouin 

ATL identifiés dans l’étude de Turpin et al avec ceux de notre étude (Turpin et al., 

2017). Nous avons globalement pu retrouver le même profil d’intégration bien 

qu’il y ait quelques différences puisque la technique de LM-PCR utilisée ainsi que 

l’analyse bio-informatique sont différents. Ces données suggèrent que nous 

pouvons être confiant dans l’analyse des résultats obtenus pour nos échantillons. 

Les annexes 3 et 4 montrent le nombre de clones, de cellules infectées, l’OCI et 

les profils de clonalité de SFV et STLV-1 obtenus pour tous nos échantillons. Pour 

chaque graphique circulaire, nous avons précisé le nombre total de clones et de 

cellules infectées (l’ensemble des cellules sœurs de tous les clones) détectés ainsi 

que l’index d’oligoclonalité (OCI). A noter que les couleurs identiques entre tous 

les graphiques ne représentent pas des sites spécifiques partagés entre les 

échantillons. Il est possible de voir que sur chaque graphique, au moins un clone 

est majoritairement représenté pour chaque échantillon.  

 

Prolifération clonale du virus SFV dans le sang des 

babouins mono-infectés 

Au vu des valeurs de l’OCI pour la cohorte mono-infectée par SFV, qui varie de 

0,4 à 0,7 (annexes 3 et 4A), nous pouvons conclure sur les profils oligoclonaux du 

virus SFV pour chaque échantillon. Cela indique que certains clones se répliquent 

de façon plus importante par expansion clonale par rapport à d’autres clones. Ces 
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clones majoritaires sont observés dans tous les échantillons et l’abondance clonale 

varie d’un échantillon à l’autre. De plus, l’analyse approfondie des sites 

d’intégration (actuellement en cours) au sein des clones majoritaires par rapport à 

ceux plus minoritaires permettra de fournir des informations pour comprendre 

pourquoi certains clones sont majoritairement représentés.  

Ainsi, nous pouvons pour la première fois conclure que le virus SFV est capable 

de promouvoir l’expansion clonale des cellules in vivo dans le sang des animaux 

naturellement infectés par le virus. 

 

Influence de STLV-1 sur la réplication de SFV 

De la même façon, l’expansion clonale des cellules infectées est aussi 

observée pour SFV et STLV-1 dans la cohorte co-infectée (annexes 3, 4B et 4C). 

La charge provirale de SFV dans le sang des singes mono-infectés est trop faible 

pour être quantifiable par qPCR. De même pour les babouins co-infectés, la PVL 

n’a été obtenue que chez 12 échantillons sur 18 donc nous ne possédons pas 

toutes les valeurs de PVL du sang pour SFV et il nous est pour le moment 

impossible de savoir si l’OCI de SFV chez les singes mono et/ou co-infectés est 

corrélée à la PVL de SFV. En revanche, nous avons pu obtenir la PVL de STLV-1 

pour tous les échantillons de sang et nous pourrons tester son impact sur la 

prolifération de SFV. Les données de PVL utilisées correspondent à celles de Alais 

et al mais une nouvelle mesure est actuellement réalisée pour SFV et STLV sur  
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Légère augmentation du nombre de cellules infectées par SFV en présence de STLV-1 
par rapport aux babouins mono-infectés bien que les résultats ne soient pas significatifs 
(P > 0,05, test de Mann-Whitney). La barre en pointillé représente la moyenne de la 
totalité des cellules infectées. 

Figure 24. Nombre total de cellules infectées par SFV et STLV-1 pour chaque 
échantillon dans les différentes cohortes de babouins  

Ici, nous avons normalisé le nombre total de cellules infectées dans 1μg d’ADN. Pour nos 
futures analyses, nous gardons uniquement les échantillons ayant plus de 30 cellules 
infectées (seuil = barre en rouge). 

f

Figure 23. Représentation du nombre total de cellules infectées par SFV et STLV-1 
dans chaque échantillon. 
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l’ensemble des échantillons et sur la même extraction d’ADN que la LM-PCR afin 

de limiter l’impact de la variabilité de la PVL. Afin de limiter les biais dans le calcul 

de l’OCI, seuls les échantillons avec plus de 30 cellules infectées (figure 23) seront 

intégrés dans l’étude. De la même façon, les données provenant du babouin ATL 

(Turpin et al., 2017) ne seront pas utilisées dans nos analyses afin d’éviter 

d’introduire un biais par la charge provirale très élevée de STLV-1 et SFV (annexe 

3). 

 

• Influence de STLV-1 sur le nombre de cellules infectées par SFV 

Dans l’étude d’Alais et al (voir résultats chapitre 1), nous avons montré que 

la PVL de SFV augmente en présence de STLV-1 chez les babouins naturellement 

co-infectés par les 2 virus par rapport à ceux uniquement infectés par SFV (Alais et 

al., 2018). Nous avons donc voulu voir si le nombre cellules infectées que nous 

avons quantifié par LM-PCR est supérieur pour SFV chez les singes co-infectés. La 

figure 24 représente le nombre total de cellules infectées par SFV ou STLV-1 pour 

chaque échantillon dans les différentes cohortes. Bien que les données ne soient 

pas significatives, la médiane des échantillons SFV co-infectés est supérieure à 

celle des SFV mono-infectés ce qui est en accord avec nos résultats sur la PVL. De 

plus, le nombre de cellules infectées par STLV-1 est supérieur à SFV ce qui pourrait 

suggérer qu’une augmentation de la PVL de STLV-1 pourrait médier 

l’augmentation du nombre de cellules infectées par SFV. Le fait que l’on ne trouve 

pas de résultats significatifs, à l’inverse de nos observations sur la PVL, peut  
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L’OCI n’est significativement pas différente entre les virus (P > 0,05, test de Mann-
Whitney). La barre en pointillé représente la moyenne de l’OCI sur la totalité des 
échantillons. 

Figure 25. Représentation de l’index d’oligoclonalité (OCI) de SFV et STLV-1 
pour chaque échantillon dans les différentes cohortes de babouins. 
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s’expliquer par le fait que la qPCR permets de quantifier l’ADN génomique viral 

qu’il soit intégré ou non dans le génome cellulaire. Dans le cas de la LM-PCR, nous 

amplifions aussi les formes non-intégrées mais elles sont supprimées lors du 

nettoyage des séquences, notamment lors de l’alignement sur le génome du 

babouin. Afin d’évaluer la proportion des formes non-intégrées, il faudrait par 

exemple modifier nos paramètres d’alignement. 

 

• Influence de STLV-1 sur la prolifération clonale des cellules infectées par 

SFV 

Nous avons par la suite voulu tester si l’OCI de SFV augmente dans les 

échantillons co-infectés par rapport aux mono-infectés afin de vérifier s’il y a plus 

d’expansion clonale (notamment une augmentation vers un stade monoclonal) des 

cellules infectées par SFV en présence de STLV-1 (figure 25). Ici, nous n’observons 

pas d’augmentation de l’OCI de SFV et, de plus, il n’y a pas de différence 

significative de l’OCI entre les 2 virus au sein des différentes cohortes même si 

l’amplitude des échantillons SFV co-infectés est plus importante. En revanche, cela 

renforce la conclusion que SFV est capable de promouvoir l’expansion clonale des 

cellules infectées. Au sein de la cohorte co-infectée, les échantillons de SFV ayant 

un OCI élevé rappellent les observations décrites dans le cas d’HTLV-2 (Melamed 

et al., 2014), ce qui laisse suggérer que SFV n’est pas reconnu efficacement par la 

réponse CTL, à l’inverse d’HTLV-1, ou que la prolifération clonale est médiée par  
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Il n’y a pas de lien entre le nombre de cellules infectées par STLV-1 (A) ou SFV (B) quand la 
PVL de STLV-1 augmente (P > 0,05, test de Spearman). 

A B

Il n’y a pas de lien entre le nombre de cellules infectées par STLV-1 (A) ou SFV (B) quand l

Figure 26. Représentation de l’index d’oligoclonalité (OCI) de SFV et STLV-1 en 
fonction de la charge provirale (PVL) de STLV-1 chez les babouins co-infectés. 

Nous n’observons pas de corrélations significatives entre le nombre de cellules infectées par 
SFV et STLV-1 dans chaque cohorte et l’OCI (P>0,05, test de Spearman), bien que le 
coefficient de corrélation suggère une augmentation des cellules infectées avec l’OCI pour 
les échantillons SFV-co (R=0,49). 
 

Nous n’observons pas de corrélations significatives entre le nombre de cellules infectées par

Figure 27. Représentation du nombre total de cellules infectées par SFV et STLV-1 en 
fonction de l’index d’oligoclonalité. 
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un autre mécanisme comme la reconnaissance d’un antigène. Les échantillons SFV 

ayant un OCI très bas avec une prolifération clonale importante, comme par 

exemple l’échantillon 25 (annexe 4B), laissent suggérer qu’il pourrait y avoir 

plusieurs intégrations dans une même cellule. Afin de vérifier que l’expansion 

clonale des cellules infectées par SFV peut être médiée par STLV-1, nous avons 

regardé si l’OCI des 2 virus augmente en fonction de la PVL de STLV-1 (figure 26). 

Nous n’observons pas de lien significatif entre la prolifération clonale des cellules 

infectées par STLV-1 (figure 26A) et SFV (figure 26B) quand la charge provirale de 

STLV-1 augmente. Cette observation n’est pas inattendue puisque l’on sait que, 

dans le cas d’HTLV-1, une telle corrélation a été démontré uniquement chez des 

patients ATL (Gillet et al., 2011). De plus, si on regarde les profils de clonalité 

obtenu chez le babouin ATL, il est possible de voir que l’OCI et le nombre de 

cellules infectées par SFV et STLV-1 sont plus élevés que dans nos échantillons de 

singes asymptomatiques (OCI = 0,83 pour 895 (SFV) et 2249 (STLV-1) cellules 

infectées dans 1μg d’ADN, annexe 3 et 4D) avec 2 clones majoritaires. Cela 

suggère que dans le cas d’une ATL, STLV-1 semble favoriser l’expansion clonale 

des cellules infectées par SFV. Dans le cas de nos échantillons provenant des 

singes asymptomatiques, le coefficient de corrélation de Spearman (R=0,49) 

suggère que le nombre de cellules infectées par SFV tend à augmenter quand 

l’OCI augmente dans la cohorte co-infectée, bien que les résultats ne soient pas 

significatifs (figure 27). Nous pouvons aussi observer que les échantillons avec un 

nombre élevé de cellules infectés sont associés à un OCI élevé ce qui renforce 
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l’idée de prolifération clonale. En présence de STLV-1, le nombre de cellules 

infectées par SFV augmente mais nous n’observons pas d’influence sur la 

prolifération clonale ce qui suggère que l’augmentation de la PVL de SFV pourrait 

être médiée par d’autres mécanismes. De plus, l’expansion clonale induite par SFV 

pourrait être amplifiée par la reconnaissance d’un antigène par la cellule. Dans le 

but de conclure sur l’influence de STLV-1 sur SFV chez les babouins co-infectés, 

l’analyse plus approfondie des sites d’intégrations proviraux est actuellement en 

cours. 

 

Discussion 

 Dans le cadre de l’étude de mon travail de thèse, le LTR 5’ proviral de SFV et 

STLV-1 a pu être amplifié et séquencé à partir d’échantillons de PBMC provenant 

de 2 cohortes de babouins naturellement infectés par SFV ou co-infectés par SFV 

et STLV-1. Ces données nous ont permis de mettre au point différents jeux 

d’amorces dans le but d’amplifier les sites d’intégrations proviraux de SFV 

(SFV_Bio3A et SFV_Seq_Bio5A) et STLV-1 (STLV-1_Bio3A et STLV-1_Seq_Bio5) par 

LM-PCR. L’alignement multiple des séquences montre une homologie élevée du 

LTR 5’ de SFV et STLV-1 (89% et 94% respectivement). Cette conservation peut 

s’expliquer par la faible activité de réplication des virus illustrée par une charge 

provirale très faible dans le sang des animaux (Alais et al., 2018). Comme HTLV-1, 

le virus STLV-1 est capable de promouvoir l’expansion clonale des cellules 
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infectées (Turpin et al., 2017) même si la diversité clonale observés est 

principalement due à une propagation de novo lors de l’infection initiale (Laydon 

et al., 2020). L’expansion clonale implique une conservation importante du 

génome proviral à l’inverse du VIH-1 et SIV qui se répliquent activement et ont une 

variabilité génomique plus élevée. Dans le cas du virus SFV, nous avons démontré 

que ce dernier peut engendrer l’expansion clonale des cellules infectées au sein 

des cohortes de babouins mono- et co-infectées ce qui peut expliquer la 

conservation du génome proviral. En revanche, la présence de mutations 

spécifiques au sein du LTR de SFV chez un ou plusieurs individus indique que 

différentes souches circulent au sein des 2 cohortes de babouins ce qui induit des 

surinfections et implique qu’il peut y avoir des co-transmissions de différentes 

souches virales et même de différents virus chez un hôte. En effet, l’étude de 

Mouinga-Ondémé et al a notamment montré la circulation de 2 souches de virus 

SFV au sein de 2 cohortes de mandrills en captivité au Gabon (Mouinga-Ondémé 

et al., 2010). Concernant nos cohortes de babouins, 2 variants de séquences, 

intéressants pour notre étude, ont été observées à la fin du LTR du virus SFV (5’-

TGACA-3’ et 5’-CGACA-3’) et une séquence unique pour STLV-1 (5’-ACACA-3’). 

Ces courtes séquences sont importantes et sont spécifiques d’un virus donné 

puisque c’est le site où va se fixer l’integrase virale permettant d’initier l’étape 

d’intégration du provirus. Lors de notre étude, ces séquences ont aussi de 

l’importance puisqu’elles nous permettent de distinguer les vrais sites 

d’intégrations proviraux de ceux non spécifiques. En effet, le nettoyage des 
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données obtenues après séquençage à haut-débit a permis de voir qu’une 

proportion non négligeable de séquences, dans notre contexte expérimental, est 

issue d’une amplification non spécifique des sites puisque plus de 60% ne 

possède pas le LTR de SFV et 38% pour STLV-1. Cela indique que des sites au sein 

du génome cellulaire des babouins ont une homologie de séquence avec nos 

amorces. Ici, nous avons pu démontrer que le nombre total de cellules infectées 

par SFV est supérieur dans la cohorte co-infectée par rapport aux babouins mono-

infectés ce qui est en accord avec nos résultats de l’influence positive de STLV-1 

sur la PVL de SFV (voir résultats chapitre 1). En revanche, nos résultats 

préliminaires ne montrent pas de lien significatif entre la prolifération clonale de 

SFV et l’augmentation de la PVL de STLV-1 dans le sang ou avec le nombre de 

cellules infectées, bien que ce dernier semble plus élevé pour les échantillons 

avec un OCI plus fort. Ces données suggèrent que STLV-1 peut influencer la 

réplication de novo du virus SFV tandis que la prolifération clonale induit par SFV 

pourrait être amplifier par la reconnaissance d’un antigène par la cellule. 

Cependant, nous ne pouvons pas exclure l’influence de STLV-1 sur la prolifération 

clonale puisque l’on peut imaginer que tous les clones infectés par SFV puissent 

proliférer plus abondamment en présence de STLV-1 ce qui ne changerait pas la 

valeur de l’OCI. De plus, dans le cas d’une ATL, STLV-1 semble favoriser 

l’expansion clonale des cellules infectées par SFV. L’analyse des UIS de SFV et 

STLV-1 permettant d’obtenir l’annotation des régions génomiques dans lesquels 

les UIS sont insérés est en cours. De plus, nous avons à disposition des données 
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de transcriptomique (Tung et al., 2015) permettant de visualiser le niveau 

d’expression des gènes au sein des cellules du sang total. Nous sommes aussi en 

train d’analyser ces données afin de les associer aux sites d’intégration proviraux 

de SFV et STLV-1 pour déterminer si l’intégration peut se faire dans les régions 

exprimées afin de vérifier s’il existe une différence entre les singes mono-infectés 

par SFV et co-infectés par SFV et STLV-1. Nous pourrons ensuite regarder la 

proximité et la localisation de ces UIS par rapport aux gènes (en aval et en amont 

ainsi que la direction sens et anti-sens) pour avoir des premières informations sur 

l’influence potentielle de l’intégration provirale sur l’activité transcriptionnelle des 

gènes cellulaires et vice-versa.  
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Chapitre 4. Visualisation de 

l’intégration provirale d’HTLV-1 par 

FISH in vitro 

 Introduction 

 Puisque nous avons observé que le virus STLV-1 à une influence positive sur 

la propagation de SFV chez les babouins naturellement co-infectés (Alais et al., 

2018), l’une de nos hypothèses était que l’augmentation de la charge provirale 

était médiée par STLV-1 dans le cas où une cellule unique peut-être co-infectée 

par les 2 virus.

 Des études précédentes ont montré in vitro, par DNA-FISH (DNA-

Fluorescent In Situ Hybridization), que le nombre d’intégration provirale dans le 

cas d’HTLV-1 est supérieur à un provirus par cellule et varie d’une lignée cellulaire 

à l’autre (Hashikura et al., 2016; Kobayashi et al., 1984; Meissner et al., 2017). Dans 

le cas des lignées chroniquement infectée par HTLV-1, comme par exemple les 

C91 PL et MT-2, le nombre d’intégration identifié est respectivement de 21 et 8 

provirus par cellule. Ces études sont d’un intérêt majeur dans mon travail de thèse 

puisque, dans le but de vérifier si une cellule unique peut être co-infectée in vivo, il 
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est nécessaire de d’adapter le FISH in vitro car nous sommes limités en 

échantillons de cellules de babouins. Nous avons initié la mise au point d’une 

technique de DNA-FISH sur l’ADN proviral d’HTLV-1 in vitro dans les cellules C91 

PL chroniquement infectée par le virus. Cette étape se fait en collaboration avec 

l’équipe dirigée par le Pr Patrick Lomonte à l’institut Neuromyogène de Lyon et 

Simon Roubille, doctorant au sein de cette équipe.  

 

Matériels et méthodes 

Lignées cellulaires 

La lignée cellulaire C91 PL a été utilisée pour la mise au point de la technique 

de FISH in vitro. Ces cellules sont des lymphocytes T chroniquement infectés par 

HTLV-1. Les cellules Jurkat sont utilisées en tant que témoin négatif pour les 

expérimentations in vitro puisque ces cellules ne sont pas infectées par un 

rétrovirus et n’ont donc aucune intégration provirale. Les cellules furent 

maintenues en culture en milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Gibco) avec 

10% de SVF (Sérum de Veau Fœtal) par Julien Beltramini, stagiaire au sein de 

l’équipe.  

 

Fixation et perméabilisation des cellules 

Environ 500 000 cellules sont déposées en plaque 24 puits contenant des 

lamelles traitées à la poly-lysine (Sigma-P4832) puis sont fixées et perméabilisées 
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La figure représente les sites d’intégration d’HTLV-1 (points de fluorescence rouge) dans 
les noyaux de la lignée cellulaire C91 PL, chroniquement infectée par HTLV-1. Nous 
pouvons voir la présence de multiples intégrations ce qui est en corrélation avec des 
observations provenant d’une étude précédente (Meissner et al., 2017). La lignée Jurkat 
est un contrôle négatif de nos expérimentations puisque les cellules ne sont pas 
infectées par le virus. 

Figure 28. Visualisation par DNA-FISH (DNA-Fluorescent In Situ Hybridization) 
des intégrations provirales d’HTLV-1 in vitro. 
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au méthanol (VWR-20847.307) à -20°C pendant 10 minutes. Cette étape a aussi 

été réalisée par Julien Beltramini. 

 

Marquage des sondes HTLV-1 et DNA-FISH 

La technique de FISH permet de visualiser par fluorescence les sites 

d’intégration proviraux dans le noyau des cellules infectées. Ainsi, la préparation 

des sondes marquées est indispensable. Pour cela, 2ug de plasmide contenant le 

génome complet d’HTLV-1 est marqué à la cyanine 3 avec du Cy3-dCTP via un kit 

de translation de coupure (Roche) (Catez et al., 2014). La sonde est ensuite 

déposée sur les cellules pendant 2h à température ambiante (TA) puis 80°C 

pendant 5 minutes et 37°C toute la nuit. Cette étape va permettre de dénaturer 

l’ADN génomique cellulaire afin que les sondes puissent s’hybrider (Catez et al., 

2014). Les noyaux cellulaires sont ensuite marqués au DAPI pendant 5 minutes à 

TA et les lames sont montées. L’acquisition se fait par microscopie confocale. 

 

Résultats

Après différents tests, nous avons pu obtenir les résultats préliminaires mais 

prometteurs sur la détection du provirus HTLV-1 par FISH in vitro. La figure 28 

représente la détection l’intégration provirale d’HTLV-1 au sein du noyau cellulaire 

(visualisé par le DAPI) des cellules C91 PL chroniquement infectées par le virus. 

Chaque point de fluorescence en rouge représente normalement une intégration 

provirale. À l’inverse de ce que l’on peut attendre in vivo, le nombre d’intégration 
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provirale in vitro est supérieur à un provirus par cellule et est variable selon la 

lignée cellulaire utilisé (Meissner et al., 2017). En effet, cette étude identifie 21 

intégrations provirales d’HTLV-1 dans les cellules C91 PL. Ici, on observe aussi de 

multiples intégrations provirales mais le bruit de fond étant encore assez élevé, il 

sera nécessaire de faire des optimisations sur le protocole afin d’identifier le 

nombre de provirus d’HTLV-1 par cellule. En comparaison, nous observons 

quelques points de fluorescence dans le noyau des cellules Jurkat, bien que de 

façon minoritaire. Cela indique qu’il pourrait y avoir de l’hybridation non 

spécifique des sondes. 

 

Discussion 

Notre équipe a démontré que la PVL de SFV augmente dans le sang des 

animaux co-infectés par SFV et STLV-1 par rapport à ceux uniquement infectés par 

SFV (Alais et al., 2018). De plus, nous avons montré in vitro que la protéine Tax 

d’HTLV-1 peut transactiver le LTR de virus PFV (cette même étude). L’une de nos 

hypothèses était que cette augmentation serait médiée par l’expansion clonale de 

STLV-1 dans le cas où une cellule unique est co-infectée par les 2 virus. J’ai ainsi 

mis en place une technique d’hybridation in situ (DNA-FISH) dans le but de vérifier 

in vitro si une cellule unique pouvait être co-infectée par PFV et HTLV-1. Nos 

résultats préliminaires sur l’adaptation de la technique sur HTLV-1 ont permis de 

montrer que de multiples intégrations provirales d’HTLV-1 sont présentes dans la 
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lignée cellulaire C91 PL, une lignée chroniquement infectée par le virus à l’instar 

d’une étude précédente (Meissner et al., 2017) observant un nombre variable 

d’intégration provirale en fonction de la lignée cellulaire infectée. Cependant, nos 

résultats indiquent que des optimisations sont encore nécessaires. Par la suite, 

nous souhaitons créer un clone moléculaire de SFV à partir du génome complet 

séquencé chez un babouin naturellement infecté (voir résultats chapitre 2). Cela 

nous permettrait de réaliser de nombreuses études in vitro, notamment de 

produire des particules virales et d’adapter la technique de FISH sur les provirus 

de SFV dans des lignées infectées. Ainsi, nous pourrions regarder in vivo si la co-

infection d’une cellule unique est possible sur des cellules infectées provenant des 

babouins. Il sera tout d’abord préférable de faire les expérimentations sur notre 

échantillon contrôle correspondant au babouin ATL (Turpin et al., 2017) puisque 

les charges provirales dans nos échantillons sont très faibles. Au vu de la PVL 

élevée pour STLV-1 (>68% des cellules infectées) et SFV (30%) au sein du babouin 

ATL nous augmentons nos chances d’observer ces co-infections cellulaires.  
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L’Homme et les primates non-humains (PNH) peuvent être infectés par 

plusieurs rétrovirus exogènes T-lymphotropes : HTLV-1 (virus de la leucémie 

humaine de type 1) et STLV-1 (virus de la leucémie simienne de type 1), SFV (virus 

foamy simien), VIH-1 (virus de l’immunodéficience humaine de type 1) et SIV (virus 

de l’immunodéficience simienne). De nombreux cas de co-infections ont déjà été 

décrits chez l’Homme (HTLV-1/VIH-1, HTLV-1/SFV, VIH-1/SFV) et les PNH (STLV-

1/SIV-1, STLV-1/SFV, SIV-1/SFV) (Beilke et al., 2004; Durand et al., 1995; Goldberg 

et al., 2009; Harrison et al., 1997; Nerrienet et al., 1998; Oo et al., 2015; Souquière 

et al., 2014; Switzer et al., 2008, 2016; Traina-Dorge et al., 2007).  

Le nombre de personnes co-infectés par le VIH-1 et HTLV-1 varie d’une 

étude à l’autre et peut aller de 0,11% chez des femmes enceintes en Guyane 

Française à 10,9% au sein d’une cohorte de patients au Brésil (Campos et al., 

2020). La co-infection VIH-1 et HTLV-1 conduit à une augmentation significative de 

la PVL d’HTLV-1 ainsi qu’à un possible ralentissement de la progression de la 

pathologie induite par le VIH-1 (Beilke et al., 2004, 2007; Oo et al., 2015). De plus, 

un traitement ciblant le VIH-1 induit une augmentation de la PVL d’HTLV-1 chez 

des patients co-infectés. En revanche, la charge provirale semble diminuer chez 

des mandrills co-infectés par SIV et STLV-1 (Souquière et al., 2014). Ces résultats 

suggèrent fortement une compétition entre les 2 rétrovirus pour l’infection des 

cellules T CD4+ malgré que d’autres études montrent des résultats opposés 

(Beilke et al., 2005; Casoli et al., 2007; Casseb et al., 2007, 2008; Rahimi et al., 

2014).  
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Des cas de co-infections naturelles par STLV-1 et SIV chez 2 espèces de 

PNH, le mangabey enfumé et l’AGM, sont à l’origine de tumeurs et lymphomes 

(Fultz et al., 1997; Traina-Dorge et al., 1992). De plus, l’article de Souquière et al a 

décrit l’apparition de pathologies (dermatite et gale) associées à une forte 

activation immunitaire et à la présence d’intégrations provirales de STLV-1 chez 

des mandrills co-infectés par STLV-1 et SIV (Souquière et al., 2014) alors qu’aucun 

signe clinique n’a été répertorié chez des mandrills uniquement infectés par STLV-

1 (Souquière et al., 2009b). Ces observations laissent suggérer que ces co-

infections jouent un rôle dans l’apparition de ces symptômes.  

Dans le cas des co-infections rétrovirales avec le virus SFV chez l’Homme, 

l’absence de pathologie induite par SFV et le fait qu’aucune transmission inter-

humaine n’ait été répertorié implique que la prévalence de SFV chez l’Homme est 

sous-estimée (voir introduction chapitre 3-B.II). Ainsi, très peu d’études se sont 

intéressées aux co-infections VIH-1/SFV et HTLV-1/SFV chez l’Homme. En effet, une 

co-infection par le VIH-1 et SFV a été identifiée chez une personne en République 

Démocratique du Congo (Switzer et al., 2008) mais les données en relation avec la 

pathogenèse éventuelle associée n’ont été obtenues que chez les PNH. De la 

même façon, seulement 2 personnes sur 1539 (0,13%) ont été co-infectées par ces 

2 virus en Côte d’Ivoire (Switzer et al., 2016). Ainsi, des études ont montrés que les 

co-infections SFV et SIV sont plus importantes chez les PNH que chez l’Homme, 

notamment chez des cohortes de chimpanzés (21% d’individus infectés) et de 

colobes (23%) (Goldberg et al., 2009; Liu et al., 2008). Cette observation semble 
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logique puisque la prévalence du virus SFV est importante et peut varier de 75% à 

100% chez les PNH adultes en captivité. Au sein d’une cohorte de macaque, la co-

infection par le SIV et SFV est associée à une déplétion des lymphocytes T CD4+ 

ainsi qu’à une augmentation du nombre d’ARN viraux du SIV induisant un taux de 

mortalité plus élevé (Choudhary et al., 2013). De plus, une réplication active du 

virus SFV (présence d’ARN viraux) au sein des lymphocytes T CD4+ au niveau du 

jéjunum a été décrite chez des macaques co-infectés avec SIV (Murray et al., 2006). 

Dans le cas de la co-infection entre SFV et HTLV-1, 4,8% (13/269) d’un groupe de 

chasseurs d’origine Africaine (Afrique Centrale) était co-infecté par ces 2 rétrovirus 

(Filippone et al., 2015).  

 L’ensemble de ces données montrent que ces co-infections rétrovirales sont 

présentes chez l’Homme et les PNH et peuvent avoir une influence sur la 

pathogenèse au sein de l’hôte. Notre équipe a montré que, chez des babouins 

naturellement co-infectés, la présence de STLV-1 et SFV dans le sang influence 

positivement la dissémination du virus SFV in vivo puisque la charge provirale est 

supérieure à celle retrouvée chez des babouins uniquement infectés par SFV (Alais 

et al., 2018). De la même façon, nous avons montré par LM-PCR que le nombre de 

cellules infectées par SFV tend à être supérieur dans le sang des singes co-

infectés. Cela implique que le risque de transmission de SFV par exposition au 

sang des singes co-infectés est plus élevé même si nous ne connaissons pas la 

proportion de génome proviral complet du virus dans les cellules infectées. En 

revanche, la PVL de SFV dans la salive n’est pas différente entre les 2 cohortes mais 
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est aussi élevée que dans le sang des singes co-infectés. Cela peut être expliqué 

par le fait que le virus puisse se répliquer de façon active dans les cellules 

épithéliales de la paroi buccale même si cela reste à déterminer dans le cas de nos 

échantillons (Falcone et al., 1999; Muniz et al., 2017; Murray et al., 2008; Soliven et 

al., 2013). Nous savons que les virus SFV et STLV-1 peuvent être transmis lors d’un 

transfert de fluides d’un hôte à un autre, notamment par morsure (voir introduction 

chapitre 3). De plus, nous avons identifié des mutations conservées dans le LTR 

proviral de SFV et STLV-1 qui suggère la présence de différentes souches pour 

une même espèce virale et que ces souches sont partagées parmi les animaux 

infectés. Cela laisse supposer, qu’au sein de nos 2 cohortes, les souches virales 

sont co-transmises entre les animaux. Ainsi, et bien que la PVL de STLV-1 soit faible 

dans nos échantillons de salive, nous pouvons suggérer qu’une co-transmission 

des 2 virus SFV et STLV-1 peut se produire.  

 La persistance de SFV dans les PBMC est considérée comme latente mais 

peut aussi être médiée par une prolifération clonale des cellules infectées ou une 

réplication active du virus (Falcone et al., 1999; Muniz et al., 2017; Murray et al., 

2008; Soliven et al., 2013). Ici, et comme dans le cas d’HTLV-1 et STLV-1, nous 

avons pu montrer pour la première fois que SFV semble promouvoir l’expansion 

clonale des cellules infectées dans le sang des singes en l’absence et en présence 

de STLV-1. Bien que nos analyses de l’influence de STLV-1 sur SFV soient encore 

en cours, il est possible que la réplication du virus SFV soit aussi favorisée par la 

réplication passive des cellules ou encore par une stimulation antigénique en 
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réponse à un autre pathogène à un instant donné. Comme SFV infecte 

majoritairement les lymphocytes T CD8+ (Rua et al., 2014), la réplication de 

certains clones peut être favorisée par la stimulation de la réponse CTL médiée par 

la présence de STLV-1. Ici, l’une de nos hypothèses était que STLV-1 pouvait 

médier l’augmentation de la PVL de SFV via la transactivation du LTR proviral de 

SFV par la protéine Tax soluble ou non de STLV-1. Une seconde hypothèse était 

que l’expansion clonale de la cellule médiée par STLV-1 favorise cette 

augmentation de la PVL dans le cas où cette cellule est co-infectée par les 2 

provirus. Cependant, les 2 mécanismes ne sont pas exclusifs et il est possible de 

penser qu’au sein d’une même cellule co-infectée il y ait aussi des co-

transactivations par la protéine Tax et Tas (l’équivalent de Tax pour SFV) sur les LTR 

proviraux ce qui pourrait induire une synergie de l’activité de réplication 

rétrovirale. De plus, des études ont montrés que la protéine Tas pouvait 

transactiver le LTR d’HTLV-1 et du VIH-1 (De Celis et al., 1994; Keller et al., 1992; 

Lee et al., 1992) et, de la même façon, nous avons montré que la protéine Tax peut 

activer le LTR de SFV de manière dose-dépendante (Alais et al., 2018). Dans ce 

contexte, il est possible d’imaginer un processus complexe et dynamique où la 

dissémination des rétrovirus par expansion clonale mais aussi par la production de 

particules virales (infection de novo) puissent se dérouler ensemble. Bien que nous 

ne sachions pas si une cellule unique peut être co-infectée par plusieurs rétrovirus, 

nos premiers résultats in vitro montre la présence d’intégrations provirales 

multiples d’HTLV-1 dans une lignée cellulaire chroniquement infectée par ce virus. 
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De plus, différentes études ont montré l’apparition d’intégrations multiples in vitro 

et in vivo pour HTLV-1/STLV-1 mais aussi pour SFV bien que la proportion de 

génome défectueux ne soit pas connue (Hashikura et al., 2016; Kobayashi et al., 

1984; Manivannan et al., 2016; Meiering et al., 2000; Meissner et al., 2017; Turpin 

et al., 2017). L’étude d’Artesi et al a cependant montré la présence de 3 

intégrations provirales d’HTLV-1 (génome complet) au sein d’un clone provenant 

d’un patient ATL (Artesi et al., 2019). Par ailleurs, dans l’étude de Turpin et al, la 

quantification de la PVL de STLV-1 dans les lymphocytes du babouin ATL varie de 

68.34% à 113.87% ce qui signifie que, pour 100 cellules, il peut y avoir plus de 100 

intégrations provirales (Turpin et al., 2017). Cela sous-entend que certaines 

cellules possèdent plusieurs intégrations provirales du même virus in vivo. 

Cependant, il existe des mécanismes cellulaires permettant de contrecarrer ces 

évènements de surinfection cellulaire (Nethe et al., 2005). Par exemple, dans le cas 

du virus foamy, une surexpression de la protéine d’enveloppe virale in vitro 

conduit à une diminution de la régulation des récepteurs cellulaires rendant ainsi 

la cellule résistante à l’entrée du virus (Moebes et al., 1997). De la même façon 

pour le VIH-1 et SIV, la protéine virale Nef participe à l’endocytose du récepteur 

CD4 des lymphocytes T ce qui rend les cellules résistantes à l’infection. En 

parallèle de Nef, les protéines virales de l’enveloppe et Vpu vont inhiber le 

transport intracellulaire des molécules CD4 néo-synthétisées (Lama, 2003; 

Oldridge and Marsh, 1998). Grâce au séquençage du génome complet de SFV 

chez le babouin, nous avons initié la mise au point d’un clone moléculaire du virus 
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SFV afin d’étudier la co-infection rétrovirale in vitro. Si une production des 

particules virales est possible, nous pourrions réaliser des infections cellulaires par 

un, deux ou trois virus avec des clones moléculaires d’HTLV-1 et du VIH-1 afin 

d’analyser et de comparer l’aspect dynamique des interactions qu’il peut y avoir 

entre les différents virus au cours du temps.  

 Dans le cadre de mon travail de thèse, nous nous sommes intéressés à 

l’influence de la co-infection de STLV-1 et SFV sur la clonalité rétrovirale. L’analyse 

des sites d’intégrations des provirus dans le sang des babouins est en cours et 

nous permettra de savoir s’il existe des zones préférentielles comme dans le cas 

du PFV, d’HTLV-1 et d’HTLV-2 ou encore des sites récurrents (cas du BLV, voir 

introduction chapitre 5-E.I). De plus, nous souhaitons comparer nos données avec 

celles obtenues pour STLV-1 afin d’émettre des hypothèses sur les mécanismes 

utilisés par SFV pour se propager. Bien que nous ayons démontré que ce dernier 

peut se répliquer par expansion clonale des cellules infectée dans le sang (chez les 

babouins mono- et co-infectés), comme mentionné plus haut, il est possible que la 

réplication active du virus soit aussi favorisée même à bas bruit. En revanche, nos 

résultats préliminaires suggèrent que STLV-1 pourrait influencer la réplication de 

novo du virus SFV. Son influence sur l’expansion clonale n’est en revanche pas à 

exclure et de nouvelles analyses sont nécessaires pour le vérifier. De plus, la 

prolifération clonale induite par SFV pourrait être amplifiée par la reconnaissance 

d’un antigène par la cellule à un temps donné mais aussi par STLV-1 dans le 

contexte d’une ATL. Les données provenant d’une analyse de transcriptomique sur 
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le génome du babouin obtenues par RNA-sequencing (Tung et al., 2015), nous 

permettrons de vérifier si les sites d’intégrations proviraux sont présents dans des 

régions plus ou moins exprimées du génome cellulaire. De la même façon, il serait 

intéressant de regarder l’expression du génome provirale de SFV et STLV-1 dans 

nos échantillons par RNA-seq et qPCR pour vérifier si le provirus est latent ou s’il 

est exprimé. Nous pourrons aussi regarder la contribution de chacune des 

souches de SFV (5’-TGACA-3’ et 5’-CGACA-3’) sur l’expansion clonale du virus. 

 Concernant la présence de SFV et STLV-1 dans le sang et la salive, le 

mécanisme qui permet le passage du virus de la salive vers le sang (ou l’inverse) 

est encore inconnu (voir introduction chapitre 4-D). De plus, les caractéristiques 

qui expliquent l’expansion clonale des cellules infectées par SFV dans le sang et 

l’infection de novo dans la salive ne sont pas encore connues. Une première 

approche serait d’utiliser nos données obtenues dans le sang des babouins 

uniquement infectés par SFV et de le comparer avec celles provenant de la salive 

chez ces mêmes animaux. Par la suite, et comme la salive est constituée de 

différentes populations cellulaires, notamment les cellules épithéliales et les 

lymphocytes (Theda et al., 2018), il serait intéressant de séparer ces populations à 

partir de nos échantillons afin de réaliser une analyse de la clonalité de SFV et 

STLV-1. Dans le cas de SFV, nous pourrions comparer les UIS proviraux dans les 2 

populations cellulaires, les cellules épithéliales connues comme étant un site de 

réplication active du virus et les lymphocytes dont l’expansion clonale semble être 

favorisée par le virus (du moins dans le sang), bien qu’une réplication active soit 
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aussi possible. Ainsi, les sites identifiés dans chaque population nous donnerons 

des informations intéressantes sur le lien entre l’intégration provirale et la voie de 

propagation de SFV. Nous pourrions ainsi comparer les clones retrouvés dans les 

PBMC avec ceux des lymphocytes de la salive et vérifier si des clones sont 

identifiés dans les 2 compartiments (salive et sang) et si l’abondance d’un clone 

donné est corrélée ou non pour un animal donné. Dans le cas de STLV-1, nous 

pourrions comparer les UIS du sang et de la salive et déterminer pourquoi la 

charge provirale de STLV-1 dans la salive est très faible. Cependant, les quantités 

d’ADN cellulaire provenant de la salive des babouins sont trop faibles pour faire 

de telles analyses.  

 À plus long terme, et grâce à une collaboration avec les Drs Barthélémy 

Ngoubangoye et Augustin Mouinga-Ondémé au Centre International de 

Recherches Médicales de Franceville (CIRMF) au Gabon, nous avons à notre 

disposition des échantillons de sang et de salive provenant de mandrills 

(Mandrillus sphinx) naturellement et uniquement infectés par SFV, co-infectés par 

SFV/ STLV-1 ou SFV/SIV ou encore triplement infectés par les 3 rétrovirus. Le SIV se 

réplique majoritairement par infection de novo bien que certaines études ont 

montrés qu’il peut se propager par expansion clonale des cellules infectées chez 

des macaques infectés sous traitement ART (Ferris et al., 2019). À l’instar du VIH-1, 

une infection par le SIV aura pour conséquence d’induire une déplétion des 

lymphocytes T CD4+ et une évolution vers un stade apparenté au SIDA chez les 

macaques (hôtes non-naturels). En revanche, dans le cas des mandrills (hôtes 
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naturels), l’infection par le SIV reste asymptomatique malgré une réplication active 

du virus (Souquière et al., 2014). Il serait alors intéressant d’analyser la clonalité 

rétrovirale de SFV et STLV-1 dans le sang et la salive en présence et en absence du 

SIV dans les différentes cohortes. De plus, nous disposons d’échantillons prélevés 

à différents temps pour un animal donné ce qui nous permettrait de regarder 

l’évolution de la clonalité de SFV et STLV-1 au cours du temps. Dans le cadre d’un 

modèle évolutif, les données obtenues sur les mandrills permettront par la suite 

de mettre au point un modèle statistique de la dynamique de la clonalité 

rétrovirale en collaboration avec le Dr David Fouchet au laboratoire de biologie et 

biométrie évolutive à Lyon dirigé par le Pr Dominique Pontier. Cette étape est 

basée sur le modèle de capture-recapture (Fouchet et al., 2015) et a pour objectif 

de représenter une estimation de la fréquence de distribution des clones dans une 

population à un temps donné.  

 

En conclusion, l’ensemble de mon travail de thèse, bien que non terminé, a 

permis de fournir des informations supplémentaires sur l’influence des co-

infections rétrovirales par les virus SFV et STLV-1 sur leur dissémination et leur 

persistance mais aussi sur la transmission intra- ou inter-espèces. Nous avons 

montré pour la première fois que le virus SFV chez les babouins naturellement 

infectés est capable de se répliquer par expansion clonale des cellules infectées in 

vivo et que la présence de STLV-1 semble favoriser la réplication de SFV. 

Cependant, il reste à déterminer plus clairement si STLV-1 influence la production 
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de particules virales ou l’expansion clonale liée à SFV. Par la suite, il sera important 

de caractériser les sites d’intégrations dans la salive des babouins afin de 

comparer nos résultats obtenus sur les échantillons de sang pour expliquer d’une 

part, la réplication active de SFV dans la salive et à l’inverse, le fait que STLV-1 soit 

minoritairement présent puis, d’autre part, d’obtenir des informations 

supplémentaires sur le passage du virus du sang vers la salive (ou inversement). 

Les études in vitro, quant à elles, seront indispensables à l’analyse des interactions 

qu’il peut y avoir entre les différents rétrovirus dans les cellules infectées. 
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 Annexe 1. Données relatives aux primates non-humains naturellement (co-)infectés par 
SFV et STLV-1. Les 2 cohortes de babouins naturellement infectés par SFV (n=17) ou co-
infectés par SFV et STLV-1 (n=19) sont hébergés au centre de primatologie de Rousset-sur-Arc 
en France. Chaque animal possède un tatouage propre à l’individu qui a plusieurs 
significations. La première lettre indique l’origine des animaux, au Kenya en Afrique ou le parc 
zoologique de St. Vrain en France. Quand un « / » est présent, l’animal est né dans la station de 
primatologie et est la descendance de la femelle correspondante au code avant le « / » 
(exemple : V915 et V915/06G respectivement pour Hilna et Brigitte). Les deux chiffres situés 
après le « / » signifie l’année de naissance de l’animal et la lettre indique l’ordre de naissance. 
Tous les animaux sauf deux, Gaspard et Gim, sont des femelles. 

Cohortes N° Nom Tatouage Année de naissance Sexe Origine
1 Amélie V913/05G 2005 F
2 Baby V936/06F 2006 F
3 Brigitte V915/06G 2006 F
4 Céline V902/07G 2007 F
5 Chantal V908/07I 2007 F
6 Clara V984/07H 2007 F
7 Gaspard V905 1990 M
8 Hilna V915 1991 F
9 Jula V935 1993 F

10 Sophie V896/01B 2001 F
11 Taline V908/02E 2002 F
12 Tassadite V893/02E 2002 F
13 Uta V898/03B 2003 F
14 Vanessa V908/04G 2004 F
15 Vernie V903/04D 2004 F
16 Victoire V896/04E 2004 F
17 Virginie V913/04F 2004 F
18 Barcelone V924/06I 2006 F Parc zoologique de St. Vrain, France
19 Brouette V987/06G 2006 F Parc zoologique de St. Vrain, France
20 Gim V964B 1993 M Parc zoologique de St. Vrain, France
21 Grenade K931 1993 F Kenya, Afrique
22 Kobe K30 1993 F Kenya, Afrique
23 Lassa K9 1995 F Kenya, Afrique
24 Nelly V975 1997 F Parc zoologique de St. Vrain, France
25 Pupu V995 1998 F Parc zoologique de St. Vrain, France
26 Sidonie K9333/01B 2001 F Kenya, Afrique
27 Tania K9/02C 2002 F Kenya, Afrique
28 Tea V975/02A 2002 F Parc zoologique de St. Vrain, France
29 Toinette V9110/01C 2001 F Parc zoologique de St. Vrain, France
30 Umbrella V975/03B 2003 F Parc zoologique de St. Vrain, France
31 Utopia V909/03F 2003 F Parc zoologique de St. Vrain, France
32 Hanja V911 1990 F Parc zoologique de St. Vrain, France
33 Raga K27/00A 2000 F Kenya, Afrique
34 Sanita K934/01B 2001 F Kenya, Afrique
35 Suif K13/01C 2001 F Kenya, Afrique

Babouin_ATL Umera V932/04E 2004 F Parc zoologique de St. Vrain, France

Parc zoologique de St. Vrain, FrancePNH mono-infectés par SFV

PNH co-infectés par SFV et STLV-1
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Annexe 2. Code-barres Illumina à 8 nucléotides (nt) utilisés pour l’ensemble des 57 
adaptateurs.  

Nom de l'adaptateur Séquence 5'-3' du code-barre (8nt)
Linker_Ind1 CTCTCTAT
Linker_Ind2 TATCCTCT
Linker_Ind3 GTAAGGAG
Linker_Ind4 ACTGCATA
Linker_Ind5 AAGGAGTA
Linker_Ind6 CTAAGCCT
Linker_Ind7 CGTCTAAT
Linker_Ind8 TTACCGAC
Linker_Ind9 TCGTCTGA
Linker_Ind10 TTCTAGCT
Linker_Ind11 TACGGTCT
Linker_Ind12 AAGACCGT
Linker_Ind13 CAGGTTCA
Linker_Ind14 AAGGCTAT
Linker_Ind15 TAGGAGCT
Linker_Ind16 TACTCCAG
Linker_Ind17 AGCCTATC
Linker_Ind18 TCATCTCC
Linker_Ind19 GAACGAAG
Linker_Ind20 CGAATTGC
Linker_Ind21 GGAAGAGA
Linker_Ind22 TCGGATTC
Linker_Ind23 CTGTACCA
Linker_Ind24 GAGAGTAC
Linker_Ind25 TCTACGCA
Linker_Ind26 GCAATTCC
Linker_Ind27 CTCAGAAG
Linker_Ind28 GCGTTAGA
Linker_Ind29 CAAGGTAC
Linker_Ind30 AGACCTTG
Linker_Ind31 GTCGTTAC
Linker_Ind32 GTAACCGA
Linker_Ind33 GAATCCGT
Linker_Ind34 CATGAGCA
Linker_Ind35 CTTAGGAC
Linker_Ind36 ATCTGACC
Linker_Ind37 AGGATAGC
Linker_Ind38 GGAGGAAT
Linker_Ind39 GACGTCAT
Linker_Ind40 CCGCTTAA
Linker_Ind41 GACGAACT
Linker_Ind42 TCCACGTT
Linker_Ind43 AACCAGAG
Linker_Ind44 GTCAGTCA
Linker_Ind45 CCTTCCAT
Linker_Ind46 AGGAACAC
Linker_Ind47 TACCTGCA
Linker_Ind48 AGACGCTA
Linker_Ind49 CAACACAG
Linker_Ind50 GTACCACA
Linker_Ind51 CGAATACG
Linker_Ind52 GTCCTTGA
Linker_Ind53 CAGTGCTT
Linker_Ind54 GTCGATTG
Linker_Ind55 ATAACGCC
Linker_Ind56 GGTATAGG
Linker_Ind57 TCTAGGAG
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Annexe 4. Profils de clonalité rétrovirale de SFV et STLV-1 obtenus dans l’ensemble de 
nos échantillons de babouins mono- et co-infectés. A) profils obtenus pour SFV dans la 
cohorte de babouins mono-infectés. B) profils obtenus pour SFV dans la cohorte de babouins 
co-infectés. C) profils obtenus pour STLV-1 dans la cohorte de babouins mono-infectés. D) 
profils obtenus pour SFV et STLV-1 chez le babouin ATL. OCI = index d’oligoclonalité. 
Chaque part du graphique représente un clone. La taille de chaque part proportionnelle à 
l’abondance du clone. 

A 
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B 

Annexe 4 (suite). Profils de clonalité rétrovirale de SFV et STLV-1 obtenus dans 
l’ensemble de nos échantillons de babouins mono- et co-infectés. A) profils obtenus pour 
SFV dans la cohorte de babouins mono-infectés. B) profils obtenus pour SFV dans la cohorte 
de babouins co-infectés. C) profils obtenus pour STLV-1 dans la cohorte de babouins mono-
infectés. D) profils obtenus pour SFV et STLV-1 chez le babouin ATL. OCI = index 
d’oligoclonalité. Chaque part du graphique représente un clone. La taille de chaque part 
proportionnelle à l’abondance du clone. 
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C 

Annexe 4 (suite). Profils de clonalité rétrovirale de SFV et STLV-1 obtenus dans 
l’ensemble de nos échantillons de babouins mono- et co-infectés. A) profils obtenus pour 
SFV dans la cohorte de babouins mono-infectés. B) profils obtenus pour SFV dans la cohorte 
de babouins co-infectés. C) profils obtenus pour STLV-1 dans la cohorte de babouins mono-
infectés. D) profils obtenus pour SFV et STLV-1 chez le babouin ATL. OCI = index 
d’oligoclonalité. Chaque part du graphique représente un clone. La taille de chaque part 
proportionnelle à l’abondance du clone. 
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Annexe 4 (suite). Profil de clonalité rétrovirale de SFV et STLV-1 obtenus dans 
l’ensemble de nos échantillons de babouins mono- et co-infectés. A) profils obtenus pour 
SFV dans la cohorte de babouins mono-infectés. B) profils obtenus pour SFV dans la cohorte 
de babouins co-infectés. C) profils obtenus pour STLV-1 dans la cohorte de babouins mono-
infectés. D) profils obtenus pour SFV et STLV-1 chez le babouin ATL. OCI = index 
d’oligoclonalité. Chaque part du graphique représente un clone. La taille de chaque part 
proportionnelle à l’abondance du clone. 

D 
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Annexe 5. Autres articles rédigés et publiés au cours de ma thèse 
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