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Introduction

Le génome des vertébrés est constitué en grantle gaiéments « parasites » dénommes
rétro-éléments.Retrovirus endogenes, rétrotransposons, LINE (long intergpersequences:
rétrotransposons de classe Il) et autres repréggoseju’a 45 % de '’ADN génomique.

Parmi ceux-ci, leRetrovirusendogénes, qui sont d’anciens virus exogenes apionisé le
génome de I'hGte et qui se transmettent verticaiénselon le modele mendélien, peuvent
représenter jusqu’a 8 % de I’ADN.

On peut donc se demander pourquoi et comment castsaay priori infectieux se sont
retrouvés faisant partie du soi. On peut ausstestioger sur I'implication que va avoir la présence
de ces éléments « parasites », dont certains &yajoiurs des homologues exogénes pathogenes,
sur I'hdte. LesRetrovirus ont fortement intéressé la recherche humaine eesiales années,
étudiant leur possible implication dans certainefecions tumorales, immunitaires et
neurologiques, recherchant une transmission pessibt des xénotransplantations et veillant a
ecarter tout risque de contamination lors de Iadiion desRetroviruscomme vecteurs pour la
thérapie génique mais c’est pour le moment uniquénsar le modele animal que I'on a pu
démontrer de réelles associations cliniques.

Nous avons donc décidé ici de faire une synthesecoenaissances actuelles sur I'implication que
peuvent avoir ceRetrovirusendogénes chez les mammiferes et les pathologg&xiaes. Nous
commencerons donc par revoir les caractéristigaasrgles de cdRetrovirusendogenes puis nous
étudierons quatre especes ou un voire plusieues réht été mis en évidence: sourdug
musculuy, chat Felis silvestri$, mouton Qvis arieg et koala Phascolarctos cinerelis Nous
avons volontairement écarté de cette étude le egmrt, qui a été fortement étudié dans le cadre

des xénotransplantations, mais chez qui aucunedatioin clinique n’a été démontrée.
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Premier chapitre: Les Retrovirus Endogenes
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|. Les virus : généralités

La définition d'un virus selon le petit Larousdestré est la suivante: "virus: [virys] n.m.
(mot lat., poison) micro-organisme invisible au rmgcope optique, traversant les filtres qui
arrétent habituellement les bactéries, possédanseuh type d’acide nucléigue a A.R.N. ou a
A.D.N., et parasite obligatoire des cellules euotey."[Maubourguet, P., Péchoin, D., DemayetF.
al., 1990].

Un virus est donc une entité biologique qui nétessne cellule héte, dont il utilise les
constituants pour se multiplier. Les virus sont dbegets particulaires, infectieux, constitués au

minimum d'un acide nucléique et de protéines [Wékip, 2007d].

En 1953, Lwoff définit le concept de virion : "piatile virale mature et infectieuse libre
dans le milieu extérieur, phase ultime de la bitdsy®e des virus" qui doit étre transmise a (doit
infecter) une cellule vivante pour permettre I'eegsion des génes et la réplication du génome viral

par la cellule infectée [Herbein, G. 2003].

Il décrit en méme temps les quatre caractéristiggssntielles qui vont définir les virus :

- le virion ne contient qu™un seul type d’acide reigue” (ADN ou ARN) que I'on
nomme "génome viral";

- il "se reproduit uniqguement a partir de son mak@émétique par réplication de son
génome";

- il passe obligatoirement par une phase de "pasasdtiintracellulaire™: "aucun
systeme enzymatique ou énergétique" propre nepkrmiettant d’assurer son auto
réplication”: sa reproduction s'effectue au seion@ cellule hoéte vivante. Cette
interaction entre la particule virale et 'h6te pawoir deux conséquences: soit la
mort de la cellule ou lyse cellulaire, soit I'agpan de Iésions cellulaires non
|étales dénommée persistavisle ;

- enfin, il présente une structure particulaire syigée caractéristique [Herbein, G.
2003].

15



A. Structure des particules virales

Deux éléments sont constants et obligatoires dassrlicture du virus : le génome (nature
nucléotidique) et la capside (nature protéiquejyre 1).
Un virus nuest un virus constitué uniguement de son acidEimque associé a la capside; si

celle-ci est entourée d’'une bicouche lipidique, utiise alors le terme de virus envelopfen

trouve parfois une structure intermédiaire entrenlecléocapside et I'enveloppe : le tégument
[Herbein, G. 2003].
Certaines protéines sont liées a l'acide nucléiguel, ce sont les nucléoprotéines.

L'association acide nucléique + protéines constauricléocapsidfHerbein, G. 2003].

Figure 1. Coupe schématique d’'une particule viraleD’apres Coffin, J. Met al. 1997a. SU:
protéine de surface; TM: protéine transmembranaW: matrice; lipid bilayer: bicouche
lipidique; PR: protéase; CA: capside; RT: trandesp reverse; IN: intégrase; NC: structure

nucléoprotéique; RNA: acide ribonucléique.

Lipid

sU
Bilayer //—-_
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B. Caractéristiques structurales des viripterbein, G. 2003].

Les acides nucléiques viraux sont définis par te@s résumés dans le tableau suivant.

Tableau 1. Criteres définissant les acides nucléigs viraux. D’apres Herbein, G. 2003.

Nature ADN ou ARN

Tallle Longueur de la chaine, masse moléculaire,
nombre de paires de bases et capacité

approximative de codage

Composition en bases Essentiellement la proporienGC, mais
aussi I'existence de séquences répétitives, de
segment polyadénylés, de bases ou de sucres

anormaux, d’extrémités palindromiques

Structure Monocaténaires, bicaténaires ou avec

fragments subgénomiques

Topologie Linéaire ou circulaire

La structure de la capside virale repose sur deunxipes :

- d'une part les acides nucléiques viraux codent stBss unités protéiques qui
s’assemblent en une métastructure. Ces sous pnitEsques associées aux acides
nucléiques du virion ont tendance a s’assemblentapément pour adopter la
configuration qui correspond a I'état le plus stablu I'énergie est minimale :
principe de l'autoassemblage, ce qui implique cquées les sous-unités soient
identiques;

- d’autre part une distorsion de I'arrangement (jigduou 5 degrés) est compatible

avec une structure stable : principe de quasi-aigmee.
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Ces deux principes impliquent qu’il n’existe queixistructures géométriques possibles:

- soit une structure a symétrie hélicoidale, virmsidéocapside hélicoidale (les sous
unités protéiques constituent a elles seules déssunorphologiques),

- soit une structure a symeétrie cubique, virus a éuagdpside cubique ou
icosaédrique (les sous unités protéiques se grougemnités morphologiques :
capsomeres, visibles en microscopie électronique).

L’enveloppe virale, non présente chez tous lessyisuune composition macromoléculaire
complexe, lipido-glucido-protéique: ceci lui cordaine sensibilité a différents agents physiques et
chimiques et donc une fragilité face au milieu agté et aux milieux hostiles de I'organisme.

Cette enveloppe provient la plupart du temps deg&ryes membranaires de la cellule héte.
Elle peut étre originaire de la membrane celluldieiillet interne), des systemes membranaires
intra-cytoplasmiques (réticulum endoplasmique opaagl de Golgi) ou bien de la membrane
plasmique.

Ceci confere a I'enveloppe virale une spécificigngl sa structure antigénique puisqu’elle
contient aussi bien des constituants cellulairesiganes de la cellule héte) que des constituants

gue code le génome viral (protéines d'enveloppe).

C. Classification

La classification de Lwoff, Horne et Tournier — &yse L.H.T (1962) repose sur la nature
de l'acide nucléique (ADN (D) ou ARN (R)), la symétde la nucléocapside (hélicoidale (H),
cubigue (C) ou mixte), la présence (E) ou abseNgal'une enveloppe et le nombre de capsoméres
ou diametre. La classification est resumée daiigldeau 2.
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Tableau 2.

Classification des virusD’apres Herbein, G. 2003.

Coronaviridae

Paramyxoviridae

unz’mgllﬁcule enveloppés
Rhabdoviridae
symétrie hélicoidale -
(enveloppé et simple Filoviridae
brin)

Orthomyxoviridae
= ARN segmenté| enveloppés  Arenaviridae
EE: Bunyaviridae
© Picornaviridae
n

>
= hon Caliciviridae
> enveloppés
simple brin Astroviridae
symeétrie cubique Togaviridae
enveloppés
Flaviviridae
double brin non Reoviridae
segmenté enveloppés
deux copies enveloppés Retroviridae
simple brin
simple brin non Parvoviridae
enveloppés
Papoviridae
Z non
0O symétrie cubique, enveloppés Adenoviridae
réplication noyau :
< P y double brin
< Herpesviridae
n enveloppés
E Hepadnaviridae
symétrie complexe, double brin enveloppés e Poxviridae
réplication cytoplasme hon
enveloppés
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Il. Les Retrovirus

A. Généralités

Les Retrovirussont des virus enveloppés, a ARN positif monoaiténdiploide. La taille
du virion varie entre 80 et 100 nanométres de die@n& ARN mesure entre 7 et 12 kb, il est
linéaire, composé d’un seul brin, non segment&laripé positive. L’enveloppe lipidique externe
comprend les glycoprotéines virales. La forme etldaalisation du coeur protéique sont
caractéristiques des différents genres de la famliflorganisation du génome viral présente trois
domaines conservés de maniere systématique ddasille desRetroviridae[Coffin, J. M. et al.
1997a] (Figure 2).

Le domainegag ("group antigen") dirige la synthése des protéiimésrnes du virion qui
forment la matrice (MA), la capside (CA) et leaustures nucléoprotéiques (NC).

Le domainepol ("polymerase”) est a l'origine de la synthése 'dazyme de transcription
reverse (RT) et de I'integrase (IN).

Le domainesnv("envelope") code les protéines de surface (SWaesmembranaires (TM)
de I'enveloppe virale.

Le domaine pro responsable de la protéase du virion est souiéatpol [Coffin, J. M. et
al. 1997a].

Le trait caractéristique important degtrovirusest leur stratégie réplicative. En effet, il y a

transcription reversele 'ARN en ADN linéaire double brin et intégraii@u génome viral au

génome de la cellule cible.
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Figure 2. Organisation des différentsRetrovirus. D’aprés Guyader, M. MLV: virus de la
leucémie murine; HTLV-1: virus a tropisme lymphagye T humain 1; HIV-1: virus de
l'immunodéficience humaine 1; HFV: virus spumeuwmiin; LTR: séguence terminale longue
répétée; rex, tax, vpr, vif, vpu, nef, bell, beb2)3 et bet: séquences codant, apres épissage de

I'ARNmM, respectivement les protéines rex, tax, vgr,vpu, nef, bell, bel2, bel3 et bet.

pro| pol
MLV LTR gag env. LTR
HTLV-1 |LTR

nef
[ pro| pol
x e LTR
HIV-1 LTR "~ gag ]
bell
pol el
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B. Cycle réplicatifiCoffin, J. M. et al. 1997a ; Guyader, M. ; Nisole, S and Saib, A.
2004] (Figure 3)

1. Etape 1 : r6le du complexe glycoprotéigue ext&b

La reconnaissance et la fixation du virus sur é&epteurs de la cellule héte se fait par le
biais de ses glycoprotéines de membrane, notamiaeptotéine SU. L'interaction entre les
membranes virale et cellulaire est extrémementifipée : elle constitue le principal déterminant

du tropisme du virus, définit les especes animelldss cellules cibles.

2. Etape 2 : r6le de la glycoprotéine transmembraidv

La protéine TM est responsable de la fusion eldrenembrane virale et la membrane

cellulaire.

3. Etape 3 : rb6le de la protéine reverse transs®RT

Le génome ARN (qui est contenu dans un coeur comple protéines non glycosylées)
subit une décapsidation et une transcription revetelle-ci est une transcription en ADN double
brin qui implique deux sauts de la RT depuis l@&xiité 5’ terminale vers I'extrémité 3’ terminale
de la molécule d'ARN d’origine. On a alors duplicatdes séquences localisées aux extrémités 5’
et 3' de 'ARN. Ces séquences fusionnent aux dextkémités de I'’ADN, formant les Long
Terminal Repeat (LTR) qui régulent I'expressioraléret la réplication (Figure 4).

4. Etape 4 : entrée dans le noyau cellulaire

Le transport du génome viral vers le noyau peufag®e soit en mode passif (pour la

majorité des oncovirus) avec nécessité de divisalulaire, soit en mode actif (pour les lentivirus
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avec intégration indépendamment de la divisiorutagte.

5. Etape 5 : rbéle de la protéine Integrase IN

L’ADN viral est intégré au génome cellulaire pdarmer un provirus. Cette intégration ne
permute pas l'ordre linéaire de la séquence priavithTR-gagpol-env-LTR) et bien que
considérée comme étant aléatoire jusqu'a récemseantle ére relativement ciblée. Le nombre de
sites possible pour l'intégration est important.

6. Etape 6 : transcription et traduction par legdines cellulaires

Le génome viral est transcrit puis traduit (il yegpression par la RNA polymerase Il et
réplication par les enzymes cellulaires. Le coetide la transcription provirale est effectué par le
LTR) : la transcription du provirus engendre desNRRRépissés et non épissés ainsi qu’'un génome
ARN viral entier. Dans le cas d&etrovirussimples, le contréle de la transcription est atfégar
interactions des facteurs cellulaires avec 'ADIS #é&R ; dans le cas d&etroviruscomplexes, ils
ont un réle plus actif : ils encodent une protéifins” (facteur activant) qui influence le nivedi
transcription et la part relative des produits diéf&rents genes: il y a donc une stratégie derét

de I'expression génique.

7. Etape 7 : rble majeur de la protégas

On a assemblage et bourgeonnement des particuddssvi les produits de la traduction et
’ARN viral sont assemblés a la périphérie de lBuéz en particules virales qui sont libérées de la
cellule par bourgeonnement de la membrane plasmigubourgeonnement est suivi d’'un clivage

protéolytique des polyprotéines du virion par uregase virale et des protéases cellulaires.
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Figure 3. Cycle de réplication rétroviral. D’aprés Coffin, J. Met al. 1997a.

24

Adsorption sur le récepteur

Fusion des membranes
et enirée du noyau
viral

.,1

iranscription reverse

translocation vers le noyau cellulaire

s ,

puk e /nssemhlngp 1'ARN
génomigue et des

I | proiéines du virion

Yo 0,

/ relargage par bourgeonnement
maturation pruténijﬁqug



Figure 4. Comparaison des formes ARN et ADN du gémae viral. D’apres Coffin, J. Met al.
1997a. U3: séquence Unique en 3' de I'ARN; R: serp®épétée aux deux extrémités de I'ARN;
U5: séquence Unique en 5' de 'ARN; U3+R+U5= LTR,;

SR r| ARN du virion I P,
il
RUS 1 us A

= provirus iy
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C. Propriétés oncogeng€offin, J. M. et al. 1997a ; Palmarini, M. and Fan, H.
20014]

Les Retrovirusont développé des mécanismes uniques de pathdgénicne part par le
transfert et I'activation de la transcription dengg cellulaires spécifiques, d’autre part, par la
recombinaison génétique entre génome viral et le@du ou entre génomes viraux. Ces
caractéristiques peuvent conduire au développedeenutmeurs.

Les particules rétrovirales contiennent deux cogiegiénome liées par des régions proches
des extrémités 5’ : ils sont diploides (caractiepist propre auRetrovirug. Une des conséquences
directes est la formation de virions hétérozygoass les cellules infectées par d&etrovirusou
plus ayant un lien mais génétiquement distincensde cycle infectieux suivant, il y a formatiom d
recombinants stables par transcription reverseatie de recombinants entRetrovirusapparentés
est important. Ces échanges génétiques entre \d@ssgciés a l'intégration du génome viral au
génome cellulaire et aux possibilités de recombonas, expliquent la présence de genes cellulaires
chez certain®Retrovirus Ceci a seulement été observé cheRketsovirussimples mais pas chez les

Retroviruscomplexes. Le gene cellulaire intégré est alordgrété par la séquence LTR du virus.
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Ces virus recombinants sont généralement défeuiiis la réplication, nécessitant la présence, dans
la méme cellule, d’un provirus compétent pour laication appelé virus auxiliaire qui code toutes
les protéines enzymatiques et structurales du .vidésmécanisme de recombinaison est un des
deux mécanismes principaux par lesquel€legovirusexercent un pouvoir oncogene. En effet, le
géne incorporé peut porter un haut degré de tugingéigjté.

Dans le cas deRetroviruscarcinogénes a action rapide, un protooncogénelaet a été
intégré au génome viral. Ce protooncogéne est mérgkun gene régulateur de croissance muté qui
a éeté conservé sur de longues périodes de I'évalutar vraisemblablement indispensable a
certaines fonctions cellulaires fondamentales (@robne fois inséré au sein du génome viral, la
surexpression ou I'expression inappropriée, comdbaées mutations de ce géne (dénommé v-onc
apres intégration) résultent dans 'augmentatiam aignal positif de croissance. L’'oncogéne est le
meédiateur de la transformation néoplasique maist sen homologue cellulaire qui est activé lors
de linsertion du provirus. On a ainsi synthésepdméines (oncoprotéines) qui ont le potentiel de
transformer une cellule normale en cellule néoglasi CeRRetroviruscarcinogénes a action rapide
sont probablement parmi les carcinogéenes les plissants trouvés dans la nature. Mais ils sont
finalement assez rares au sein des tumeurs inghatedesRetroviruspour plusieurs raisons. D’'une
part la capture d’'un oncogéne est un événemenbakia&t donc rare. De plus l'issue létale rapide
de la maladie limite en général la propagation’idéettion. D'autre part, il n'y a pas vraiment de
sélection positive d’'un point de vue de I'évolutidan Retrovirusqui ne peut pas se répliquer mais

qui porte un oncogene.

La majorité desRetrovirusoncogéenes ne portent pas d’oncogéne cellulaireeaude leur
génome. Ce sont des virus a action lente avec énede d’incubation résultant en un phénomene
néoplasique se développant habituellement surqutsimois. CeRetrovirusne transforment pas
les cellules en culture mais peuvent tout de mémdaiiie in vivo des tumeurs aprés une longue
période latente. CeRetrovirussont compétents pour la réplication. L'inductioa thmeurs se
déroule vraisemblablement a travers plusieurs étagmeore mal définies, plusieurs ayant des
similitudes avec des cancers non viro-induits. lacamisme le mieux compris est I'activation par
les séquences LTR de protooncogenes cellulairepafe d’activation par insertion, activation cis
ou insertion mutagéne. Dans ces tumeurs, un pstl intégré a proximité d’'un protooncogene
cellulaire, ce qui induit une surexpression de #goncogene. LeRetrovirusqui agissent ainsi
induisent des tumeurs apres une longue périodecubiation puisque l'intégration virale est

essentiellement un événement aléatoire. De nomdsaésies d'infections successives sont souvent
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nécessaires avant que l'intégration a proximiténdwotooncogene (a quelques kilobases jusqu'a
une centaine de kb de distance) ne se produiseuti@sellule.

Une action carcinogene par inactivation des géanppresseurs de tumeur est extrémement
rare. En effet, a la différence de I'activation pi®tooncogenes, la suppression de fonction des

genes suppresseurs nécessite que les deux copiésesoient endommagées ou perdues.

Il existe d'autres mécanismes d'oncogenése pluscyli@rs qui concernent les virus
HTLV/BLV (human T-cell leukaemia virus/bovine lewd@ia virus) et le Friend murine leukaemia
virus. Les premiers, HTLV et BLV, ne présentent p&sncogénes et ne montrent pas de sites
d’'intégration commun au sein des tumeurs induitess tumeurs sont monoclonales ou
oligoclonales et I'expression virale dans ces ¢edliest minimale. Les tumeurs apparaissent aprés
une longue période d’'incubation (plusieurs anné@ss virus codent une protéine transactivatrice
"Tax" qui, en plus de Il'activation de la transcigpt virale, active aussi I'expression de genes
cellulaires impliqués dans la croissance et laédifficiation de cellules T, comme l'interleukine 2
(IL-2), les récepteurs a IL-2, IL-3 et les factedesstimulation des colonies de granulocytes et des
macrophages. La protéine Tax conduirait a I'hypsif@ration des lymphocytes T, qui
progresseraient jusqu’au stade final de celluledenique par des mécanismes complémentaires.
Les tumeurs induites par le Friend murine leukevitias seraient dues a la protéine virale modifiée
"env' qui imite un composant de la voie de signalisatie I'érythropoiétine.

Comme on peut le voir, deux mécanismes princigemnettent auRetrovirusune action
oncogéne mais il existe une grande variété des mstoas qui, pour la plupart, sont encore a

I'étude.

L'utilisation de mutants permet de définir la fona des genes viraux, de fournir des
marqueurs pour la construction d’'une carte génétigu de révéler l'origine cellulaire des
oncogenes rétroviraux. Ceci a principalement patirde comprendre d’une part le fonctionnement
desRetrovirusdans le cadre des maladies humaines et de comeresdohénoménes cancérigénes
naturels ou induits chez I'hnomme. Deux types de ats essentiellement sont utilisées :
mutations au sein de I'oncogene affectant seuleissritansformations induites par le virus et donc

'oncogenese ou mutations dayesypol/env interférant en premier avec la croissancdesira
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D. Historique de la découverte des Retrovirus

L'histoire de I'étude deRetrovirusa débutée au début du®20ecle. Elle est résumée dans le

tableau suivant (Tableau 3).

Tableau 3. Historique de la découverte deRetrovirus. D’apres Coffin, J. Met al. 1997a.

1908 | Découverte du virus de la leucose aviaire par Eléam et Bang.

Découverte du virus du sarcome de Rous. PrerRien®virusmis en évidence
1911
chez les oiseaux.

1936 | Découverte d®etroviruschez la souris (premier mammifere) par Bittner.

1957 Travaux de Gross sur le virus de la leucémie murine

1954-57 | Découverte des Lentivirus.

1954 | Découverte des Spumavirus.

1963 Mises en évidence des virus auxiliaires (qui peteméta réplication) et des
virus déficients (ont acquis un pouvoir oncogérasnsont non réplicants).

1967 | Premiére découverte dBgtrovirusendogénes (ERV) chez le poulet.

1970 | Découverte de la reverse transcriptase par TenMizeitani.

Découverte du gene oncogene "src", provenant dessgeellulaires par

1976 Stehelin.

Découverte de Human T-cell leukemia virus 1 (premiris oncogéene humain
1977 découvert).
1980 Découverte du SIDA et début des recherches suirles ' Immunodéficience

Humaine (VIH).

Nombreux travaux sur lé€8etrovirusendogenes, par crainte d'une transmissipn
1990 | lors des xénotransplantations et dans I'espoitis@rtdesRetroviruscomme

vecteur génétique.
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E. Classificatior{Figure 5)

Le tableau suivant (Tableau 4) résume la classificadesRetrovirus. Parmi ceux-ci, 5
genres sont oncogéneslpharetrovirus Betaretrovirus Gammaretrovirus Deltaretrovirus et

Epsilonretrovirus Seul le genr®eltaretrovirusposséde un génome complexe.

Au sein des genres, une classification historique f@nction de la morphologie est
appliguée. La morphologie de type B correspondsapdeticules extracellulaires enveloppées avec
un noyau condense, acentrique et des pics d’erpelppéminents ; la morphologie de type C est
comme le type B mais avec un cceur central et disspau visibles ; enfin la morphologie de type
D est en général légerement plus large avec des mpans proéminents [MicrobiologyBytes.
2007].
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Tableau 4. Classification defetrovirus. D’aprés Wikipedia, 2007c.

Alpharetrovirus Virus de la myéloblastose aviaire
(génome simple, présence de virddirus du sarcome murin
endogenes) Virus de la leucose aviaire
Betaretrovirus Virus des tumeurs mammaires murines
(génome simple, présence de virdgétrovirus Jaagsiekte du mouton
endogenes)
Gammaretrovirus Virus de la leucémie murine
(génome simple, présence de virodirus de la leucémie féline
endogenes) Virus du sarcome félin
g Virus du réticulo-endothélium aviaire
:E Deltaretrovirus Virus de la leucémie bovine
g (génome complexe) Virus a tropisme lymphocytaire T humain
g Epsilonretrovirus Virus Walleye du sarcome dermal
§ (génome simple, présence de virus
O endogenes)
Lentivirus Virus de lI'immunodéficience bovine
(génome complexe) Virus de l'anémie infectieuse équine
Virus de l'immunodéficience féline
Virus du complexe arthrite
encéphalomyélite caprin
Virus Maedi-Visna
Virus de lI'immunodéficience humaine
Virus de l'immunodéficience simienne
ol | Spumavirus Virus spumeux du chimpanzé
E (génome complexe, pas de vinugirus spumeux humain
'% endogenes observés a ce jour) Virus spumeux simien
% Virus syncitial félin
G Virus syncitial bovin
=
a
N




Figure 5. Phylogénie deRetrovirus. D’apres Weiss, R. A. 2006. Les genres incluant des

génomes endogenes sont marqués d’un astérisque.
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Ill. Les Retrovirusendogenes

Les Retrovirusendogenes sont des virus ayant colonisé le gémbune espece héte. En
effet, 'une des particularités d&etrovirusest leur intégration au génome de la cellule gitder
leur réplication. La formation du provirus, c'estliee du génome viral intégré au génome de la
cellule cible est normalement un phénoméne éphédisparaissant avec la mort cellulaire (lyse
cellulaire ou mort de lindividu). Dans certainsscarticuliers, essentiellement lors de la
colonisation par le virus de cellules germinalespeut alors observer une transmission du provirus
a la descendance. C’est ce phénomene que I'onlegpelogénisation, avec intégration permanente
progressive du virus a tout ou partie des individusie espéce. Des études récentes [Herli@ll
1998] ont montré que ce phénomeéne était retrouvémains chez tous les vertébrés. Ces
phénomeénes d’endogénisation peuvent remonter &pfgsmillions d’années et I'on estime I'age
approximatif du phénomene en fonction de la présehc provirus chez différentes espéces et la

datation de leur(s) divergence(s).
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A. Historigue

Les rétrovirus endogenes sont étudiés depuisraeunteun demi-siécle. Le tableau 5 résume

de maniére chronologique les découvertes majewiemg été faites jusqu'a aujourd'hui.

Tableau 5. Historique des découvertes dé&etrovirus endogenesD’aprés Weiss, R. A. 2006.

Découverte du Virus de la leucémie murine.
1951 Démonstration du caractere héréditaire des antigdids a la portiongag du
génome de certain®Retrovirus par Payne et Chubb et de I'existence d'ine

production endogene d’une enveloppe virale par 8Veis

Observation par Aaronsoat al. d’'une production spontanée de MLV par des
cultures de cellules murines non infectées.
1969 | Mise en évidence par Bentvelzenal. du caractéere endogéne du Virus des tumeurs
mammaires murin (MMTV) et de son association avex tumeurs mammaires

héréditaires des souris GR.

Démonstration du caractere héréditaire concomitngag et env par Payne et
Weiss et mise en évidence de la production spoatdrévirus par des cellules de
poulet par Vogt et Friis.
Mise en évidence par Weistal.de la production de virus par des cellules normale
1970 lors du traitement par des agents activateurs.

Mise en évidence d'une transmission inter-espéceun d’'Retrovirus
endogene (Benveniste et Todaro, 1974): parenté #gecifique du BaE

(babouins) et du RD114 (chat), vraisemblablemeamisimission du babouin au chat.

1990 Recherches sur la transmission possible BResrovirus endogénes du porc |a
I’'hnomme lors des xénotransplantations.
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B. Etude des Retrovirus endogénes (ER3Hffin, J. M.et al. 1997b]

La découverte des techniques de Southern blot (mardage de Southern: technique
d'hybridation de fragments d'ADN, obtenus gracees ehzymes de restriction, avec des sondes a
ADN marquées radioactivement ou par fluorescencg)eanis d’explorer la présence et les
propriétés defetrovirusendogénes. En particulier deux types de fragmemtsestriction ont été
mis en évidence a l'aide d'amorces virales. Le jgrerappelé fragment interne, ne contient que de
I’ADN proviral. Il est surtout utile pour comparkx structure de différents provirus mais ne donne
gue peu d’information pour leur identification. kecond, appelé fragment de jonction, contient de
’ADN proviral et de I'ADN cellulaire adjacent. lest peu efficace dans I'étude de la structure
provirale mais il permet une reconnaissance indplie. Ces amorces/sondes ont permis, entre
autre, au tout début de I'étude destrovirusendogénes, de constater que leur structure de base
était identique a leurs homologues exogenes.

L’utilisation du modele "souris" a permis de pragger de maniere extrémement rapide dans
I'étude desRetrovirusendogénes de part la vitesse d’obtention de ntmsvgénérations et a montré
tout d’abord que chaque souche murine posseédemhbneaunique et caractéristique d’'ERV.

Peu de ERV sont retrouvés chez toutes les souahesutis mais aucun n’est retrouve
exclusivement chez une souche. De plus, tous Iggnpophismes sont le résultat d’événements
d’intégration distincts et non d’un polymorphisnesdites de restriction. En outre, I'intégratios de
provirus se fait de maniére complétement aléatnirsein du génome héte. Enfin, les provirus sont
stables, montrant un faible degré d’évolution.

Des expérimentations ont permis d’'intégrer arefiement des provirus au sein du génome
de certaines lignées de souris ce qui a permisodgmendre le réle de la méthylation dans le
contrble des genes, I'impact du site d’intégratoin le niveau d’expression des genes viraux et le
réle des mutations ponctuelles sur le controleadeeplication virale. Ces intégrations artificislle
permettent aussi d’envisager leur utilisation commegqueurs chromosomiques ou marqueurs de
lignées et enfin, ce qui intéresse de plus en llukérapie génique actuelle, l'utilisation de ces
Retrovirus comme vecteurs pour introduire de nouveaux gemesein des lignées cellulaires

germinales.
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C. Intégration et évolutiofCoffin, J. M. et al. 1997b]

Comme nous l'avons déja dit, I'intégration des E§&fait au cours du cycle réplicatif viral.
La particularité de®etrovirusétant d’'intégrer leur génome au sein du génoma dellule héte, la
réalisation de cette étape au sein des cellulesiigales permet la transmission verticale du
provirus. La transmission aux lignées successiveEsearoisements entre lignées permettent ensuite
de disperser 'ERV au sein d’'une espéce. Ces évemsnse déroulent sur plusieurs milliers voir

millions d’années.

Les ERV sont en général tres stables au sein donggn l'intégration a de nouvealoci
est cependant un processus en perpétuelle évallitipm une augmentation du nombre de copies
au sein du génome qui s’effectue avec le tempandeiére plus importante pour les provirus
ecotropes (virus se répliquant au sein des celldéeshote car ayant la capacité d'entrer dans la
cellule) que pour les non-écotropes. On s’accoujieuad’hui sur le fait que I'intégration d’'un ERV
a un nouvealocus et I'augmentation du nombre de ses copies audsemméme génome se fait
majoritairement par infection d’origine extracedlue (c’est-a-dire par la réalisation d’'un cycle
viral complet). Le fait que certains ERV, tel ges ERV xénotropes (virus ne se réplicant pas au
sein des cellules de I'hote car n'ayant pas lact@pdientrer dans la cellule), qui ont perdu taufee
de reconnaitre les récepteurs des cellules hat@semblablement suite a la réponse de I'organisme
a une colonisation massive, puissent quand mémeegeguve d’amplification s’explique d’'une part
par l'utilisation de récepteurs différents et, diaupart, par I'utilisation du complexe SU fourrarp
un autreRetrovirusou un autre géne cellulaire. On notera toutefais kamplification du nombre
de copies s'effectue aussi sans infection d’origextracellulaire mais par rétro-transposition
intracellulaire (la séquence d'ARNmM que code levipug permet de nouveau la transcription et
l'intégration d'’ADN grace a la transcriptase regprée degré d’amplification est variable, reflet
des forces de sélection imposées par le virus@uhéte et vice-versa. L'amplification provirale
cessera quand le génome proviral d’origine auraraa@ suffisamment de mutations pour ne plus
étre infectieux. De plus lamplification cesserassiusi le provirus est perdu lors d'une
recombinaison homologue entre LTR ou si I'héte tfwee des mécanismes pour limiter
lintégration au sein de son génome. La recombamaisomologue entre LTR est un phénoméne
couramment observé. En réalité, ce que I'on pe@aatune disparition/excision du provirus de la

lignée germinale est une recombinaison des deux hdiRologues qui ne laissent place qu’a un
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seul LTR. La présence d’'un grand nombre (plusieiligers) de LTR d’anciens provirus au sein du
génome de la souris, aussi retrouvé au sein dung&moimain, peut laisser envisager que ceci est

une facon naturelle du génome d’alléger sa chammeérple.

Dans chaque espeéce, on retrouve des similitudesvaau des ERV. En réalité, chaque
groupe de provirus endogénes appartenant a uneeeap&é acquis par infection inter-espéce d'un
virus généralement d’origine inconnue plutét queyp® co-évolution d’'un méme ERV au sein de
différentes especes hétes. La descendance du ysowiitial doit donc plutdét étre considérée
comme différentes étapes dans I'évolution du \quescomme différentes versions d'un méme virus

initial.

D. Implication de la présence des ER36ffin, J. M. et al. 1997Db]

1. Effet « passif »

Les provirus ne sont pas uniquement des morceaANl’ inertes qui entrainent des
mutations en interrompant une séquence du génortiedde. Tout d’abord, leur part est estimée a
environ 8 % du génome des vertébrés. Pour leulgtiasde majorité, ces provirus sont silencieux,
ce qui signifie qu'ils ne produisent pas de patéswirales. Leur présence en tant que parasites de
I’ADN hoéte n’affecte pas nécessairement I'expressia génome. Par contre ces segments peuvent
jouer un role dans le modelage de celui-ci carsdat une source de polymorphisme. Lors de
'expression du génome hoéte, et suite a des recwiduins, ils peuvent ainsi transformer la
séquence. Ces provirus représentent une source dewséquences impliguées, de maniére plus ou
moins claire pour le moment, dans I'évolution don@@ée.

De plus, méme si ils sont silencieux, ces provamistiennent des séquences cis et trans qui
normalement conduisent et contrélent la syntheséuslisation de leurs propres genes. Ces
séquences peuvent avoir un impact sur la trangmmigies génes de I'hote. lls peuvent aussi fournir
de nouveaux promoteurs et amplificateurs, altéaelgur présence I'épissage de 'ARN, entre autre
en ajoutant un nouveau signal terminal, et intem@mles séquences codantes. lls peuvent, de

méme, aider a la transcription de régions jusqréagnt non définies du génome.
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Les mutations des lignées germinales causéesipggration provirale sont généralement
récessives, contrairement a l'effet dominant olfsetans le cas des tumeurs. Les insertions
d’inactivation sont généralement mais pas excluserg observées au sein des introns.

Les utilisations de ces phénomenes sont nombrelsgsntification de nouveaux provirus
au cours dinsertions spontanées peut fournir uryemod’identifier et de cloner les genes
importants dans les mécanismes de développemeant auttes. Une compréhension précise de la
maniere avec laquelle les éléments endogenes dueilg peuvent affecter I'activité d’'un gene hoéte
devrait permettre le développement de nouvellegégies pour la découverte de génes et de leur
fonctionnement. Les rétroéléments sont des outils permettent d’établir, enfin, une carte

génétique.

2. Effet « actif » (Figure 6)

L’étude de l'expression des provirus endogenes aopalisé I'attention depuis la
découverte des ERV. Elle a été décrite chez toleesespeces étudiees méme si les provirus
endogenes sont généralement silencieux.

De nombreuses infections par IBtrovirus entrainent la formation de tumeurs ou de
maladies du systeme immunitaire; il était doncamiable d’envisager que la présence des ERV
puisse étre a l'origine de certaines de ces maadieen qu’un lien ait pu étre démontré chez
certains animaux comme la souris, le chat, le mowo le koala par exemple, il a été jusqu'a
présent impossible de démontrer un quelconque deercause a effet chez 'homme, méme si
certaines associations restent encore a I'étatréke forte hypothése. En effet, la question de
limplication desRetrovirusdans I'étiologie de maladies auto-immunes humaiaste encore trés
controversée. Les patients infectés par le HIV-1eodTLV-1 peuvent développer des symptomes
similaires a ceux des maladies auto-immunes. UmbBepdes patients atteints de ces maladies,
incluant le syndrome de Sjorens et la scléroselagups, montrent un faible niveau d’anticorps
contre les antigenes dmg sans mise en évidence d’une infection par un véx@géene humain
connu.

Une autre raison de lintensification des étudescemant les ERV est, en plus des
associations directes chez I'homme, les conséqaegoe pourraient avoir sur celui-ci deux
innovations de la médecine moderne : les xénottanigtions et I'utilisation d&®etroviruscomme
vecteurs de génes pour la thérapie. En effet, éggmce d’ERV au sein des transplants ou des

vecteurs pourrait soit induire de maniére direate pathologie soit permettre la recombinaison

37



avec des ERV humains (HERV) qui pourraient alongede pathogenes. Pour le moment, aucune
maladie associée a des ERV causée par les xératmaraions n'a pu établie.

D’'une maniére générale, dans certains cas, I'egmespeut amener la réplication de
particules virales infectieuses et se manifesterupa virémie ; dans d’autres, elle correspond a la
production de genes indépendants et de leurs pgsodans certains types spécifiqgues de cellules.
L’expression peut avoir un certain nombre de consgges depuis la formation de tumeurs induites
par le virus a la protection contre des infectigmales exogénes. En effet, I'expression des ERV
peut influencer lissue d'une infection par un wrexogéne de différentes facons, aussi bien
bénéfiques que nuisibles pour I'h6te. Ceci inclue inodulation de la réponse immunitaire au virus
exogene, une acquisition de nouveaux genes virauxrgcombinaison avec le virus exogene
(I'expression de deux provirus dans la méme cefpelet amener a un mélange phénotypique et un
co-assemblage de ’ADN viral), un blocage des rtmepg cellulaires au virus ou une occultation
des cellules cibles potentielles.

La présence de certains ERV peut, effectivementfécer un effet bénéfique a I'hdte en
permettant une résistance aux super-infectionsiggwvirus exogenes. Entre autre, 'expression du
gene env de 'ERV bloque l'interaction du virus ggoe avec ses récepteurs cellulaires. Par contre,
I'expression de séquenceBvendogenes (de méme que des mutations au seigagxaurs) peut
aussi représenter une pression sélective imporsamtBévolution virale en forcant l'utilisation de
récepteurs alternatifs et entrainant par conséguees changements dans le geng du virus
exogene. On peut donc retrouver pour un méme ERY, affets contrastés vis-a-vis de son
homologue exogéne (cf. Jaagsiekte Sheep RetroVirus)

Enfin, trés récemment, on a pu mettre en évidenceffiet bénéfique et essentiel des ERV.
Il a été démontré chez certaines especes que d¥salkzBent un rble indispensable pour la
gestation, dans l'acceptation du feetus/embryonl’peganisme maternel et dans le processus de
mise en place de l'interface entre les deux entitégpparaitrait que les ERV aient joué ici uner6l
important voire essentiel dans I'évolution des espéet du placenta [Coffin, J. Kt al. 1997b].

Sans expression il N’y a pas de mouvements desétérendogenes et pas d’activation ou
inactivation des genes par insertion. Il est diffid’expliquer le mécanisme d’expression virale
endogéne lié a un provirus individuel. En effehtambre important de provirus retrouveés au sein
d’'une méme famille empéche d’identifier quel mem&exprime et si le mécanisme d’expression
est propre a la famille ou seulement a un membres#&t maintenant que les LTR ont un role

important dans le déterminisme du tropisme tisgeilaour la réplication virale, et donc un réle clef
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dans le contrdle de I'expression d’éléments endegielnes genes de I'héte ont aussi un réle majeur
dans le contrble de cette expression.

Un des plus importants facteurs de contrble espdaition du provirus au sein du
chromosome. La méthylation de I’ADN initiée pardte joue aussi vraisemblablement un réle
déterminant dans I'expression provirale méme sigst pas certain que la méthylation ne soit une
conséquence de I'expression. Une des hypothésapiedad méthylation a évolué du systéme de
reconnaissance immunitaire chez les bactérieslddng de réprimer les éléments transposables et

rétroviraux nouvellement acquis.
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Figure 6. HERV comme régulateurs de I'expression dgénome hoéteD’apres Griffiths, D. J.
2001. Les LTR peuvent influencer I'expression deseg cellulaires voisins; les exons cellulaires
sont indiqués par les boites noiresRitrovirusendogene humain — HERV — est indiqué en gris; a:
transcrit normal du promoteur cellulaire; b: unnserit alternatif initié par le LTR du HERV,
I'extrémité 5' ou 3' peut étre utilisée, I'expressdu géne cellulaire peut étre activée ou rendue
silencieuse par ce mécanisme; c: l'activité du IJURHERYV peut étre modulée par d'autres facteurs

comme la méthylation, le polymorphisme ou I'étattivation de la cellule.
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En conclusion, nous venons de voir que Retrovirus peuvent s'intégrer de maniére
permanente au génome de leur hote et laisserwinsdmologue endogéne faisant partie du soi de
I’héte. Méme si I'étude de cdRetrovirusendogénes est encore assez récente, il a étdlpodsi
démontrer un réle pathogéne de ces inserts chéaines espéces animales mais pas encore chez
’homme. Le rble joué par ces ERV au sein de I'étioh des espéces, de la pathologie et des
mécanismes de défense n’est pas complétement apppour le moment mais on peut voir déja
gue ces ERV ont été et sont essentiels pour I'éeoluméme si ils peuvent avoir certains effets
nuisibles. L'étude des effets bénéfiques et néfadéga démontrés chez les animaux permet, d’une
part, de mieux comprendre les mécanismes d'actemRetrovirusen général et d’étudier entre
autre des moyens de défense et, d’autre part, peferevisager le réle que ces ERV peuvent avoir

chez 'homme.

N.B : Au sein deRketroviridae on a retrouvé des éléments endogenes seulementiet genres
simples et les @umavirus Il n’a pas a ce jour été mis en évidence de vamdogenes chez les
Lentivirus et lesDeltaretrovirus Par contre deux autres familles virales procmeeeelles (ADN,
double brin, enveloppésierpesviridaeet Hepadnaviridaegpourraient étre étudiées conjointement
aux Retroviridae En effet, ledHepadnaviridaeont un cycle réplicatif, avec entre autre I'utifi®n
d'une reverse transcriptase, qui pourrait amendinggration de virus endogenes. De plus,
certaines publications ont montré la présence dergés dHerpesvirusntégré au génome humain

et transmissible a la descendance [DaibatagtMl. 1999].
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Deuxieme chapitre: LesRetrovirus endogenes de la

leucémie murine
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|. LesRetrovirusendogenes de la leucémie murine

A. Historique et généralit§Risser, R. and Horowitz, J. M. 1983]

Gross, en 1951, a isolé le premier virus avec uctera leucémogeéne a partir d'un
lymphome spontané chez les souris AKR. Vingt auns phrd, Rowe et Hartley démontraient que
les souris AKR transmettaient des genes a leureddsmce qui spécifiaient I'activation et la
structure moléculaire de souches particulieresidis\de la leucémie murine (MuLV) et que ces
genes étaient des déterminants majeurs dans léogpeeent des lymphomes spontanés.

Trois virus majeurs ont été découverts durant ceees la. Ces virus sont responsables de
l'induction de lymphomes de maniére aigué: le viteda leucémie murine de Moloney (M-MuLV
ou Mo-MuLV), celui de Rauscher (R-MuLV) et celui &eiend (F-MuLV ou Fr-MuLV) qui sont
distinguables de ceux retrouvés chez les sourimlggratoire mais fortement apparentés a ceux
isolés des souris sauvages.

Le MuLV a pu étre isolé de toutes les souris deratoire et de la majorité des souris
sauvages.

Les provirus endogenes sont distribués de maniéseldrge au sein du génome murin, en
effet des provirus sont retrouvés sur différentsoctosomes [Jolicoeur, Ret al. 1980]. En
particulier, les provirus écotropes (virus ne splicdnt qu'au sein des cellules murines et ne
pouvant infecter les cellules d'autres especes) irouvés en nombre limité mais variable en
fonction des souches murines. lls présentent uaedgr stabilité et semblent avoir intégre le
génome avant la séparation des différentes sojidbekins, N. Aet al. 1982].

L'expression des différentes classes de MuLV diff@normément d'une souche murine a
l'autre et d'une classe de MuLV a l'autre. De mé@meathologie associée a ces expressions est

variée et dépend d'un nombre de facteurs importants
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B. Classification

L'ensemble des MuLV endogenes retrouvés au seingéhwome sont extrémement
homologues. Le domairenvsemble étre le plus polymorphe tandis que le doeyol est le plus
conservé. Le domaingag montre un polymorphisme modéré [Risser, R. andowitz, J. M.
1983].

Un caractére important des MuLV est leur capaciaréer génétiguement soit par mutation
soit par recombinaison, de maniére relativemeiofuieéte [Risser, R. and Horowitz, J. M. 1983].

Il a été observé que les différents virus isolés@aeépliqguent pas de la méme maniére sur
des cellules issues d'espéces éloignées. Cetéeatliffe d'infection cellulaire a servi de base peur
classification des MuLV. En fait, cette hétérogéhéd'infection s'explique par des protéines
d'enveloppe gp70 différentes qui se lient a desptétrs cellulaires distincts et permettent donc
I'infection cellulaire ou non en fonction de la ggéce dudit récepteur [Risser, R. and Horowitz, J.
M. 1983].

1. Virus écotropes

Les virus écotropes ne se répliquent que dans elefes murines et n'infectent pas les
cellules d'autres especes. Ces virus écotropesepe@@re subdivisés en trois groupes, virus a
tropisme B, a tropisme N et a tropisme NB, grougégillés ultérieurement au chapitre VI. D
[Risser, R. and Horowitz, J. M. 1983].

Les virus écotropes ont une distribution non homegau sein des sous-espéces murines,
certaines souches ne possédant pas de virus éea@nmogéne tandis que d'autres en possedent
plusieurs généralement associés a une forte inméddes lymphomes chez ces souches [Risser, R.
and Horowitz, J. M. 1983].

Les virus écotropes sont trouvés sous forme exogereus forme endogene [Evans, L. H.
et al. 2003].

Le récepteur cellulaire pour les virus écotropes lestransporteur pour acides aminés
cationiques CAT-1 [Levy, J. A. 1999].

46



2. Virus xénotropes

Les virus xénotropes ne se cultivent que sur adldlespeces autres que la souris (exemple
vison, lapin, homme, canard) mais ne se répligpestau sein des cellules murines. Néanmoins,
malgré l'absence d'action directe par défaut décetjpn, les virus xénotropes jouent un role
important, comme nous le verrons plus en déta@rigiirement, en servant de source de séquences
recombinantes pour d'autres provirus endogenese emitres en fournissant des séquences
nécessaires a la réplication de virus défectifsg§&i, R. and Horowitz, J. M. 1983].

Les virus xénotropes sont beaucoup plus variéegtuénts que les virus écotropes au sein
des sous-especes murines [Risser, R. and Horalvitd, 1983]. On peut imaginer que ces virus
xénotropes sont les premiers a avoir intégré legéenmurin et qu'un mécanisme de résistance par
modification des récepteurs cellulaires a permis sauches murines de se protéger des infections
endogenes de ces virus.

Le récepteur pour les virus xénotropes est le téoepXPR, un transporteur a phosphates.
Celui-ci est aussi le récepteur pour les virus fpopes [Levy, J. A. 1999]. On verra ultérieurement
gu'un certain polymorphisme au sein du géne cocdanmtcepteur permet d'empécher I'entrée des

virus xénotropes au sein des cellules muriness @joe celles-ci peuvent étre infectées par les viru

polytropes.

3. Virus amphotropes

Ce sont des virus qui peuvent infecter aussi bésnckllules murines que celles d'autres
especes. Ces MuLV sont exclusivement exogenes.

Le récepteur pour les virus amphotropes est le syt a phosphate sodium-dépendant
Pit-2 [Levy, J. A. 1999].

4. Virus polytropes et associés

Ces virus se répliquent aussi bien sur les celloiegnes que les cellules non murines. lIs

ne sont pas neutralisés par les anticorps diriggdres les virus écotropes ni contre les virus
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xénotropes et n'interférent pas avec les infectthres aux virus écotropes et trés faiblement avec
les infections dues aux virus xénotropes [Risseand Horowitz, J. M. 1983].

Les virus polytropes sont divisés en trois catéggorivirus polytropes, virus polytropes
modifiés et virus polytropes intermédiaires [Evadnd. et al. 2003].

Les virus polytropes sont générés par recombinal&onvirus écotrope exogene ou endogene avec
un certain nombre de virus endogenes. lls sonbueés a I'état de provirus endogenes (a la
différence des virus amphotropes qui sont excluserd exogenes) et participent alors a la
formation de virus recombinants, entre autres lessWCF- Mink cell focus-forming virus (voir
plus en aval dans le texte) [Evans, Létal.2003; Stoye, J. P. and Coffin, J. M. 1987].

Ces virus ont été fixés relativement récemment auscde I'évolution du génome murin
puisqu'ils ne sont retrouvés que chez un certambme de souches du gemveis lls sont toutefois
plus anciens que les virus écotropes endogenegueuceux-ci sont moins largement distribués et
amplifiés. L'étude de ces provirus polytropes indique leur polymorphisme est essentiellement
dd a un mélange indépendant de provirus présergsiawdes souris utilisées pour créer les lignées
croisées avant le début des croisements [FrankeN.\&t al. 1989b].

Le récepteur pour les virus polytropes est le riszgpXPR, un transporteur de phosphates
[Levy, J. A. 1999].

C. Régulation

Les provirus endogenes existent a I'état expriméoet exprimé et leur localisation en
plusieurs sites au sein du génome murin leur cenfées probabilités différentes d'étre
spontanément exprimés. Deux facteurs essentietgouagr sur cette expression spontanée:

- d'une part les séquences d'ADN de I'hote encabtirgmovirus vont avoir un impact

sur le niveau d'expression de celui-ci;

- d'autre part des séquences du provirus vont poinfilencer son activité [Risser,

R. and Horowitz, J. M. 1983].
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Il. Mutations du génome murin dues a la présengaroddrus

La présence d'ADN étranger au génome cellulaird’peaurrence un provirus, au milieu de
séquences d'ADN hdte peut modifier cette séquener @lusieurs conséquences. Cette
modification peut n'avoir aucun impact sur la taiggion de 'ADN comme elle peut stopper celle-
ci et donc masquer la présence d'un gene cellulaire

La présence de nombreux provirus endogenes de MalLgein du génome murin a fait
suspecter depuis longtemps leurs implications ddfé@entes mutations retrouvées chez la souris.

Deux provirus xénotropes sont suspectés dans deuations courantes de la souris. La
premiere est la mutation entrainant une dégénéaresaétinienne, nommée mutation rd; la seconde
est la mutation non agouti, nommée mutation a,egtiiretrouvée lorsque le provirus xénotrope
associé est présent au niveadatwscorrespondant [ Frankel, W. Nt al. 1989a].

Une autre mutation connue est la mutation hr (manatles souris glabres). Les souris
portant les deux alléles hr montrent une croissdollieulaire normale jusqu'a I'age de 3 a 4
semaines puis développent une alopécie totalergtadors plus sensibles aux ultraviolets et aux
néoplasmes cutanés induits par carcinogenes gqleswmmt des individus rasés. Cette mutation est
due a la présence d'un provirus endogeneausconcerné [Cachon-Gonzalez, M.d8.al. 1994].

De nombreuses autres mutations ont été imputées présence de provirus mais la
proximité dulocus muté et d'un provirus ne prouve pas systématigoeimplication de ce

dernier.
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[1l. Virus polytropes et mink cell focus-formingruis

A. Présentation des MCF

En étudiant le processus cancérigene a l'origisde@leeémies murines, on s'est apercu que
les virus présents au sein des cellules tumoralémient pas les virus endogénes originels
correspondant aux provirus décrits dans I'ADN munais des virus recombinants [Herr, W. and
Gilbert, W. 1983].

Ceux-ci présentent la particularité d'infecter kdlules hétes des virus écotropes et
xénotropes et de produire des foci caractéristiqaesas cellulaires avec absence d'inhibition de
contact, lieux d'apoptose cellulaire conséquencd'aftet cytopathogene du virus) quand ils
infectent des cellules pulmonaires de vison d'oode de mink cell focus-forming virus (MCF)
[Hartley, J. Wet al. 1977].

Ces provirus recombinants ont une caractéristigpanmune réunissant la présence de
séquences gp70 non-écotropes et de séquences qdibEpés au sein du géne d'enveloppe.

Deux classes sont distinguées: les virus de clasget thymotropes et de nombreux isolats
accélérent |'apparition de la leucémie lorsquidstdnoculés a de jeunes souriceaux; les virus de
classe Il sont non oncogenes [Herr, W. and Giltwrt1983].

Il semble que ces virus recombinants soient formméstade pré-leucémique au niveau du
thymus, une grande quantité de virus libres dacsllale étant retrouvés a ce moment la. Au stade
leucémique, ces virus sont retrouvés sous formeraldrus intégré a I'ADN cellulaire. Les virions
non intégrés sont majoritairement retrouvés auanivees cellules T immatures du thymus [Herr,
W. and Gilbert, W. 1984].

Vraisemblablement, différents processus de recoadnn entre des séquences ecotropes et
xénotropes aboutissent a la production d'un viewedmogéene MCF. Celui-ci va entrainer une
infection massive des cellules T immatures, popmratmajoritaire du thymus. A lissue de
nombreux cycles réplicatifs infectieux et probabdetnd'une mutation insertionnelle, une tumeur
monoclonale se développe contenant plusieurs p®wcquis de maniére somatique. On retrouve

en l'occurrence des provirus recombinants extrémehmmogenes au sein d'un thymus leucémique
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alors qu'une certaine hétérogénéité est retrouviee différents thymus leucémiques [Herr, W. and
Gilbert, W. 1984].

B. Formation des MCF par recombinaison

En réalité, les virus recombinants MCF semblen¢ &ne étape obligatoire au sein du
processus oncogéene des virus de la leucémie miMinkV) écotropes. On a vu que I'ADN murin
contenait plusieurs provirus écotropes endogeresjue les provirus Akv (provirus présents chez
les souris AKR), et, en outre, qu'ils peuvent @&ifectés par différents virus écotropes exogenes
comme le Friend-MuLV et le Moloney-MuLV [Evans, H. and Cloyd, M. W. 1984].

L'Akv est a l'origine de lymphomes et/ou accéleddrmation de ceux-ci tandis que le
Friend-MuLV est responsable de leucémies érythemmg et le Moloney-MuLV est a l'origine de
leucémies lymphocytaires [Evans, L. H. and Cloyd Wi 1984]. De plus, les MCF sont impliqués
dans certains désordres neurologiques [Evans, &t &1.2003; Portis, J. Let al. 1995].

Ces différents virus écotropes, endogenes ou ersgée recombinent avec des séquences

endogenes pour former les virus recombinants MG&aiE, L. H. and Cloyd, M. W. 1984].

Le processus de recombinaison qui est mis en jesiaun processus assez complexe. Les
premieres études qui ont essayé de détermingagiierprécise des séquences composant les MCF
ont montré que la structure générale était cellgidis écotrope infectieux, avec des genes LTR et
env modifiés [Quint, W.et al. 1984]. En effet la séquence U3 et une partie de2tpence pl5E
(protéine TM) proviennent d'un virus endogene xéope et la séquence gp70 (protéine SU)
provient d'un virus endogene différent [Quint, \&t al. 1984]. La séquence LTR modifiée
conférerait le potentiel oncogene ainsi que leismop tissulaire [Rosen, C. A&t al. 1985] tandis
gue la conservation d'une partie de la séquenck pé&BEnettrait de conserver le potentiel écotrope
avec une séquence gp70 qui augmenterait l'infégids virus [Quint, Wet al. 1984; Thomas, C.

Y. et al.1984].

En fait, la séquence 5' du gesrevincluant la plus grande partie de la région codg@i0 est
la premiére région qui est modifiée par recombmaifans un second temps la séquence 3' de la
région codant p15E s'étendant en 3' jusqu'a in¢durégion U3 du LTR est substituée. Il apparait

ainsi suivant ce schéma que les deux classes de dd@iies plus haut soient en fait deux étapes
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séquencielles de formation des MCF. En effet, |&3FMle classe |l seraient en réalité une étape
intermédiaire puisqu'ils partagent la région codgp®0 modifiée avec les MCF de classe | mais ils
possedent toujours le LTR d'origine écotrope [Eyvansl. and Malik, F. G. 1987].

Les MCF de classe Il apparaissent de plus précatemeelqgues semaines) au niveau de la
rate et du thymus, les MCF de classe | étant reé®plus tard (quelgues mois) uniquement au sein
du thymus.

Plusieurs schémas sont alors possibles. Le presstejue le virus écotrope se recombine
avec un virus endogene polytrope pour acquériédmuance en 5' gp70 et former ainsi les MCF de
classe Il. Ce méme virus se recombine au sein gonus pour acquérir d'un virus endogene
xénotrope la région recouvrant pl15E et U3. Ces dems recombinés se recombinent ensuite
ensemble au sein du thymus pour donner les MCHadsec | (Figure 7). Le deuxieme schéma est
gue les MCF de classe Il infectant le thymus semidgnent directement avec une séquence
endogene xénotrope pour donner les MCF de cld&sans, L. H. and Malik, F. G. 1987].
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Figure 7. Modéle proposé pour la génération de vimi polytropes de classe D'aprés Evans, L.

H. and Malik, F. G. 1987. Le modéle proposé inttoss étapes de recombinaison impliquant trois
provirus endogenes et deux recombinants internrédiakco.: virus écotrope, Endo. Poly.: virus
polytrope endogene, Class I/ll Poly.: virus polpeade clase I/ll, Xeno.: virus xénotrope, Recomb.

Eco.: virus recombinant écotrope.

1 Eco.

Eco. « Xeno.

Endo. Poly,

Recomb. Eco.

Class Il Poly,

Class Il Poly.

Class | Poly.

RATE Virion polytrope THYMUS

de classe 11

Dans le cas des MCF produits aprés recombinaisdAkie nous retrouvons les différentes
étapes vues precédemment: héritage de trois psopatentaux, expression et réplication d'un virus
écotrope, infection de cellules exprimant Bxv-1ri{gi xénotrope endogéne), recombinaison pour
acqueérir des séquences LTR altérées, infectioreligles exprimant un virus polytrope endogene,
recombinaison pour acquérir les séquereanodifiées, duplication des séquences accentustrice
du LTR, réplication du virus recombinant au seintldgmus et enfin transformation des cellules T
et croissance tumorale [Stoye, JePal.1991].

On voit ici que la formation des MCF implique ddagrésence de trois provirus différents,

le passage par deux processus de recombinaisoe euplication du LTR.
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En dépit de la complexité du processus, au moing®des souris AKR meurent de
thymomes induits par les MCF, ce qui implique gase dirus recombinants possédant une structure
précisément définie sont générés sur un mode aunstareproductible. Or les événements de
recombinaisons ne sont pas des mécanismes progeamaie se déroulent de maniere aléatoire: on
peut penser que certains produits de recombinaigohtres fortement sélectionnés sur la base des
propriétés biologiques conférées par leurs diffreomposants [Stoye, J.€?.al. 1991].

Dans le cas présent, c'est vraisemblablement lom§gl5E/LTR qui est modifiee en
premier, par recombinaison avec le provirus xématr&xv-1, contrairement au cas des MCF
produits par recombinaison avec des virus écotropasgénes. On retrouve par contre le
déroulement de la premiére recombinaison dans ganer autre que le thymus (rate ou moelle
osseuse) et au sein des cellules B. Cette prempi&ase ne peut se dérouler que dans un organe
exprimant fortement le virus xénotrope puisque ieglest incapable d'infecter d'autres cellules. La
deuxiéme recombinaison se déroule au sein du thgwesun provirus polytrope [Stoye, JePal.
1991].

Ce qui semble étre communément admis, c'est h@rigionoclonale de la tumeur. On peut
imaginer que l'activité aléatoire de recombinaipooduit des MCF légérement différents. Au sein
d'une cellule thymocyte immature, il va y avoirégtation et mutation insertionnelle avec
activation de facteurs de croissance. C'est dotte cellule avec ce recombinant particulier qui va
étre multipliée [Stoye, J. et al. 1991].

La substitution de la séquence gp70 par une séquégaivalente provenant d'un virus
polytrope va permettre l'utilisation de récepteceBulaires différents pour I'entrée dans la cellul
Cela favorisera par la suite des infections mudspdi'une méme cellule. Ces infections réepétées
vont accélérer le processus malin en augmentamblaabilité de I'activation d'un oncogéne par le
LTR et/ou l'activation d'une voie régulatrice aingge la cellule [Evans, L. Het al. 2003; Rulli, K.
et al.2001].

L'étude des séquences polytropes recombinant avetus écotrope a montré que d'une
maniére générale peu de provirus endogéenes srigine de cette portion des MCF. On peut se
demander pourquoi, alors que les provirus endogenedes séquences relativement homologues,
tout du moins pour le geraay peu sont sélectionnées par le virus écotropdaikre processus de

recombinaison nécessite une forte homologie emseséquences se substituant. De plus, une
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pression sélective va étre exercée sur le recombqent a sa capacité a coder, en particulier, une
protéine SU fonctionnelle et reconnue. Un certadimbre de recombinants ne seront donc pas
sélectionnés car codant une protéine SU non famutite ou désavantageuse [Alamgir, A. S.e¥l.

al. 2005].

Comme nous l'avons vu, les processus de recombmagermettent de modifier les
pseudotypes d'un virus et donc d'accroitre le nerdbrrécepteurs cellulaires d'entrée accessibles a
ce virus et d'accentuer ainsi son potentiel indeoti Il a été observé que ces phénoménes de
recombinaison peuvent se dérouler plusieurs foissda construction des MCF, des virus
polytropes en général. On peut donc imaginer gmambre important de virus recombinants peut
ainsi étre génére, amplifiant les potentialitéscdeémas pathogénes qui en résultent [Alamgir, A. S.
M. et al. 2005].

C. Pouvoir oncogene des MCF

Le tropisme et le pouvoir oncogene des virus MCiit §és a une séquence accentuatrice
doublée présente au sein de la région U3 du LTRs@eseillers, L. and Jolicoeur, P. 1984].
Parallélement le géne d'enveloppev semble jouer un rdle complémentaire dans le pouvoi
oncogéne du virus [Devare, S. & .al. 1978].

En réalité, une seule copie de cette séquence taatece est nécessaire pour conférer le
tropisme thymique du virus [Holland, C. At al. 1989]. Par contre la présence de deux copies
semble étre importante pour le mécanisme moléeutiartransformation des cellules par le virus
[Holland, C. A.et al. 1989]. Il est intéressant de noter que la séquélgelu virus endogéne a
l'origine de la séquence U3 du MCF ne contientrgi'seule copie; on a donc duplication de la
séquence U3 au cours de la recombinaison.

Une autre séquence ayant une activité de transerigt codant un déterminant de la
spécificité pathologique du virus est une régiooh&i en GC proximale aux deux copies
accentuatrices [Manley, N. Bt al. 1989].

La double copie accentuatrice et la région richeG€h comportent de nombreux sites de
liaison a des protéines cellulaires. Ces sitesaigoh semblent étre responsables de la spécificité
des différents MCF [Manley, N. Rt al. 1989]. Les sites de liaison retrouvés sont ledstdiaison
pour le Facteur Nucléaire 1 (NF1), Fvbl, FVb2, FWec, GRE, LVa, LVb, LVc et CORE (site de
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liaison pour la protéine d'activation 3 AP-3 epfatéine se liant & l'accentuateur/CCAAT) avec des
divergences entre les différents MCF [Manley, N.eRal. 1989; Speck, N. A. and Baltimore, D.
1987]. En patrticulier, LVb et CORE jouent un ratepiortant dans la spécificité du virus, aussi bien
vis-a-vis des cellules infectées que dans l'indactiu processus pathogéne [Speck, NetAal.
1990].

Un autre acteur de l'effet leucémogene du viruslagirotéine d'enveloppe gp70. Cette
protéine se lie au récepteur de I'érythropoiétit@(R) ainsi qu'a différents récepteurs de la méme
famille. Cette interaction favorise la croissaneiutaire et assure ainsi une prolifération proléag
des cellules infectées [Li, J-P. and Baltimore18991].

Ainsi, d'aprés ces deux éléments, on peut voirlguepécificité du virus dépend d'une part
du type cellulaire dans lequel sa région acceritgatta étre exprimée mais aussi du type cellulaire

qui va exprimer le récepteur hormonal correspondagi70 [Li, J-P. and Baltimore, D. 1991].

Dans les événements précoces participant a l'algicm@mogéne des virus MCF, il semble
gue ceux-ci induisent une apoptose des cellulabylaus. Les cellules survivant a I'apoptose sont
les cellules qui évolueront en cellules malignésy b destruction des cellules jusqu'a ce que
I'insertion du provirus induise une mutation quiibe I'apoptose et favorise la croissance cellelair
[Yoshimura, F. Ket al. 2000].

V. Le complexe viral Friend (Friend virus comple¥C)

La leucémie érythrocytaire induite par le complex@l Friend évolue en une maladie a
plusieurs étapes avec une hyperplasie aigué degmteurs érythroides entrainant une production
massive de cellules érythroides différentiées suplus tard par une multiplication des blastes
[Kosmider, O. and Moreau-Gachelin, F. 2006; Mor&achelin, F. 2006].

Le complexe viral Friend est composé de deux virispleen focus-forming virus (SFFV) (virus
formant des foci au niveau de la rate) défectuenx [a réplication et le Friend murine leukemia
virus (F-MuLV) compétent pour la réplication (virasixiliaire). Le SFFV est responsable de la
phase aigué de la maladie [Kosmider, O. and Mofeachelin, F. 2006; Moreau-Gachelin, F.
2006]. C'est en realité un recombinant composéeddgguence homologue au virus écotrope F-
MuLV et d'une séquence homologue a des virus xépetrendogenes murins [Troxler, D.gt al.
1977].
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Deux souches de SFFV ont été identifiées induisaitune polyglobulie (SFFVp) soit une
anémie (SFFVa) [Kosmider, O. and Moreau-Gachelid06; Moreau-Gachelin, F. 2006].

La pathogénicité des deux souches est déterminéa paotéine d'enveloppe gp55. Cette
derniere interagit avec le récepteur de I'érythiéjome et la forme tronquée du récepteur a tyrosine
kinase des cellules souches (sf-Stk) induisantaatigation constitutive des signaux amenant a une
dérégulation de la prolifération et de la difféfatibn des cellules érythroides [Kosmider, O. and
Moreau-Gachelin, F. 2006]. Dans les phases pluscées de la maladie, des proérythroblastes
canceérigenes envahissent les tissus hématopoigfiasmider, O. and Moreau-Gachelin, F. 2006;
Moreau-Gachelin, F. 2006].

La différenciation des cellules souches est cloeélest associée a une insertion mutagene
du SFFV au sein dlocus Spfi-1. Le produit du gene spfi-1 est le facteartdhnscription PU.1. Il
participe a l'auto-renouvellement des cellules Beachématopoiétiques, joue un rble clef dans le
développement lymphoide et myéloide mais est nemmat silencieux au cours de la
différenciation érythroide normale [Kosmider, Odavioreau-Gachelin, F. 2006; Moreau-Gachelin,
F. 2006].

Un autre processus intervenant au cours des ptasi@ges de la maladie est la mutation de
p53 résultant en l'annulation de ses fonctions mgspves de tumeur et permettant la survie
illégitime de proérythroblastes possédant des atiens génétiques [Kosmider, O. and Moreau-
Gachelin, F. 2006; Moreau-Gachelin, F. 2006].

On peut donc voir ici que le processus canceérigeaeessite plusieurs étapes, en
l'occurrence deux. Tout d'abord une mutation déaégla différentiation cellulaire et une mutation
stimulant une prolifération cellulaire inappropriéa complémentation de ces deux événements est

essentielle au processus leucémogene (Figure 8).
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Figure 8. Le complexe rétroviral Friend et son méaaisme d'induction de leucémie D'apres
Miyazawa, M. and Fujisawa, R. 1994. [EpoR: récept@uérythropoiétine; IL-3R: récepteur a
interleukine 3; gp55: le produit du géeavde SFFV, gp5bsa forme glycosylée exprimée a la
surface des cellules infectées; rER: réticulum etasmnique granuleux; Pr&S: précurseur des
protéines de noyau de F-MuLV codées par le ggmpgP85%% polyprotéine glycosylée de surface
cellulaire codée par le gégag pl15E: protéine d'ancrage membranaire codée mgarleeny Sfpi-

1: oncogeéne cellulaire; p53: gene de suppressiooral; A: genes supprimé].
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V. Maladies auto-immunes associées a l'expressssnvdus endogenes

[Miyazawa, M. and Fujisawa, R. 1994]

On a retrouvé dans certains cas des anticorps ipgodontre les antigénes rétroviraux
exogenes et endogenes. Il a été démontré le dépptotéines gp70 virales provenant d'un virus
xénotrope endogene dans les glomérules rénaux emenEmps que des IgG et le facteur du
complément C3 de I'héte. Le développement de complenmuns gp70-anti-gp70 a été associé a
des glomérulonéphrites fatales.

Il a aussi été observé la destruction de cellulesculaires vasculaires amenant au
développement de polyarthrite nécrosante associéepéoduction d'anticorps contre la protéine
gp70 virale provenant d'un virus endogene écotrope.

Vraisemblablement le mécanisme par lequel ces ségaenormalement tolérées, puisque
faisant partie du soi induisent une réaction imrairg est lié au processus de recombinaison et a la

formation de provirus polytropes.

VI. Résistance aux infections par MuLV et dérivés

Pour contrer les différentes infections dues Rexrovirus on retrouve au sein des cellules
murines différents genes qui vont établir une tésre contre linfection. Deux processus
principaux participent & ce mécanisme: d'une pakt,résistance induite par le systeme immunitaire
de I'n6te, d'autre part une résistance endogeneeaiides potentiellement infectées. On connait
aujourd’hui trois voies d'action de ce dernier pestis. Tout d'abord une altération des récepteurs
de surface empéchant le virus de se lier a laleelitautre part une compétition entre des progeine
cellulaires et le virus au niveau des récepteursutiiace et enfin un blocage du cycle réplicatif du

virus apres entrée dans la cellule.
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A. Résistance immunitaif¢iasenkruqg, K. J. and Chesebro, B. 1997; Mivazava,
and Fujisawa, R. 1994]

La souche du complexe viral Friend induisant unégtobulie est responsable d'une
immunodépression et d'une leucémie. Il a été obsgmune réponse immunitaire adéquate peut
permettre une récupération spontanée chez la sagts un retour de la rate a une taille normale.
Cette résistance immunitaire est conférée par aingnquatre génes du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) et un gene indépendamntd complexe.

La région H-2D du CMH a une influence importante sette réponse immunitaire
puisqu'elle code les molécules de classe | préseeta de I'antigene viral aux lymphocytes T
cytotoxiques. De plus cette région influe sur ilkétique de la réponse spécifique au virus des
cellules CD4+ T helper et contréle la susceptibitie I'hdte a I'immunodépression induite par le
FVC.

Les genes de classe Il du CMH H-2A et H-2E jouemdsa un rdle important. H-2A
influence la présentation de l'antigene aux celule CD4+ tandis que H-2E a un réle plus
complexe puisqu'il a en méme temps une actionipessur le développement de la maladie mais
€également une action négative.

Enfin, la région H-2Qa-Tla joue aussi un role n@iss mineur dans la réponse immunitaire.

Ces quatre régions vont étre actives ou non au deigette résistance immunitaire en

fonction de l'allele correspondant trouvé au seigénome cellulaire.

Indépendamment du CMH, le gene Rfv-3 joue aussblnessentiel mais pas suffisant dans
ce mécanisme de résistance. Si l'allele résissmirésent, Rfv-3 favorise la production d'antisorp

antiviraux neutralisants qui permettent d'élimilaevirémie plasmatique aprés infection par le FVC.

B. Altération des récepteurs cellulaires de surfdagrqg, Y. T.et al.2002; Wu, T et

al. 2005]

Un des moyens de lutte de la cellule contreResrovirus et les virus en général, est la

modification des récepteurs cellulaires utilisés |eg particules virales. Ainsi I'évolution et la
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pression sélective peuvent induire une altératiencds récepteurs empéchant la fixation des
protéines d'enveloppe virales.

Ce mécanisme est observé dans le cas des infegi@oriss virus écotropes, xénotropes et
polytropes murins.

Un polymorphisme du géne codant le récepteur mCARelz la souridlus dunnientraine
une résistance a l'infection par le virus écotrgipdoney.

Les virus xénotropes et polytropes murins utilidennéme récepteur, XPR1. Il existe trois
variants fonctionnels de ce récepteur. Le variattouvé chez les souris de laboratoire permet
l'infection par les virus polytropes mais pas @ Virus xénotropes. Le variant Sxv retrouvé chez
de nombreuses espéces sauvages permet une infeéficece par le virus polytrope et une
infection moins efficace par le virus xénotrope.fiknle variant Cas retrouvé chez l'espece

asiatiqueMus castaneuse permet d'infection ni par le virus polytropepar le virus xénotrope.

C. Compétition au niveau des récepteurs

1. Résistance par le géne Fv-4

Il a été démontré que les souris portant l'all@midiant de résistance éncusFv-4 (Fv-4)
ne développent pas de foci spléniques ni de splégale aprés inoculation du complexe viral
Friend, de méme qu'elles ne favorisent pas la saote des MuLV a tropisme N et B. De plus,
elles montrent des résistances similaires aux enagwgenes écotropes [Kozak, Cefal. 1984].

Il apparait que léocus Fv-4 est associé a une séquence unique corresgoaagaeneny
ecotrope. Cette séquence differe des provirus emmbmgécotropes trouvés chez la souris [Kozak, C.
A. et al. 1984]. Elle est en fait constituée de la moitid'@h provirus endogene MuLV (région 3' de
pol, geneenv complet, LTR en 3'). La portion 5' provient d'uséguence non originaire d'un
MuLV: Fv-4 semble donc étre un provirus tronquéflia, H. and Sugimura, H. 1989].

Cette séquence associeel@eus Fv-4 produit une glycoprotéine de surface homodogua
protéine gp70 virale. La résistance liee domis semble donc agir par compétition au niveau des
récepteurs de surface cellulaires et elle interéec les virus écotropes exogenes et endogenes
ainsi qu'avec une partie des recombinants MCF [Kofa A. et al. 1984]. Cette compétition

s'effectue par blocage des récepteurs cellulaieeslgp glycoprotéine d'enveloppe du gene Fv-4,
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empéchant linfection par le virus infectieux, seltee modele classique de résistance aux

superinfections [Ikeda, H. and Sugimura, H. 198%re 9).

Figure 9. Schéma du mécanisme d'interférence Fv4 islinfection par MuLV. D'apres Nethe,
M. et al. 2005. L'expression de Fv4 résulte en une produci® protéines d'enveloppe au sein du
cytoplasme. La liaison de cette protéine avec tepteur mCAT1, dans le cytoplasme ou a la

surface cellulaire empéche les protéines d'envelagMuLV d'interagir avec mCAT1 soit parce

que le récepteur est déja occupé par Fv4 soit pgqueecelui n'a pas pu rejoindre la surface

.

Fvd Eny

cellulaire.
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2. Résistance par le géne Rmcf [Jung, YefTal.2002]

Les études portant sur locusprésentant un géne de résistance nommeé Rmcf sugggre
celui-ci procede par le méme mécanisme que Fv-4.doeiris exprimant ce gene, situé sur le
chromosome 5, sont résistantes aux infections gmvirus polytropes MCF. De plus, ce géne
augmente le temps de latence et/ou l'incidencenddadies normalement induites par I'émergence
de virus MCF recombinants.

Le gene est homologue a un provirus polytrope ndif possede deux LTR et des
séquencesnvetgag Par contre la séquenpel est tronquée. Le mécanisme d'action passe par la
synthése d'une protéine d'enveloppe SU qui blogules récepteurs cellulaires XPR1 limitant
l'infection par d'autres virus utilisant les mémeésepteurs, en l'occurrence les virus polytropes
MCF.

3. Résistance par le géne Rmcf2

La séquence Rmcf2 est homologue a un provirus @mgogéenotrope. Il bloque l'infection
par des virus polytropes. Il est composé d'une esgmpipresque complete (deux LTgag pol et
eny mais posseéde un codon stop au niveau du gengdhke(codant la protéine intégrase). Son

mécanisme d'action est trés proche de celui du gémef [Wu, T.et al. 2005].

D. Blocage du cycle réplicatif: résistance paréaeFv-1

Deux alléles du géne Fv-1 (F¥-gt Fv-1) interférent avec certaines classes de MuLV
[Nethe, M. et al. 2005]. Fv-1 est un géne présent au sein du gérsentoutes les souris de
laboratoire et chez une partie des souris sauvdgEsdeux alléles ont été définis en fonction de
leur présence chez deux souches murines: NIH etBRryciak, P. M. and Varmus, H. E. 1992].
Les cellules portant l'alléle FV*&ont résistantes a l'infection par les MuLV coéség a tropisme B
tandis que les cellules portant I'alléle Pysbnt résistantes a l'infection par les MuLV coésés &
tropisme N [Nethe, Met al. 2005]. Cette restriction est dominante, ainsidelules portant les
alléles Fv-1® sont résistantes aux MuLV des deux tropismes [Bkyd®. M. and Varmus, H. E.

1992]. De plus, un troisieme type de virus, lesisvia tropisme NB, peuvent infecter aussi bien les
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cellules exprimant l'alléle Fv2hjue Fv-1 [Nethe, M.et al. 2005]. Les MuLV & tropisme N sont des
virus générés par des provirus endogenes écotrtguetis que les MuLV a tropisme B semblent
étre générés par recombinaison de provirus endegé&wropes avec des provirus endogenes non
ecotropes apportant le déterminant B au virus [BoanR.et al. 1988].

La restriction générée par Fv-1 a lieu apres la&pation du virus dans la cellule mais avant
l'intégration du génome proviral [Nethe, Bt.al. 2005].

En fait, la séquence Fv-1 est similaire au ggag Or on sait que les protéines codées par
gag interagissent les unes avec les autres au cougrahessus réplicatif rétroviral, ce qui est
essentiel pour I'assemblage du virion [Netheedal. 2005].

Vraisemblablement, des interactions entre la pmetGiomologue et celle codée mrg de
Fv-1 et la protéine CA dérivée dgg viral sont impliquées dans le mécanisme de régista
[Nethe, M.et al.2005].

CA semblerait agir comme un signal de transport p@gomplexe de pré-intégration (PIC)
pour faciliter son importation au sein ducleus La localisation du produit de Fv-1 suggere qu'il
doit affecter le virion sur son chemin versrlacleus L'hypothése la plus probable est que la
protéine codée par Fv-1 se lie a CA d'une manigeeique altérant ainsi la liaison de CA a PIC.
PIC resterait ainsi séquestré au sein du compartigdoplasmique et ne serait alors pas capable
de migrer vers le noyau. Néanmoins, une interadlicecte de la protéine codée par Fv-1 sur PIC
ne peut étre exclue, modifiant sa conformation dmigre a ce qu'il devienne non fonctionnel
[Nethe, M.et al.2005] (Figure 10).
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Figure 10. Schéma des trois mécanismes d'interférea possibles induits par I'expression de
Fv-1. D'aprés Nethe, Met al. 2005. La voie A décrit I'attachement de la pratéodée par Fv-1 a
CA, entrainant une restriction de la participatib® CA dans l'intégration du complexe de pré-
intégration (PIC); voie B, attachement de la praétodée par Fv-1 a CAhf, facteur auxiliaire de
CA, 'empéchant d'assister CA au cours de l'intémrade PIC; voie C: attachement direct de la
protéine codée par Fv-1 au PIC, modifiant sa conétion et entrainant une restriction de

processus ultérieur au cours de l'intégration.
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E. Cas particulier: intervention au sein du progssscogene du Vvirus

L'allele Fv-2 atténue voir annule les effets de l'infection lparirus SFFV [Hoatlin, M. Eet
al. 1990]. Fv-2 est en réalité Ron, un membre de ls$amille Met des récepteurs a tyrosine
kinases. Ron code le récepteur a tyrosine kindselL8¢ cellules porteuses de l'allele sensible de
Fv-2 codent une forme tronquée de Stk: SF-Stk @optoduction est corrélée a une susceptibilité a
l'infection par le SFFV. La protéine produite atpadu transcrit de SF-Stk ne possede plus de
domaine extracellulaire mais possede toujours umailte transmembranaire et kinase. Cette perte
du domaine extracellulaire peut étre a I'originend'activation. SF-Stk est fortement apparentée a
l'oncogene v-sea retrouvé chez certaines espeasissalix [Ney, P. A. and D'Andrea, A. D. 2000].

Au contraire, les cellules porteuses de l'alleldstant ne produisent pas de SF-Stk ou en
trés petite quantité [Ney, P. A. and D'Andrea, A.2D00]. L'alléle Fv-2agit en empéchant la
propagation du signal émanant du complexe gp55/Epwr? coderait une protéine qui contrble le
signal mitogene émis par le récepteur de I'érytbitine (EpoR). Cette protéine peut étre une sous-
unité de EpoR, une transducine qui se lie de maiéermittente avec le complexe ligand/EpoR ou
encore une protéine qui contrdle le métabolisméaaépartition sur la surface cellulaire de EpoR
[Hoatlin, M. E.et al. 1990].
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VIl. Conclusion

On a pu observer chez le modéle murin la relativacte entre la présence de virus
endogenes et l'induction de processus oncogenesodele a servi pour I'étude des événements
précoces et tardifs menant a l'apparition de leieet lymphomes.

Malgré un réle dans la résistance aux infectioagju caractérise le plus les MuLV endogénes est
leur potentiel de recombinaison. La variété imposgante de provirus endogenes, amplifiée par la
variété de souches murines, permet d'appréhendemourbre certain de virus recombinants,
guelques uns relativement bien compris a ce joars mvec beaucoup de questions en suspens. De
plus, la vitesse de reproduction des souris liée\atesse de réplication des virus laisse entrevoi
I'émergence hautement probable de nouveaux recantbin

Le chapitre ici présent n'avait pas pour but deidetensemble des connaissances concernant le
virus de la leucémie murine, mais de mettre entaearcaractéristigues générales qui ont été par la
suite utilisées dans I'étude et la compréhensian adgresRetrovirusen général, endogénes en

particulier.
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Troisieme chapitre: virus des tumeurs mammaires

murines
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|. Généralités

Le mouse mammary tumor virus (MMTV) ou virus desiéwrs mammaires de la souris est
un betaretrovirusassocié a des carcinomes mammaires chez les sououmines frequemment
utilisées en laboratoire [GUnzburg, W. H. and SalspdB. 1992]. Il a été le premi&etrovirus
décrit chez les mammiferes. C'est un carcinogeoledique qui induit des Iésions pré-malignes et
des tumeurs malignes des glandes mammaires pationsmutagene [Callahan, R. and Smith, G.
H. 2000].

L'expression du MMTV est spécifique du tissu mameat régulée en partie par le
développement de ce tissu. Les protéines viraldssetirions sont donc essentiellement produits
dans les cellules alvéolaires des glandes mammpeadant la gestation et au cours de leur
tumorisation [Ponta, Het al. 1985].

Le virus peut étre transmis par deux voies difféaen

- soit par voie horizontale, les particules viralesdoites au niveau des glandes

mammaires sont alors transmises par le biais tmkiernel au souriceau;

- soit par voie verticale, le virus est hérité de man endogene, sur un mode

mendélien, par les cellules de la lignée germif@i@nzburg, W. H. and Salmons,
B. 1992].

Bien que les glandes mammaires soient le site ipaha'expression du virus, d'autres
organes et types cellulaires expriment le virug@mntité moindre, comme les poumons, le foie, les
glandes salivaires, les vésicules séminales et/qurdstate ainsi que les testicules. C'est la forme

endogéne du virus qui est alors exprimée [GUnzMtd;. and Salmons, B. 1992].

Des les premieres études attachées a l'originke des tumeurs mammaires de la souris, il a
été observe la présence de séquences proviraleg@res. Toutes les souches de souris étudiées
contiennent en effet différentes copies de MMTV agehes. Par contre, peu de séquences codent
des virus infectieux, la plupart étant silencieusascodant seulement une des protéines virales
[Groner, B. and Hynes, N. E. 1980].

Ces copies de MMTV endogenes sont retrouvées chemothbreuses espeéces murines
sauvages, prouvant que ce n'est pas seulementutatan de laboratoire mais bien une intégration

qui a eu lieu par infection virale de I'espéce diemnaturel [Imai, Set al. 1994].
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7 Lurh

Environ vingtloci contenant des séquences endogenes de MMTV ormgéatdiqguement
définis. lls sont extrémement similaires entre eoa&is des polymorphismes mineurs entre les
copies sont détectables lors d'analyses a I'agahzyine de restriction. Occasionnellement des génes
proviraux incomplets contenant uniquementou un LTR sont détectés. Cette forte conservation

des génes proviraux peut refléter une intégratdativement récente [Ponta, ét.al. 1985].

C'est essentiellement chez la souche murine GR l'gypression compléte du virus
endogene a été observée. Le provirus ressembgrfent a I'ADN du virus exogene transmis par
infection. Tous les traits caractéristiques &egrovirusinfectieux sont possédés par ce provirus
endogéne. De plus ces provirus sont indistinguapéescarte de restriction de I'ADN synthétisé
apres infection par la forme exogene. Enfin lesrisoGR développent des tumeurs mammaires
avec une fréquence élevée méme lorsqu'elles saégdes du risque d'infection par le lait
maternel [Cohen, J. C. and Varmus, H. E. 1980f Iplus récemment été démontré que ces
séquences endogenes exprimées de maniére dométaieet capables de produire des particules
virales infectieuses retrouvées dans le lait [Galfa R. and Smith, G. H. 2000].

En réalité, a ce jour uniquement trdei semblent responsables d'une poduction virale
infectieuse produite par des séquences endogeneskKC et al. 1987].

Mtv-1 est exprimé en virus infectieux et est assatides tumeurs d'occurrence tardive
[Kozak, C.et al. 1987]. Mtv-2 est responsable d'une forte productioale amenant de hauts titres
de virus dans le lait essentiellement a la premaatation avec I'apparition de tumeurs mammaires
a haute fréquence et relativement précoces [Mddisy. et al. 1986]. Mtv-3 est transcrit mais ne
produit que des protéines codées gag [Ponta, H.et al. 1985]. Enfin Mtv-4 est un selbcus
trouvé chez la souche suisse SHN et contrble ldyation de virus infectieux et la formation de
tumeurs mammaires précoces [Kozaketal. 1987]. C'est lédocusMtv-2 que I'on retrouve chez la

souche murine GR présentée en amont [Groner, BHgnds, N. E. 1980].

D'une maniére générale, que ce soit le virus exgenendogene, on trouve une grande
diversité dans le développement de la maladie dsedifférentes souches murines. Ces difféerences
peuvent étre mises en rapport avec une variétéalehes virales et des variations minimes de leur
mode d'action. Chez les souches C3H, les femellageloppent des tumeurs mammaires
indépendantes de leur statut reproducteur et cala @ge précoce (sept a dix mois). Les femelles
gue l'on a protégées de la forme a transmissionzdrdale développent des tumeurs plus

tardivement, vers deux ans (implication de Mtv-Callahan, R. and Smith, G. H. 2000]. Les
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souches GR, BR6 et RIlIl développent aussi des ttsnmais dépendantes du statut reproducteur

puisque liées a la gestation et devenant par fa sudépendantes de la gestation.

L'étude du mouse mammary tumor virus et de sesoversexogenes et endogénes ne
présente pas un réel intérét médical pour la sooais plutét pour le modele qu'il fournit & I'étude
d'un Retrovirus responsable de tumeurs mammaires et la comparagea les mécanismes
retrouvés chez I'hnomme et I'animal. De plus, le MMESt un modele pour les auttestaretrovirus
gue l'on peut retrouver chez les especes animates que pour les différents mécanismes

cancérigenes.

La frontiére entre les formes exogéne et endogéngirds est parfois mal comprise ou
inexistante essentiellement dans leur action an geis cellules mammaires, c'est pourquoi
exceptionnellement dans ce chapitre, le virus @oétre décrit sans précision de l'origine de celui-
ci (endo ou exo). Certaines fois, une précisionl'stigine sera apportée pour plus de clarté méme
si celle-ci est discutable; en effet, comme nousvégrons, la forme endogene transmise
verticalement peut produire des particules virgjgisvont étre transmises horizontalement, et vont
donc rentrer dans le cadre de la forme exogénérds. v

De plus, les différent®oci proviraux Mtv peuvent correspondre soit a la foremelogéne

soit a la forme exogene, c'est pourquoi leur oegiara précisée quand nécessaire.
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ll. Réqulation de I'expression de MMTV

A. Régulation par les phénoméenes de méthylation

Bien que les provirus endogénes soient tres siedlaians leur structure, on peut observer
des différences souvent minimes dans leur expmesSiela suggere donc que les différences de leur
activité biologique ne sont pas le résultat de Equence d'’ADN primaire mais plutdt de facteurs
régulateurs additionnels. Une des hypotheses esineudifférence dans la structure de la
chromatine, liée a la position du provirus au s#inchromosome, expliquerait ces différences
d'expression [Ponta, it al. 1985].

Entre autre, la méthylation de I'ADN a été impligu#ans des modifications structurales
corrélées a une atténuation de I'expression génmyobablement en jouant sur une configuration
altérée de la chromatine [Ponta, éi.al. 1985; Ginzburg, W. H. and Salmons, B. 1992]. Eetef
une séquence définie d'ADN présente une méthyla@tifique du tissu et docusou elle est
présente et cette variation de méthylation dépdedde la position au sein du chromosome et de
I'environnement cellulaire semble expliquer la aaoin d'expression de cette séquence [Pontat H.
al. 1985]. On peut observer dans le Tableau 6 legrdifices de méthylation en fonction des tissus

impliqués.
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Tableau 6. Résumé des méthylations des génes prawik de enMMTV au sein de différents
organes.D'aprés Ponta, Het al. 1985. La répartition des méthylations a été étudi# utilisant une
technique de double digestion. La digestionfpeiR| permet de caractériser lecusdu provirus;
la digestion paHpall permet de définir le statut de méthylation depies. Le signe + indique un
état méthylé tandis que le signe — un état hypoyléth

localisation méthylation dans
ch r e
s kb  loci e glande tumenr
e 22 -somique  fgje poumon coeur rate mMammaire mammaire

GR 21-8 Mitv-3 11 & § § = = .
160 Mtv-19 1 + + 3+ iy e ¥

11-:5 Mtv-19 1 + . EF § + =

11-0 Mitv-2 18 3 + + + § -

10-0  Mtv-20 4 — = = L = =

81 Muv-20 4 = = = a5 5 o3

75 Mitv-8 18 JE 1 i + i i

70 Mtv-2 18 + + + + § -

69 Miv-3 11 + § T i i At

6-2 Mitv-8 18 + 5 + 3 i +

expression d’ARN specifique de MMTV — + - + e A

C3H 14-5  Mtv-6 § i i
7-5 Mtv-8 18 + n -
62 Miv-8 18 + I i

59  Miv-1 7 + + e

54 Mitv-11 + £ =%
42 Mity-1 7 o o i

1-4 Mtv-14 6

020 170 § - - - +
13-0 + i + + -

10-0 = - — = £

7-5 + § § e 3

33 K + + § -

4-8 + i 4 § -

expression d'ARN speécifique de MMTV — 4 - -+

FM/JmsA 170 + §
160 + §

12:5 + §
10-0 - e
90 + +

78 i =

77 + +

64 4 §
57 + o

4-6 + o
C57BL 96 Mtv-9 12 + § 2
75 Mitv-8 18 + F +
71 Mitv-9 12 + - oE
62 M-8 18 + 4 +

expression d'ARN specifique de MMTV  — + o G i

BALBfe 145 Mitv 16 + = =
96 Mtv-o 12 + P s
75 Mitv-8 18 + + S

7-1  Mitv-9 12 + + +
62 Mtv-8 18 + + +
expression d'ARN specifique de MMIV - Ak
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Des expériences ont donc été entreprises pour leorfétat de méthylation dekoci
proviraux individuels avec I'expression de enMMThez les adultes de la souche murine GR, au
moins deuxoci, Mtv-2 et Mtv-3 sont transcriptionnellement actif®es provirus associés avec ces
loci sont hypométhylés dans les glandes mammaires @ldfs sont normalement méthylés dans
les tissus hépatiques ou ils ne sont pas exprib@s.observation analogue a été faite en infectant
des cellules avec des copies de enMMTV transcripglement actives pour les comparer a des
genes endogenes transcriptionnellement inactifsestu de ces mémes cellules. Les genes actifs
étaient alors hypométhylés tandis que les genesgema@s étaient eux largement méthylés. De
maniére similaire, on peut noter que les génexxif®VE'V retrouvés apres infection par le lait sont
eux aussi hypométhylés et transcriptionnellemetifisd®onta, Het al. 1985].

Puisque les séquences sont tres similaires eregg &s différences de méthylation sont
plus probablement dues au site d'intégration dwe.gén effet, les séquences exogenes semblent
prendre une conformation au sein de la chromatitemtique a I'ADN génomique cellulaire
environnant. La méthylation est donc imposée paitéed'intégration [Ponta, ét al. 1985].

La distribution de la méthylation est régulée pernda différenciation cellulaire et on
remarque une perte spécifique de méthylation dsssdrcinomes mammaires. |l semble que cette
perte de méthylation est une caractéristiqgue généles cellules a croissance rapide. Cela a été

observé entre autre dans le cas des tumeurs magsniaonta, Het al. 1985].

L'hypométhylation forme donc un contréle de l'eggien des genes MMTV endogeénes,
probablement a travers son influence sur la straade la chromatine, influencant la capacité des
facteurs de transcription a se lier aux séquenitdassc Cette méthylation semble empécher entre
autre I'expression de I'ADN proviral au sein degatécytes et participer a la transition des cedlule
mammaires d'un état réceptif aux hormones a unnéatréceptif; en effet cette transition est
accompagnée d'une diminution de lI'expression du MMT une augmentation de la méthylation
[GUnzburg, W. H. and Salmons, B. 1992]. On sigral@ut de méme qu'elle semble étre un

prérequis mais pas une condition suffisante pexpiession des genes [PontagHal. 1985].
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B. Régulation hormonale

Lors de l'étude de lignées cellulaires, une quarditcrue d'ARN viral synthétisé et de
virions produits a pu étre observée lors du tragieinde ces cellules par des hormones
glucocorticoides. Ainsi lestimuli hormonaux qui contrélent le développement norneal glandes
mammaires pourraient étre impliqués dans les chmeges de structure de la chromatine et de
méthylation de I'ADN observeés pendant la différatiin cellulaire [Ponta, Het al. 1985].

Les séquences impliquées dans la médiation démalation par les glucocorticoides de la
transcription du MMTYV ont été localisées au seinpdomoteur du MMTYV situé dans la région U3
du LTR [Ponta, Het al. 1985; Glunzburg, W. H. and Salmons, B. 1992]. Gapusnces sont
dénommeées HRE pour Hormone Responsive Elementadbts réceptifs aux hormones). Ce sont
guatre sites de reconnaissance (deux distaux &tptenimaux) qui se superposent et auxquels les
facteurs nucléaires activés par les glucocortico&ke lient, accentuant le taux de transcription de
maniere importante [Ponta, Bt al. 1985; Gunzburg, W. H. and Salmons, B. 1992].dt@amontré
gue ces sequences sont suffisantes pour la réguladrmonale de la transcription virale. Les HRE
agissent sur plusieurs promoteurs hétérologues bigssen orientation sens qu'antisens. L'action
hormonale est relativement insensible a la distamte site de liaison &icusactivé qui peut aller
au-dela de 1100 nucléotides; ainsi les HRE peudeattransposés en tant qu'éléments fonctionnels
et agirent en 5' et 3', indépendamment de ['oriemtiat de la distance [Ponta, et al. 1985]. Un

HRE peut donc étre qualifié d'élément initiateurmhone-dépendant.

La compaction de I'ADN en chromatine fournit un edu additionnel de régulation
génomique chez les eucaryotes qui n'est pas didpathiez les procaryotes. Quand la chromatine
est dans sa conformation la plus compacte, la glaes promoteurs sont réprimés au niveau de la
transcription et les facteurs de transcription umtacces réduit a leur site de liaison [Deroo,.B. J
and Archer, T. K. 2001].

L'élément de structure de base de la chromatindeesticléosome qui consiste en une
molécule d’ADN enroulée autour de deux macromoéscubmposées chacune de quatre histones.
Chaque nucléosome est lié par I'histone H1 et os¢rmable permet la compaction de I'ADN en
chromosome. Cet arrangement facilite le conditiomer@ de I'ADN mais représente en général une

barriére pour la transcription. En effet, 'ADN chiiionné en chromatine résiste aux attaques des
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nucléases et inhibe la liaison des facteurs desd¢rgtion aux séquences reconnues [Deroo, B. J.
and Archer, T. K. 2001].

Le fragment LTR de I'ADN rétroviral du MMTV est agisé en six nucléosomes (Figure
11). Les nucléosomes A et B contiennent le pronrgieaximal et le nucléosome B contient quatre
HRE qui permettent, comme on l'a vu, une fortevattbn du promoteur sous l'action des
glucocorticoides. Le promoteur proximal contiergsiules sites de liaison pour le facteur nucléaire
1 (NF1), les facteurs de transcription liant a OCIIN'F) et la protéine de liaison a la séquence
TATA (TBP) [Deroo, B. J. and Archer, T. K. 2001].

Figure 11. Organisation nucléosomique du LTR de MMV. D'aprés Deroo, B. J. and Archer, T.

K. 2001. Le LTR se répartit sur six nucléosomesélgion hypersensible aux actions hormonales
(HSR) est située au niveau du nucléosome B; le preun proximal contient des sites de liaison
pour les récepteurs aux hormones stéroides (HRERckeur nucléaire 1 (NF1), les facteurs de

transcription octamer (OTF) et la protéine de taist TATA (TBP).

180 420 70 -50 -30 +1
—_f T — e
HRE HREs NF1 OTFs TATA
i

i e e &Y
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Le traitement par les glucocorticoides rend lacégiu nucléosome B hypersensible aux
endonucléases. Avant le traitement par les gluticoddes, la conformation répressive de la
chromatine empéchait la liaison de NT1, OTF et TB®.traitement hormonal et la liaison du
récepteur nucléaire aux glucocorticoides (GR) a¥BE& alterent l'architecture nucléosomique et
induisent une transition structurelle du nucléos@mgui permet a NT1, OTF et TBP de se lier et
ainsi la formation de complexes pré-initiateursri@e B. J. and Archer, T. K. 2001].

En fait, apres liaison avec I'hnormone, GR, quiresibuvé dans le cytoplasme lorsqu'il est
non lié, se déplace vers le noyau et s'associ®mplexe de remodelage de la chromatine chez les
mammiféeres BRG1/BRG1 Associated Factor (BAF) quiekt présent dans le noyau (Figure 12).
Ce complexe interagit avec HRE entrainant le dépeent des histones H1. Ce déplacement est
activé par la phosphorylation de H1 qui vraisemigiaient est initiée par le recrutement d'une
protéine kinase par GR. On a alors altérationiditaction de I'ADN avec les histones au cceur du
nucléosome de maniére a ce que la séquence seitsphsible au clivage par les enzymes de
restriction, nucléases et réactifs chimiques. ke de liaison de NF1 sur le nucléosome B devient
disponible et est alors occupé par la protéineptetgines OTF se lient a leurs sites de liaisdreen
le nucléosome A et B pendant que la protéine TBResau nucléosome A non modifié activant
ainsi la transcription [Collingwood, T. Mt al. 1999; Deroo, B. J. and Archer, T. K. 2001].
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Figure 12. Recrutement du complexe BRG1 pour l'actiation par les glucocorticoides du
promoteur de MMTV. D'aprés Deroo, B. J. and Archer, T. K. 2001. Aeindiquent les deux
premiers nucléosomes du LTR de MMTV qui contienriergromoteur proximal; le nucléosome B
contient 4 HRE; BRG1 complex, CBP/p300 et CoAs: actvateurs des récepteurs a
glucocorticoides, Dex: dexaméthasone; H1: histopetll indique le site d'initiation de la

transcription.
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Un autre facteur hormonal ayant une influence adranscription du MMTV est I'hormone
prolactine. Cette hormone peptidique accentue dat éés effets des glucocorticoides sur
I'expression des provirus. Malgré tout, ces effpuvent aussi étre indirects puisque la
différenciation et la croissance des cellules mamesainfluencent |'expression des génes

spécifiques aux tissus mammaires [Giunzburg, Wnd.Salmons, B. 1992].

Entre les deux sites des HRE, on retrouve par eatds séquences régulant I'expression du
MMTV de maniére négative, les Negative Regulatolgntents (NRE) (Figure 13). Cela pourrait
étre déterminant pour la spécificité tissulairetr&rautre, ces domaines permettent une régulation
négative au sein du cerveau, des muscles squakstief du coeur [Glinzburg, W. H. and Salmons,
B. 1992].
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Figure 13. Représentation schématique de la locaditon des éléments régulateurs dans le
LTR de MMTV. D'apres Gunzburg, W. H. and Salmons, B. 1992. IR lest divisé en trois
régions: U3, R et U5. Le site d'initiation de lartscription est situé a la limite entre les régiobs

et R. Les éléments régulateurs sont localisés ldamégjiion U3.
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En conclusion, on peut voir ici qu'une des claskefacteurs impliqués dans le contrdle de
'expression du MMTV sont des régulateurs de tndpson cellulaires qui peuvent agir
positivement ou négativement. Les possibilitésatalinaison de ces facteurs en fonction des types
tissulaires et cellulaires particuliers ainsi gwirs actions conjointes déterminent le niveau

d'expression du virus d'une maniere analogue a détirite pour les géenes cellulaires.

lIl. Notion de super-antigéne (SAG)

Lors des premiéres études concernant le MMTV, wréicplarité par rapport aux autres
Retrovirussimples a été mise en évidence. En effet, son e3Rextraordinairement large et il
contient un cadre de lecture ouvert codant uneprefPonta, Het al. 1985].

En fait, ce cadre de lecture ouvert est situé danggion U3 du LTR en 3' et code une
protéine transmembranaire de type Il avec un doen@itterminal extracellulaire et un domaine N

terminal intracytoplasmique. Cette protéine esswper-antigéne (SAG) [Huber, B. dt.al. 1996].

Les super-antigenes different des antigénes pgpBdi conventionnels par quatre
caractéristiques principales. Tout d'abord ils sestune forte réponse primaire; de plus la chaine
VP du récepteur des cellules T (TCR) est suffisamter peur reconnaissance et tous les super-
antigénes connus doivent étre présentés par lésSimee du complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) de classe lI; enfin, ils sont présentés deusforme brute sans transformation [Huber, B. T.
et al. 1996].

En fait, les cellules du CMH de classe Il présentdassiquement des peptides antigenes
dégradés de protéines trouvées dans le milieucettaire aux cellules T CD4+. Dans le cas des
super-antigénes, ceux-ci sont présentés par léglexeICMH de classe Il mais d'une maniére
atypique. lls ne transitent pas en effet par ldlles du CMH mais se lient directement a leurs
protéines de présentation et ils ne se lient pasillun de liaison au peptide des TCR mais a la
région variable des chaine$ des TCR (Figure 14). Il est vraisemblable quehaine \4 affecte
aussi l'interaction avec le super-antigene mais avee importance plus faible. lls ne nécessitent

pas en outre les molécules accessoires CD4 ou [BW&,[M. J. and Gascoigne, R. J. 1993].
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Figure 14. Modéle de l'interaction trimoléculaire mpliquant le TCR, le CMH de classe Il et
soit un antigene peptidique classique (a gauche)isan super-antigene (a droite).D'apres
Huber, B. Tet al. 1996.

L'activation des cellules T par les super-antigear@gne une prolifération et une activation
massive de ces premiéres ainsi que la sécrétidgngehokines dont le Tumor Necrosis Factor
(TNF), les interleukines 1 et 2 (IL-1 et IL-2) &hterférony. La forte prolifération des cellules T est
suivie d'un rapide déclin. Ce déclin est spécifiges cellules exprimant une chaing ptécise [.
Une autre conséquence de I'activation par un sapggene est une anergie des cellules T. En effet,
les cellules T ayant survécu a l'activation pasuper-antigene deviendront par la suite anergiques

aux stimulations futures par d'autres antigenegrjirM. J. and Gascoigne, R. J. 1993].

Il est vraisemblable que les super-antigenes pnoxit de l'intégration d'un gene cellulaire
au sein du virus et que cette intégration ait étéservée parce qu'elle procure au virus un avantage
certain lors de sa transmission [Hubert, B.eT al. 1996]. En effet les super-antigénes sont des
molécules qui aident a la perpétuation des micamsgnes dont ils sont issus. lls affectent le
systeme immunitaire de I'h6te en le débilitant ipgyerstimulation des lymphocytes. lls causent en

outre des délétions au sein du répertoire deslegllli et préviennent ainsi une réponse immune
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protectrice. Enfin ils activent les cellules T armeha une intégration virale ou une accentuation de

la production de virions [Irwin, M. J. and GascagR. J. 1993].

Dans le cadre du MMTV, la présence de ce supegamdi va avoir plusieurs conséquences
qui seront détaillées ultérieurement.

En effet, le super-antigene permet une infectioiale des cellules lymphoides par
exMMTV. La stimulation initiale des cellules T vanmettre en retour une stimulation des cellules
B qui en se divisant vont créer un réservoir deuted compétentes pour l'infection [Golovkina, T.
V. et al.1998].

De plus la majorité des Mtv endogénes ne produipest de particules virales mais la
plupart contiennent au moins un LTR codant un sapéigéne [Golovkina, T. V. 2000]. En
l'occurrence, des super-antigenes ont été observastion dans le thymus de souriceaux nouveau-
nés avec une origine endogéne [lrwin, M. J. ancc@gee, R. J. 1993].

Enfin, alors que la séquence de la protéine SAGagement conservée chez les différentes
souches, une petite portion de dix a quatorze a@denés se trouvant dans le domaine C terminal
présente un polymorphisme. Ce polymorphisme esi l@ spécificité du super-antigene pour les
différentes variantes de la chainp #u TCR [Huber, B. Tet al. 1996]. On peut observer dans le
Tableau 7 la spécificité pour les différentes caai3 de différents super-antigenes.

Tableau 7. Spécificités de chainep/des super-antigenes de MMTVD'apres Irwin, M. Jet al.
1993.

Super-antigénes rétroviraux

Mitv SAG Nom alternatif Chaines VP murines
1 MIls-4, Mls 3,5

2 14

3 3,517

6 Mls-3, Mls 3,5

7 MIls-1, Mls 6,7,81,9
8 Dvb1l.1 511,17
9 Etc-1, Dvb11.2 511

11 Dvb11.3 511

13 Mls-2, Mls 3,3

27 3,5

43 6,79

44 3,5,81,9
SW virus exogene 6,7,81
C3H, GR virus exogéne 14
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V. Mécanisme d'infection par MMTV exogene

L'exMMTV est produit par les glandes mammaires fdeselles infectées. Il est transmis
aux petits lors de la tétée. Il infecte donc uniiimil dont les glandes mammaires, tissu cible du
virus, ne sont pas développées. Les cellules du tisammaire ne commenceront a se diviser qu'a
la puberté. On retrouve ultérieurement le virusieeau de ces cellules épithéliales mammaires. Il
doit donc y avoir présence d'un second type céltulgui permet le transport du virus et sa
réplication en attendant le développement des lesllcibles [Glinzburg, W. H. and Salmons, B.
1992; Golovkina, T. Vet al. 1998].

En réalité, I'exMMTYV initie une infection locale sleellules T et B rencontrées au sein des
plaques de Peyer du tractus digestif, les celllyegphoides ainsi infectées transportent alors le
virus jusqu'aux cellules de I'épithélium mammaimedéveloppement [Golovkina, T. ¥t al. 1998].

L'activation des cellules T par le super-antigeléerit précédemment va provoquer la
prolifération des cellules B développant un résierde cellules compétentes pour l'infection d'ou
I'exMMTYV diffusera par la suite vers les autresseasembles lymphocytaires (CD4+ et CD8+) au
cours des semaines suivantes [Callahan, R. andhS&itH. 2000]. La protéine SU de I'exMMTV
semble participer a la présentation du super-amtigeix cellules T. En effet, SU se lie au récepteur
TfR1 (ou CD71) pour servir d'intermédiaire dangttée virale au sein des cellules hétes. De plus
SU se lie a TLR2 et TLR4 (Toll-like Receptors) [Bina, S.et al. 2006]. SU pourrait ainsi aussi
jouer un réle dans le transfert du virus entregdéhts lymphocytes [Golovkina, T. ¥t al. 1994a].

Les cellules lymphoides infectées jouent doncale critique dans l'infection des cellules
épithéliales mammaires servant de réservoir aroptdur et de véhicule pour I'exMMTV au sein de
l'organisme [Callahan, R. and Smith, G. H. 2000].

La suppression des cellules T ayant réagi avestper-antigene est détectée au cours des
deux premiers mois de vie et ne semble pas avoipdtt sur la santé de I'animal [Callahan, R. and
Smith, G. H. 2000].

Il est intéressant de noter que les provirus eadeg de MMTV s'expriment spontanément
dans les cellules lymphoides. En effet leur expoasse déroule en l'absence de stimulation
hormonale, suggérant que soit les cellules B exgrtnun facteur qui favorise I'expression de

'enMMTYV soit des facteurs inhibant I'expression'daMMTV ne sont pas actifs dans les cellules
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B. On pourra remarquer que le LTR de MMTV contient site de liaison pour OTF. OTF est
justement impliqgué dans I'expression de génes fagpées aux cellules B [Glnzburg, W. H. and
Salmons, B. 1992].

Alors que les études précédentes avaient envisagénfection initiale des lymphocytes B
qui allaient jouer le réle de cellules présentasiaux cellules T, il s'avere en réalité que ce lssn
cellules dendritiques qui jouent ce réle [CourredésC. et al. 2007].

En effet ce sont les premiéres cellules a étreciéés par I'exMMTV et elles sont capables de
produire des virus infectieux qui peuvent étre ¢rais a d'autres types cellulaires. De plus, aprés
contact avec le virus, les cellules dendritiquegatment plus matures et migrent en réponse a la

protéine inflammatoire 8[Courreges, M. Cet al. 2007].

Les cellules dendritiques jouent un role clef ainsdu systtme immunitaire en tant
gu'initiateurs et régulateurs de la réponse spprfides cellules T a un antigéne. Aprés contact
avec un antigene et avec l'aide de signaux de atainrsuscités par les phénomenes infectieux ou
inflammatoires, les cellules dendritiques subissentprocessus de transformation complexe. Ce
processus culmine avec leur migration jusqu'auxarmeg lymphoides ou les cellules matures
peuvent efficacement présenter des peptides amjiggntransformés aux cellules T. Bien que les
cellules dendritiques jouent un réle essentiel dasgiéfenses immunitaires, il est de plus en plus
evident qu'elles participent aussi a la pathogedeseertaines maladies, particulierement dans le
cas d'infections virales [Courreges, M. é.al. 2007]. La présence des cellules dendritiques aux
sites d'entrée du virus peut étre exploitée pani-oepour atteindre sa cible.

L'exXMMTV interagit avec les cellules dendritiquds.est établi que celles-ci sont les
premieres cellules rencontrées et infectées parus et qu'elles sont requises au stade précoce de
l'infection (Figure 15). Elles interagissent avecvirus qui induit leur maturation et la régulation
positive de l'expression en surface du récepteantrde du virus le Transferrin Receptor
(TfR1/CD71)via une interaction avec le Toll-like Receptor 4 (TD)R4a maturation et la migration
des cellules dendritiques sont dépendantes deédiitdé de ce récepteur. Celui-ci a aussi une
importance dans la production d'un signal qui &ctipar la suite les cellules B. Suite a I'actorati
des cellules dendritiques, celles-ci deviennens @ensibles au virus et migrent vers les noeuds
lymphatiques de drainage ou elles relachent demaki@es, présentent le super-antigéne aux

cellules T et servent de réservoir initial au virlsest vraisemblable que l'interaction entre les
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cellules dendritiques et le virus affecte aussiélaonse immunitaire de I'h6te [Courreges, MeC.
al. 2007].

Figure 15. Effets de la suppression des cellules ratkitiques (CD11c+) sur l'activation et
I'infection des cellules B et T dépendantes du exMW. D'aprés Courreges, M. €t al. 2007.

DT: toxine diphtérique, permet la suppression ddkiles dendritiques. A: analyse du pourcentage
de cellules dendritiques dans la rate en fonctiotedhps; B: analyse du pourcentage de cellules B
activées; C: analyse du pourcentage de cellulesimfulges; D: quantification de I'ADN viral
produit par les lymphocytes des nceuds lymphatigeedrainage chez deux lots de 5 souris. Dans
chaque cas, les barres noires représentent legduslitraités avec DT et les barres blanches les

animaux non traités.
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V. Mécanismes de lI'oncogenese

Les deux formes virales, exogene et endogéene epeypvovoquer de maniere indépendante
des tumeurs. L'action pathogéne, et en l'occurrencegene, du MMTV dépend en partie de la
position du provirus au sein des chromosomes. E, afomme nous l'avons vu précédemment
I'expression du provirus dépend de sa localisatiosein des chromosomes. En ce qui concerne les
provirus d'origine exogene, leur intégration est pflrenomene aléatoire mais il semble qu'ils
integrent majoritairement des sites ou ils sontriexgs, cela étant régulé par des facteurs encore
inconnus. Dans le cas des provirus d'origine enumgéapparait qu'un repositionnement de ceux-
ci est nécessaire pour I'expression entiere degeuvoir oncogene. Ce repositionnement peut se
faire de deux facons: soit le provirus originekpi@me d'emblée en particules virales infectieletes
alors une réintégration a des sites différentspessible lors de réinfection de la cellule héte
[Cohen, J. C. and Varmus, H. E. 1980]; soit il yransposition et réarrangement permettant une
transcription complete du provirus au sein du closmme comme nous le verrons dans le chapitre

suivant.
L'action oncogéne du MMTV est liée a deux phénaserm'une part un réle direct du

provirus avec l'activation de géenes cellulaired'asttion de ses genemv et gag et d'autre part

l'utilisation par le provirus de caractéristiquesypes a la cellule hote.

A. Action directe: activation par insertion

L'ADN viral ne semble pas contenir d'oncogene. Wuwmséquence de sa présence
néanmoins est la formation de tumeurs mammaireqhlyaiologie et la latence de l'induction de
ces tumeurs par le virus suggéerent donc que lasfoanation cellulaire s'effectue par un
mécanisme indirect. L'intégration provirale estiseenblablement non spécifique mais la détection
de sites d'intégration de I'ADN proviral communshgldes cellules tumorales fait penser a un

mécanisme d'activation de genes cellulaires partios [Ponta, Het al. 1985].

La premiére activation par insertion du MMTV qué& étudiée concernait lecus "int".

L'activation de transcrits "int" par intégration MMTYV s'effectue en effet a grande distance. Les
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copies du MMTV peuvent étre intégrées de n'impquel c6té ddocus"int" mais une spécificité
d'orientation de I'ADN proviral intégré ne modiftgras lelocus"int" semble exister. Le LTR en 5'
de I'ADN proviral intégré est toujours trouvé pnmelement au geénant. L'activation
transcriptionnelle dipbcus"int" peut donc dépendre de cette configuratiomiqaiere [Ponta, Het
al. 1985].

Des séquences promotrices présentes au sein duduTgRovirus stimulent les facteurs de
transcription du gene adjacent ce qui suggere mitiation hormone-indépendante qui agirait dans

l'activation du géne int [Ponta, Ht al. 1985].

En réalité, ce sont trois familles de genes quit aajourd'hui reconnues comme activées par
le provirus de MMTV.

Le gene Wntl (anciennement intl) est responsablautgmentation de I'adhésion calcium-
dépendante des cellules a travers une voie dedtratisn du signal cellulaire qui régule la taille d
pool dep-catenine intracytoplasmique et stabilise sa lmiawec la cadherine [Callahan, R. and
Smith, G. H. 2000].

Les génes Fgf (Fibroblast growth factor) peuvemt egnme mitogénes, chimio-attracteurs
et médiateurs de la différenciation cellulaire. €@nt aussi des facteurs angiogefmesvivo
[Callahan, R. and Smith, G. H. 2000].

La famille de génes Notch code les protéines dégepteur transmembranaire qui est
impliqué dans la détermination de la spécialisatielfulaire au cours du développement. Les genes
Notch sont réarrangés par le MMTV. On a alors syr@&ssion de la portion du géne codant le
domaine intracellulaire de la protéine. L'expressie ce domaine représente un gain de fonction
puisqu'il imite les conséquences de l'interactioinesla protéine Notch et son ligand [Callahan, R.
and Smith, G. H. 2000].

Certains membres de ces familles collaborent doacd&régulation du contréle normal de
la croissance et de la différenciation des cellol@snmaires au cours de l'induction tumorale quand
ils sont activés par le MMTV [Callahan, R. and Smi&. H. 2000].

Comme nous l'avons vu, l'intégration provirale nfess spécifique d'un site donc on peut

considérer que plus il y a de virus produits, plysa de possibilités que I'ADN proviral s'intégre

prés d'un des proto-oncogenes cités.
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B. Action directe: implication du domaimsv

L'expression deenv au sein des glandes mammaires a montré une auginante la
différentiation des cellules épithéliales. En effiéxpression denv en l'absence de toute autre
protéine virale dans des cellules épithéliales mames normales immortalisées entraine
l'apparition de multiples traits caractéristiques tlansformation cellulaire. Cette activité est
dépendante d'un ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-ba&etivation Motif = motif d'activation a
base de Tyrosine des récepteurs immuns) foncticaunekin du domaine SU. Les ITAM sont des
séquences hautement conservées trouvées au senécgpseurs impliqués dans l'activation, la
prolifération, la survie et la différentiation dellcles hématopoiétigues donnant les lymphocytes B
et T, les mastocytes, les plaquettes et les lymyihed\K [Ross, S. Ret al. 2006].

Une étape précoce dans linduction tumorale iedpiar le MMTV nécessite donc la

présence d'un ITAM dans la protéine codée pardaesteeny, altérant ainsi la morphologie et la

différentiation des cellules de la glande mammaire.

C. Action directe: implication du domaig@qg

Chez certaines souches murines, il a été obsardeydomainggag avait un rdle dans
'accentuation du processus tumoral. L'interactdegag avec un geéne cellulaire dominant
positionné sur le chromosome 14 nommé MTS accé&epeocessus et I'absence de cette protéine
atténue la prolifération tumorale [Swanson,et. al. 2006]. Le mécanisme par lequel cette

interaction s'effectue est pour le moment inconnu.
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D. Utilisation de caractéristiqgues propres a ldutehote/Callahan, R. and Smith, G.

H. 2000]

On sait que l'infection par le MMTV se produit daume variété d'autres tissus épithéliaux
incluant les glandes salivaires, les reins, lesypms, les vésicules séminales, les épididymeset le
testicules. Cependant seul I'épithélium mammaitdrassformé malignement suite a l'infection et
la réplication du MMTV. Cela suggére que I'épithéli mammaire et le MMTV partagent une
relation unique puisque l'insertion provirale etéalication sont inséparables. La clef de ce muzzl

semble étre I'activité regénérative de I'épithélmammaire comparée a celle des autres tissus.

Chez toutes les souches murines infectées par MT\W la fréquence des tumeurs
mammaires est augmentée par la multiplication éstagjons. Une explication est la présence et la
persistance de cellules non différenciées plurigete qui sont autorégénératives et sujettes aux
infections par le MMTV. En effet, les excroissanpes-malignes ne montrent pas de sénescence de
signes de régénération ou d'involution post-lastatet, de plus, représentent des populations

épithéliales qui ont atteint ou conservé une "intald@é" proliférative.

En fait, les tumeurs semblent étre le résultat'@@ansion clonale de quelques cellules
ayant acquis le génome proviral du MMTV. Cela imp& que les hyperplasies et les tumeurs
mammaires sont développées a partir de celluleébédipiles non différenciées spécifiques du tissu
et sont constituées par des populations de celhdasdifférenciées mutantes et leur descendance.
En effet, les cellules malignes sont les descerdade cellules provenant de la régénération
normale du tissu, compétentes pour la prolifératioais dont la maturation est interrompue au

cours de la différentiation.

Il semble possible que de subtiles difféerenceseamtes dans la séquence des LTR des
différents MMTV puissent modifier leur interacti@vec les facteurs de transcription nucléaires de
maniere a restreindre ou accentuer I'expressiotMMIV dans certaines sous populations de
cellules épithéliales mammaires. Alternativemeng différences au sein des protéines d'enveloppe
pourraient modifier les interactions virales aves décepteurs spécifiques aux différentes classes

de cellules non différentiées de I'épithélium mannengCallahan, R. and Smith, G. H. 2000].
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VI. Multiplication spontanée des séguences enda@ams les cellules

tumorales

Les génomes endogenes du MMTV sont génétiqguemalpliestau sein des cellules saines
des souches murines. Au contraire, ils sont frégquent amplifiés au sein des cellules tumorales
des lymphomes et tumeurs mammaires de souris. dudgsehes séquences sont localisées dans un
nouveau contexte d'ADN cellulaire. Ce procédé didirgition se produit en un nombre limité de
générations cellulaires et, a la difference deélalication normale deRetrovirus ne nécessite
vraisemblablement pas de synthése de virions [@Grdheand Hynes, N. E. 1980; Dudley, J. and
Risser, R. 1984].

Ces amplifications donnent parfois lieu a un nouvezarrangement des gerges et pol
ainsi qu'a l'apparition de nouveaux fragments detjon entre les ADN cellulaire et viral. De
maniére inattendue, des nouveaux fragments deigondtés similaires sont retrouvés dans
différentes cellules prélevées [Groner, B. and Byhe E. 1980; Dudley, J. and Risser, R. 1984].

Deux mécanismes principaux sont proposes pourcglices observations:

- soit on a amplification et réarrangement de I'ADNwdaire adjacent aux provirus
endogenes qui est une caractéristique des ligrdletaaes B et T tumorales

- soit il y a réintégration des génomes endogenesMiMTV par le biais
d'intermédiaires ADN ou ARN en I'absence de pradaaie virions matures ou de
protéines ce qui implique une transcription reveisgacellulaire ou une
transposition de I'ADN [Dudley, J. and Risser, B34].
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VIl. Phénomenes de résistance

Trois mécanismes de résistance a l'infection paMMTYV ont été mis en évidence jusqu'a
présent.

Un mécanisme est pour le moment encore peu expliuéffet, chez les souches murines
I/LnJd, il y a un blocage de la transmission du vides lymphocytes a I'épithélium mammaire. |l
apparait qu'un seul géne contréle ce blocage quiteli l'induction de cellules tumorales en
empéchant l'infection de I'épithélium [Golovkina,v. 2000].

Les deux mécanismes suivant sont mieux comprimpliuent tous les deux une méme
étape.

Comme nous l'avons vu préceédemment, les protéiles @& classe Il sont essentielles a la
présentation du super-antigéne aux cellules T. Gheauris, on trouve deux isotypes des protéines
de classe Il hétérodimériquesaA3 (I-A) et EnEB (I-E), les deux pouvant présenter les antigenes
classiques mais I-E étant requis pour la présemtatiu super-antigene. Les souches murines
possédant I'haplotype de CMH b, f, g ou s n‘'expninpas la protéine I-E a cause de mutations dans
le gene & ou B3. Ces souches sont donc relativement résistariege&tion par I'exMMTV et aux
tumeurs qui sont normalement induites [GolovkinayT2000].

Le troisieme mécanisme est celui qui nous conclerpdus. Le génome murin contient de
nombreuses copies endogénes du provirus du MMTVn&1&i peu de provirus codent des
particules virales infectieuses, nous avons vu lgugrande majorité codait au moins le super-
antigene. Il est donc vraisemblable qu'une presséleévolution ait amené a la préservation de ces
genes SAG intacts au sein du génome murin. Enciesét SAG endogénes jouent un rdle protecteur
contre les infections par les exMMTV [Huber, B.ef al. 1996; Golovkina, T. V. 2000].

En effet, d'une maniére générale, le super-antigthgit une destruction progressive des
cellules T présentant une chaing 8u TCR lui étant spécifique. La présence de pneiSAG
endogenes entraine donc une diminution du panekllides T disponibles, résultat de l'induction
d'une auto-tolérance acquise au sein du thymugeéserve de cellules T potentielles pour une
infection ultérieure par le MMTV exogéne codant super-antigéne avec la méme spécificité se
retrouve donc ainsi réduite. La transmission dasvinfectieux sera donc entravée par manque de
cellules T nécessaires [Huber, B.ef al. 1996; Golovkina, T. V. 2000].

Un des effets négatif de cette résistance est Velag@ement d'un polymorphisme des

super-antigénes des exMMTV. En effet, le seul mgyaur un virus d'étre amplifié chez un animal
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qui possede un gene SAG endogene similaire estedemqter un SAG muté avec une spécificité de
chaine \B du TCR différente. Puisque I'évolution deetrovirusest plus rapide que celle des
cellules eucaryotes, les exMMTV infectieux oncogenent survécu par l'acquisition d'un
polymorphisme au sein des génes SAG [Huber, Bt @l. 1996].

De maniere intéressante, le génome des différesteshes de exMMTV est hautement
conserve, excepté au niveau de la région U3 du &TR', qui code le SAG, ou un polymorphisme
est observeé [Huber, B. €t al. 1996].

VIIl. Induction d'une permissivité

Une protéine codée par le MMTV, SAG ou un prodwtiple moment inconnu, semble
induire une susceptibilité génétique unique engamre pour certains virus et certaines bactéries,
en manipulant par un mécanisme non connu actuealielaesysteme immunitaire inné ou acquis
[Bhadra, Set al.2006].

On sait déja que le MMTYV interagit avec le systéammunitaire a travers SAG et SU. Or la
susceptibilité aux agents pathogenes observéedlénsdes semble étre due au produit d'un seul
géne, non codé pany gag ou pol. Donc un géne inconnu ou le géne SAG semblent étre
responsables de cette susceptibilité. Cette subide@test retrouvée lorsque le enMMTV est

présent sous forme de copie unique [Bhadraf 8l. 2006].

IX. Recombinaisons entre formes exogene et endd@smevkina, T. V.
et al. 1994b]

Lors de l'infection des cellules épithéliales diesxdes mammaires par le exMMTYV, le virus
exogene peut se retrouver exprimé parallelememraewirus endogéne qui chez certaines souches
est hautement exprimé au sein de ces cellules.eOndonc imaginer que ces deux virus pourraient

étre coassemblés et former des recombinants.

Chez la souche murine C3H/HeN |léeusendogene Mtv-1 est hautement transcrit mais trés
peu d'ARN viral est assemblé sous forme de viriams de l'infection de cette souche par le virus
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exogene MMTV (C3H), on retrouve dans le lait dedipales virales contenant I'ARN de Mtv-1. Il
y a donc eu coassemblage de 'ARN de Mtv-1 aveBNAde exMMTV (C3H). Puisque les
différentes séquences du MMTV codent des protéB®& avec une specificité de cellules T
différente, ces particules virales formées des d&Rk coassemblés possédent donc la possibilité
d'infecter aussi bien les cellules T présentarthiaine \B du TCR spécifique a Mtv-1 que celles
spécifiqgues a exMMTV (C3H). On a donc de par cessemblage, un élargissement des cellules

cibles.

En outre, la présence des deux ARN au sein degcylaed virales peut résulter en des
recombinaisons entre ceux-ci. En effet, Golovkida, V. et al. ont observé des provirus
recombinants intégrés au sein des cellules de tumammaire de la souche C3H/HeN (Figure 16
& 17). Une partie de ces recombinants posseédenpartee de leur genenv dérivée du provirus
endogene. Si la recombinaison se produit au sela déguence codant la région C terminale de la
protéine SAG, de nouvelles protéines avec une figéeidifférente pour la chaine pvvont

emerger. Ces recombinaisons peuvent donc résaltem élargissement des cellules T cibles.

On voit donc ici que le coassemblage et la recoaikim entre les séquences exogenes et
endogenes aboutissent a un élargissement ou erdeuws une modification du panel de cellules T
cibles. On peut imaginer qu'une sélection de cediffnations pourrait donner lieu a un virus avec

une plus grande pathogénicité ou une capacitémlpgrtante a induire des tumeurs.
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Figure 16. Analyse de la structure de recombinantde MMTV nouvellement intégrés trouvés
dans les tumeurs des glandes mammaires des souri8HZHeN infectées par exMMTV.D'apres
Golovkina, T. V.et al. 1994. A: ADN de tumeurs mammaires (2 a 8) et de daune souris non
infectée (1) analysés par digestion et southeritifdp B: carte des provirus endogenes trouvés
chez les souris C3H/HeN et du provirus exMMTV(C3HA. présence de fragments de 2,3 et 1,5
kilobases est caractéristique de copies de exMMBW)Gouvellement intégrées.
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Figure 17. Modele de production d'un recombinant deMMTV trouvé dans les tumeurs

mammaires. D'apres Golovkina, T. \et al. 1994b.
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X. Conclusion

Comme nous venons de le voir, la présence de rpovendogenes de MMTV a
essentiellement un effet négatif. Certaines sémsemtune part codent des particules virales
infectieuses, d'autre part permettent une évolutlonvirus exogene avec amplification de ses
capacités pathogenes. En effet, elles permetametgence de nouvelles souches virales par co-
assemblage et recombinaison d'un coté, par pressgi@ctive au niveau de la voie d'entrée de
l'autre. Le rdle protecteur des provirus endogditesa la suppression des cellules servant a
l'amplification et au transport apparait finalemerhime et on peut s'interroger sur la conservation
de ces séquences au sein du génome murin. Caapmsgé par la découverte d'une fragilité vis-a-
vis de l'infection par certaines bactéries et agstairus induite par le provirus endogene.

Le virus MMTV est trés largement étudié comme ni@dies cancers en général chez
I'hnomme et du cancer du sein en particulier. Eatrge, la découverte d'une protection due a la

protéine SAG endogéne laisse envisager des pergmetiierapeutiques liees a cette propriété.
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Quatrieme chapitre: virus de la leucémie féline
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|. Généralités

A. Etiologie[Wise, D. J.et al.2005]

La leucose féline est due a Retrovirus le Feline Leukaemia Virus (FelLV), appartenant
auxgammaretrovirusCe virus est représenté par quatre sous-groupe8—C et T — basés sur des
différences dans les protéines d'enveloppe. Lass\du sous-groupe A ne sont cultivés que sur
cellules félines tandis que les virus des sousfggoB et C sont cultives sur cellules humaines,
canines et de vison. En ce qui concerne le FelL¥eh, cas est plus particulier puisqu'il ne peut
infecter comme nous le verrons en aval que lesilesllexprimant le géne d'enveloppe de FelLV-B;
des cultures sur cellules félines et humainegporétre réalisées.

Le FeLV-A est retrouvé chez tous les chats infentgarellement par la leucose féline. Il est
vraisemblablement moins pathogene que les troiessbus-groupes. Le FelLV-B est isolé chez
environ 50 % des animaux atteints; il n'est retbogu'en présence du FelLV-A. Le FelLV-C est
responsable d'une anémie fatale.

De fréquentes recombinaisons avec des genes aetulde I'hGte créent des virus
recombinants défectifs pour la réplication, virascematogenes félins (FeSV) qui sont isolés de

fibrosarcomes chez les jeunes chats.

B. Répartition

La maladie a une répartition mondiale. Elle estde® maladies majeures et fréquentes chez
le chat domestique et d'autres membres de la fadeli-elidaeincluant des félins sauvages [Wise,
D. J.et al.2005].

C. TransmissiofiVise, D. J.et al.2005]

Le virus est présent dans les sécrétions respieat@t orales ainsi que dans l'urine et les

feces. L'infection se fait par ingestion et la @gation se fait par contact direct et indirect iague
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par la voie transplacentaire. La salive est pdiicement infectieuse: les morsures et le nettoyage
mutuel sont les moyens courants de propagation.
Le colostrum protége vraisemblablement les chapmmslant le premier mois de vie. Les

chatons plus agés sont particulierement sensibbxstautefois une sensibilité diminuant avec I'age.

D. Pathogenése

On observe tout d'abord une infection initiale auwecvirus se répliquant dans les tissus
lymphoides environnants. Puis vient une phase damié primaire ou transitoire. Le virus se
réplique entre autres dans les tissus lymphatigyetgmiques et la moelle osseuse. Enfin on assiste
a une phase de virémie secondaire ou persistantea Infection extensive de la moelle osseuse,
'estomac, le pharynx, I'cesophage, les glandegagals, la vessie et I'appareil respiratoire. A ce
moment la, on peut encore avoir élimination du suir8i ce n'est pas le cas, on atteint une phase
d'infection latente ou d'infection persistante prcitve. Si on entre en phase d'infection aigug al
excrétion du virus dans la salive, les feces,naiet les sécrétions respiratoires [Wise, Cet.Al.
2005].

E. Aspects clinigue®Vise, D. J.et al.2005]

Certains chats infectés par le virus FeLV développme réponse immune et I'éliminent
complétement sans aucun signe clinique. Un faiblegentage sont virémiques durant une période
variable mais restent asymptomatiques et éveninefté €liminent le virus. Les animaux dont la
réponse immunitaire est insuffisante restent igecke maniere persistante et vont développer l'une
des formes néoplasique ou non de la maladie.

Environ 80 % des animaux porteurs du virus vontdécdans les 3 ans.

Les signes cliniques varient en fonction des diffiées formes de la maladie et sont liés a la
nature, I'étendue et la localisation des Iésiomsaixformes majeures sont retrouvées:

- la forme néoplasique concerne environ 20 % dasaux infectés de maniere permanente.
Différents types de lymphosarcomes se développertus digestif, thymiques, multicentriques ou
leucémies lymphoides. Les signes cliniques génésank une |éthargie, une anorexie et une perte

de poids.
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- la forme non néoplasique peut se manifester pa& immunodépression qui favorise
I'émergence de maladies opportunistes (bactériefomgjiqgue, protozoaire ou virale), par un

désordre du systéme reproducteur, une gloméruloneplu des anémies.

F. Diagnostic

Plusieurs moyens diagnostiques existent. lls regasajoritairement sur la détection d'un
antigéne, la protéine de capside p27, commun aug-gmupes [Wise, D. &t al. 2005] ou la

détection du virus par RT-PCR.

G. Traitement

Actuellement, I'arsenal thérapeutique est compestaitement palliatif, chimiothérapie et
rayons pour les formes néoplasiques (non curatiffi'@yents antiviraux qui peuvent retarder

I'apparition des signes cliniques [Wise, Detlal. 2005].

H. Prévention

Il existe différents types de vaccins pour protagmtre le FelLV: virus inactivé, sous-unités
virales inactivées, protéines virales recombinanéésvecteurs viraux recombinants vivants.
Néanmoins aucun de ces vaccins ne confere unecpiootéx 100 %, vraisemblablement au mieux
on obtient une protection de 80 % [Jarrett, O. 2008 deux types de vaccins les plus couramment
utilisés actuellement sont basés sur une protéinglevrecombinante et un vecteur viral
recombinant vivant. Le premier utilise la protéiienveloppe gp70 comme vecteur d'immunité.
Cette protéine est synthétisée par des bactétssherichia colirecombinantes. La protéine
synthétique obtenue, nommée p45, est mélangée laydeoxyde d'aluminium et une fraction
purifiée du Quil A (adjuvants d'immunité) [Baychesli P. 1994]. Le deuxiéme est un virus

canarypox recombiné qui exprime les géeamgetgagdu FeLV-A [EMEA. 2005].
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ll. Origine et phylogénie du enFelLV

L'étude de la leucose féline a mis en évidence riesgnce de séquences endogenes
homologues au virus FeLV au sein du génome féloud\verrons par la suite que ces séquences
vont interagir avec le virus exogéne de différemesmieres.

Ces séquences sont retrouvées chez tous les inslidd la sous-espeéelis sylvestris
catus(chat domestique) mais sont aussi présentes nhiezspeces de la famille des félidéslis
sylvestris(chat sauvage européeielis margarita (chat des sables) €elis chaus(chat de la
jungle ou chat des marais). Ces especes sont touag@saires du bassin méditerranéen. Par contre
elles ne sont pas observées chez des especedguueés géographiquement et donc, par voie de
fait, phylogénétiquement [Benveniste, ReEal. 1975].

Ces séguences ne sont retrouvées par contre chea autre mammifére a I'exception de
guelques rongeurs, et essentiellement leRatt(s rattuset Rattus norvegicygBenveniste, R. E.
et al. 1975]. On peut donc supposer qu'il y a eu trarsonsapres divergence des especes de la
famille desFelidae mais avant séparation des quatre espéces citéesdemment. Une hypothése
est que le virus ait été transmis a un ancétre aomue ces quatres especes par le rat.

Il est aussi intéressant de noter que I'on retraussi chez les félins un virus endogéne RD-
114 (appartenant aussi aux virus de type C) qté &rénsmis a un ancétre du chat domestique mais

cette fois par les primates.

Au sein de la population de chats domestiques,eom gbserver un grand nombre de copies
du génome de la séquence endogene (enFelV). Huekiut remarquable de noter qu'il y a un
grand polymorphisme dekci entre différents individus (variations intra spiégies et sites
hétérozygotes) (Figure 18). Ce polymorphisme ingodrides provirus suggere que de multiples
intégrations ou translocations ont du avoir lietsain du génome des chats domestiques réecemment
[Roca, A. L.et al. 2005]. En effet, Rocat al. avaient montré auparavant que des provirus avaient
da intégrer relativement récemment le génome dassafomestiques car contrairement a ce que
nous avons pu voir plus haut, certaines séquenceBelLV ne sont retrouvées que chetis
sylvestris catugt chez aucune espece voisine sauvage [Roca,&k.dl.2004]. De nombreutoci
sont retrouvés au niveau des télomeres qui sont rég®ns dynamiques et propices aux

recombinaisons [Roca, A. ket al. 2005].
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Le nombre important d'hétérozygotes confirme le dae lesloci ne sont pas fixés, et que
les croisements entre individus vont augmenter adgnporphisme. On peut se demander quelle
conséquence peut avoir ce polymorphisme et la ggthétérozygotie dans les interactions qu'a

I'enFeLV avec son homologue exogéne au sein d'opelgtion [Roca, A. Let al. 2005].
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Figure 18. Cartographie chromosomique résumant lepositions chromosomiques des copies
de enFelLV déterminées par la technique FISH chez atre chats domestiquesD'aprés Roca,

A. L. et al. 2005. Les différents chromosomes sont nommeés ighadllement d'une lettre suivie
d'un chiffre; chaque icone représente une race hd¢ différente; ledoci homozygotes sont
représentés par une double icbne; une seule ie@mésente utocus hétérozygote; les astérisques
au niveau du chromosome Y indiquent que chaquepistédait deux a quatre sites pour enFelLV
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lll. Absence d'effet pathogene de enFdBhosh, S. Ket al. 2000]

Le virus FelLV peut, dans un stade clinique avaimmijire des tumeurs. L'étude de ce virus
et de son action oncogene a permis de montrerrgujortait pas d'oncogéne dans sa séquence. |l
est par contre admis que la région U3 des LTR,cquiient des sites de liaison pour différents
facteurs de transcription, joue un role clef danpdthogenése de la maladie. La région U3 agit en
trans, c'est-a-dire qu'elle agit au moyen de fastee transcription et donc que son action ne
dépend pas de sa position au sein du genome. degsius évident que ce réle est dépendant de la
capacité du LTR a générer un transcrit ARN spéaediq

Les copies du enFeLV sont variées et certainepodant les séquences complétes propres
aux provirus (LTRgagpol-en+LTR). Néanmoins, aucune n'est capable d'une ptmduae
particules virales.

Il a été déemontré que les séquences LTR du enkFel_trans-activent pas I'expression des
genes cellulaires activés par le FeLV exogene (eXFet de plus aucun transcrit ARN n'est
retrouvé lors de l'infection de cellules en cultura été vérifié que cette absence de trans@iain
pas liée au type cellulaire ni a la place du LTRsain du génome (présence d'un facteur de
répression voisin).

Par l'absence de particules virales observéeselfale d'effet pathogéne lors d'infection
cellulaire par l'enFeLV seul et l'absence de schébaativation similaire a I'exFelV, il est
raisonnable de conclure que les séquences endodeirest.V n'ont pas d'effet pathogene direct sur

I'hote.
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V. Quatre sous-groupes émergeant d'une seule fprowrale

Le virus de la leucose féline peut étre divisé eatigg sous-groupes: FelLV-A, FelLV-B,
FeLV-C et FeLV-T qui montrent des récepteurs caites et une pathogénicité différentes. Le
FeLV-A est faiblement pathogéne mais hautemensinissible, les FeLV-B, FeLV-C et FeLV-T
ne sont retrouves qu'en présence du FelLV-A mdield/-B est fréequemment observé dans les cas
de lymphomes, le FeLV-C dans les cas d'anémie s@c hypoplasie erythroide, enfin le FeLV-

T est cytopathique avec un tropisme pour les @l

L'étude d'isolats du FelLV prélevés sur des chafisciés a montré que l'on retrouvait
toujours B et C associés au sous-groupe A. Ceterdépendance des sous-groupes a soulevé
plusieurs hypotheses dont I'une est que les saugpgs B et C sont des recombinants du sous-
groupe A.

L'étude de la séquence du FelLV-A et du FelLV-B a tndomine grande homologie a
I'exception d'une portion de I'extrémité 5' du géene C'est principalement dans la région codant la
protéine gp70 que les changements les plus imgersont trouvés et essentiellement dans la
séquence N terminale. Par contre, des sondes feren@artir du genenvdu sous-groupe B ont
montré une forte homologie (99 %) avec ce genedssuprovirus endogenes félins [Stewart, M. A.
et al. 1986]. Ceci améne I'hypothese que le FeLV-B edia#run recombinant du FeLV-A et du
Retrovirusendogéne.

Par l'utilisation de cellules de fibroblastes entdomyaires, il a pu étre mis en évidence que
l'infection par le FeLV-A pouvait géenérer des parkes virales homologues au FelV-B
[Overbaugh, Jet al. 1988].

Plus récemment une étude utilisant un marquewnrdscent (Green Fluorescen protein
reporter, GFP) a démontré que le FeLV-B proviemhe'recombinaison entre le FeLV-A et le gene

envendogéne [Chang, &t al.2001].

L'infection par le FeLV et le développement d'wiemie chez le chat sont suivis d'une
période latente de 2 a 3 ans avant l'apparitionsgaptdémes néoplasiques. Ceux-ci sont
majoritairement intégrés dans le complexe leucdymgshosarcome (LSA). Il a été démontré que

le FeLV-B était présent chez seulement 33 % dets @@ateurs sains mais retrouvé a 57 % et plus
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chez les animaux ayant déclaré le complexe LSA4Bh®. L.et al. 1993]. On peut donc supposer
gue cette période de latence est la durée néamsdala formation par recombinaison et la
réplication du FeLV-B. On peut s'interroger sumpiication que peut avoir le FeLV-B dans le
syndrome néoplasique. Peut-étre que les changemi@méses protéines d'enveloppe, qui conferent
entre autre un élargissement du spectre des récsibles, permettent au FeLV-B d'échapper a la
réponse immune de I'h6te. Il est évident par cogtre, comme pour les autres sous-groupes, le
mécanisme pathogene est principalement ou en phiti@ l'interaction denv avec le récepteur

cellulaire.

Le FelLV-C est retrouvé exclusivement chez des aunimprésentant une anémie
arégénérative par aplasie médullaire [Abkowitz,LJ.et al. 1987]. Il est présent toujours
conjointement au FeLV-A et sa pathogénicité est &da présence de ce dernier. Ce sous-groupe
provient d'une mutation dans la région Vrletwdu FelLV-A [Rigby, M. A.et al. 1992]. Le FeLV-

C n'a pas de lien avec les séquences endogéened Wk sein du génome.

Le FeLV-T est aussi issu d'une recombinaison saae” du FeLV-A et son cas sera étudié

au chapitre VIII.

V. Spécificité des récepteurs pour chague recombina

Des qu'une cellule est infectée par un virusyéegpteurs membranaires sont inhibés pour
prévenir de futures infections: ce processus gstlépnterférence de super-infection. La capacité
relative d'un virus a engendrer cette interféremédé utilisée pour définir les virus qui utilisées
mémes récepteurs. C'est I'analyse de cette iraadérde super-infection qui a permit de définir
guatre sous-groupes au sein des FelV, chaque soupgy utilisant un ou des récepteurs

spécifiqgues [Mendoza, Rt al.2006].
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A. Sous-groupe A

Le sous-groupe A du FeLV est la forme la plusgnaissible du virus. Elle est faiblement
pathogene mais génére comme nous venons de lelegidifférents sous-groupes fortement
pathogenes. Bien que premier sous-groupe a aulitervé, le récepteur pour le FeLV-A n'avait
jusqu'a présent pas été décrit. Il s'agit en faital protéine codée par une séquence de 3,5 kilsbas
et qui est tres fortement homologue a la protémdrdnsport humaine pour la thiamine (human
thiamine transport protein huTHTR1). Ce récepteua slonc nommé feTHTRL1. Il est présent au
sein des cellules rénales, hépatiques et de fimtgstle ainsi que dans les cellules du systeme
lymphoide [Mendoza, Ret al. 2006].

B. Sous-groupe B

Takeuchiet al. ont étudié le récepteur impliqué dans l'adhéstdietrée du sous-groupe B
au sein de la cellule. lls ont mis en évidencalibation d'un méme récepteur pour le gibbon ape
leukemia virus (GALV) et le sous-groupe B du FelGk récepteur est une protéine possédant
plusieurs domaines transmembranaires, homologudéraasporteur a phosphate retrouvé chez
Neurospora crassflakeuchi, Y.et al. 1992].

Ce domaine est aussi homologue a HuPitl (humak) Biti a servi pour les premieres
études recherchant le récepteur spécifigue du FglBeomer, Set al. 1997]. Il a été démontré
par la suite que I'hnomologue félin FePitl étainblie récepteur spécifique du FeLV-B [Anderson,
M. M., et al. 2001]. FePitl est une protéine comprenant plusidomaines transmembranaires.

La séquencenvdu FelLV-B est issue d'un provirus endogene. Cé¢ sois domaines au
sein de cette séquence qui déterminent la recasamais de ce récepteur: deux régions variables de
la région N terminale de SU (VRA et VRB) et unetmor de la région C terminale de SU [Boomer,
S.etal.1997] (Figure 19).

On peut voir qu'en fonction des recombinants dLM-B, et principalement en fonction des
modifications de ces trois régions, le FeLV-B pewffait utiliser FePitl ou FePit2. Il semble qu'une
mutation au sein de la région VRA soit responsdpléa liaison avec Pit2 [Anderson, M. kL al.
2001].
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Figure 19. Résumé de la spécificité pour les réceptrs Pit desRetrovirus de type C félin,
murin et primate. D'aprés Boomer, Set al. 1997. Les schémas représentent |'utilisation du
récepteur du FelLV-A, trois recombinants du sousygeoB, du GALV et de deux séquences du
MuLV. La structure de SU est schématisée sur lalysua séquence du FelLV-A est représentée en
blanc, celle spécifique au FeLV-B en noir, les sfmpes des MuLV et GALV sont représentées en

différentes teintes de gris pour montrer leur djeeice.

Récepteurs Pit

Pitl Pit2 Pit2

humain  humain  hamster

FelV-A SUI J  hoh non NON
FoLv-8 SU I OUli non  oui
FeLV-B VRA/VRS I 1 oui oui oui
FeLV-B VRA I ] oui non nhon
A-MulLV B non ou i ou i
MuLV-10AY ou | ou | ou |

GALVPZZZZ777777777777777772777722722Z2 oul non oul

C. Sous-groupe C

Le récepteur au sous-groupe C est une protéinmeiebrane nommée FLVCR qui a de
nombreuses homologies avec les transporteurs adaugite décrits chez certaines bactéries. Il joue

vraisemblablement un réle dans I'effet pathogeneeallvV-C [Quigley, J. Get al. 2000].

D. Sous-groupe T

Le récepteur du sous-groupe T est abordé de neapies complete dans le chapitre VIII.
C'est un en réalité un systeme complexe mettafdiete récepteur Pitl et un co-facteur, FELIX,

issu d'un provirus endogene.
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VI. Résistance aux infections par FelLV-B seul inesipar enFelLV
[McDougall, A. S.et al. 1994]

Il apparait que linfection par le sous-groupe B FeLV tout seul, non associé, soit
empéchée par le provirus endogene, au moins darmsdanes ou il s'exprime: rate, intestin gréle,
moelle osseuse, thymus et nceuds lymphatiques; ickigse au FeLV-B la possibilité d'infecter
localement les glandes salivaires et I'épithélilgmiaal par exemple mais compromet |'apparition
d'une virémie (Figure 20).

L'hypothese principale est que I'expression d'un&me SU endogene (peut-étre tronquée),
hautement homologue a celle du FeLV-B (de pargive du genenvchez celui-ci), blogue les
récepteurs utilisés par le FeLV-B. Le sous-groupetodjours observé simultanément au sous-
groupe B, jouerait le rble de virus auxiliaire. br&¢canisme en jeu ici est pour le moment encore
inconnu.

Il est intéressant de noter que la protéine predpér la séquencenv du Retrovirus
endogene est un médiateur soluble, ce qui impligliepeut induire une résistance contre le FeLV-

B sur des cellules n'exprimant pers
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Figure 20. Expression des séquences du enFelLV daies lignées cellulaires de lymphome et
des tissus lymphoides sains félin®'apres McDougall, A. St al. 1994. Les échantillons d'’ARN
sont dérivés de fibroblastes félins (AH927 et FE#,lignées cellulaires de lymphomes T issus de
chats FelLV négatifs (3201 et MCC), de lignées ales de lymphomes T issus de chats FelLV
positifs (F422 et FL74) et de tissus de chats sailestés par le FeLV (P111 et P112) et d'un chat
domestique indemne d'agents pathogenes spécifiés);(8l. L.: nceuds lymphatiques; les sondes
enU3 (A) et B/S (B) correspondant a la séquesroeont été utilisées; la ligne basse montre des
hybridations avec les sondes GAPDH (A) et spéoffiqule I'ARN murin 7S (B), servant de

contrble.
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VII. Inhibition initiée par le FeLV-B de l'infectio par le FeLV-APhipps,
A. J.et al.2000]

Dans une étude destinée a observer le role du BU¥Rs les syndromes néoplasiques, une
co-inoculation des FelLV-B et FeLV-A a montré unhilrtion du pouvoir pathogene du FeLV-A.
En effet les animaux infectés par les deux sousgg® simultanément ont montré
proportionnellement une virémie diminuée ou absentne baisse du taux d'animaux développant
les signes classiques de la maladie (Tableau 8).

Il est possible que I'expression limitée du FelLVgBi dans ce cas n'est pas produit dans la
cellule par recombinaison du FeLV-A mais est igedirectement, au sein d'un petit nombre de
tissus puisse agir comme un vaccin vivant. Il yadualors induction d'une réponse immunitaire
capable de protéger contre linfection par le FéLVPuisque les FelLV-B et FelLV-A sont

homologues pour une grande partie de leurs ségsieune réaction croisée est envisageable.

Tableau 8. Résultats des études de co-infection RélA/FelLV-B. D'apres Phipps, A. &t al.
2000. a: les chats sont inoculés par voie intradgrenavec le FeLV-A ou par voie intrapéritonéale
avec des fortes et faibles doses de FelLV-B; bétaoge de mise en compétition est soit néonatale —
24 ou 48 heurepostpartum- soit a 14 jours; c: le statut FeLV est déternpaé détection de p27
dans le plasma en utilisant un kit commercial ELI&Ymbiotics, San Diego, CA, USA); d: un
chaton du groupe A et un du groupe B ont été easias a 4 et 10 semaines pour des raisons non

liées a l'étude.

Virus en compétition’et durée de la compétitiunh

Nombre
FeLV-1B3 FeLV-1B3 de chats
Groupe FeLV-A haute dose faible dose FeLV positifs’

Expérience 1 A — nouveau-né —_— 0 sur 4‘:1
B nouveau-né w— —_— 4surd
C nouveau-né 14 jours — 2sur§
Expérience 2 D —_ — nouveau-ne 0 sur7
) nouveau-né - _— 6 sur 6
F nouveau-né — 14 jours 7sur7
G nouveau-né — nouveau-né 2sur7
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VIII. Implication de enFelLV dans la pathogénicii¢ EeLV-T

En étudiant l'apparition de variants du sous-geokeLV-A apres infection cellulaire, Rohn
et al. ont mis en évidence un variant (nommé 81T) quicgthpathogene pour les cellules T et
induit l'apparition d'un syncytium, ce qui n'av@mais été observé jusqu'a présent parmi les
variants de FeLV [Rohn, J. let al. 1998]. L'effet cytopthogéne est considéré comnamtéine
évolution nécessaire pour les virus induisant uneninodéficience (HIV, SIV par exemple)
[Lauring, A. S.et al.2001]. Ce virus est réplicatif méme si sa vitedseéplication est relativement
lente comparée aux autres variants. Il est créédearmutations principalement dans l'unité de
surface des protéines d'enveloppe du FeLV-A [Rdhh, et al. 1998] mais d'une maniere générale
au sein du geneny, ce sont ces mutations qui sont responsable®ffiet Itytopathogéne du virus
[Lauring, A. S.et al. 2001]. Il a la capacité d'induire une superinfattiqui vraisemblablement
joue un role clef dans l'action cytopathogene Rlesovirus[Rohn, J. L.et al. 1998]. La Figure 21
montre les homologies entre 81T et des clones di+eet les mutations qui conferent au FeLV-

T son tropisme et son utilisation de récepteursqudiers.
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Figure 21. Modéles de déterminants de env pour lgécificité vers les récepteurs "classiques"
et "non classiques". (Le Receptor Binding Domain RBD est spécifique l@atrée par les
récepteurs "classiques”. Des modifications dansatédes aminés de la région N terminale et
l'insertion de quatre acides aminés dans la ré@iaerminale sont requis pour l'entrée par les
récepteurs "non classiques"). D'apres Cheng, HetHl. 2006. Les différents clones indiqués a
gauche représentent des variations des FelLV-A EV-Hepour lesquels la séquenemv a été
modifiée; les lignes verticales indiquent les poeg approximatives des mutations de I'ADN
résultant en un seul changement d'acide amindidegles indiquent la position approximative de
l'insertion composée de quatre acides aminés GESSgia de la portion C terminale; les triangles

inversés indiquent des délétions.

RBD Spécificité des
récepteurs
FGLV-A-S’ E i 3 A
FeLV-A/T-81T 1 == AT
61E7p.ins-a78L 1 1 AT

61E7p.A-ins-378L ¢ v

L L Ll

FeLV-T-61C il
il 4

RBD défini I'entrée Les régions N et C terminales
par un récepteur définissent I'entrée par
classique, seul, un second mécanisme

lié a la membrane de récepteur: Pitl et FelLIX
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Les sous-groupes classiquement connus de FelVsawiuinormalement une résistance
cellulaire aux virus homologues par compétition mueau des récepteurs cellulaires. On s'est
apercu que 81T (nommé par la suite FeLV-T) pouséitfecter des cellules auparavant infectées
par un homologue. De plus il est apparu que soremans la cellule pouvait vraisemblablement

se faire grace a deux récepteurs distincts [Rakn,et al. 1998].

En realite, le FeLV-T nécessite un récepteur etaunécepteur ou co-facteur pour entrer
dans la cellule. En effet le FeLV-T est associé gcepteurs Pitl, déja utilisés par le FeLV-B, et
nécessite une protéine exprimée par la cellule potecter cette derniere. Cette protéine,
dénommée FeLIX (pour FeLV infection "X-cessory" tfay est en fait un transcrit de provirus
endogene. C'est une protéine d'enveloppe amputédohaine transmembranaire TM. Ce co-
facteur se lie a la membrane mais peut aussi dpgaraous forme de protéine soluble
extracellulaire méme si c'est sa premiere formesgumble étre liée a son réle dans l'entrée du
FeLV-T. Il est intéressant de noter que FelLIX egtrienée a un tres haut niveau dans les cellules T,
cibles privilégiées du FeLV-T et on donc peut eager de lui attribuer la sélection du tropisme de
ce dernier. Puisque FeLIX peut étre retrouvé sousd de protéine soluble, il pourrait aussi jouer
un rbéle dans la déplétion lymphoide sévere obsenrz les chats infectés par le FelLV-T
[Anderson, M. M. et al. 2000].

FeLIX participerait au processus d'entrée du FdLd¥ans la cellule soit en se liant au
récepteur membranaire Pitl et en modifiant ainsiosdormation pour qu'il puisse se lier au FelLV-
T, soit en se liant directement au FeLV-T et en ifienat sa conformation pour qu'il puisse se lier a
Pitl [Lauring, A. Set al. 2002].

FeLIX est extrémement homologue a la protéine vd@leppe du FelLV-B (elle-méme
provenant, comme nous l'avons vu, d'un géne issu @fovirus endogéene). La protéine SU du
FeLV-B peut elle aussi jouen vitro le réle de co-facteur pour I'entrée du FeLV-T dinsellule
[Lauring, A. S.et al. 2001]. On peut craindre qu'une co-infection ou cox@volution des FelLV-B
et FeLV-T puisse étendre le tropisme de ce dermeraccélérer le développement de
l'immunodéficience induite par le FeLV [Lauring, 8.et al. 2001].

Alors que généralement les rétrovirus simplesgrént la cellule par le biais d'un seul

récepteur qui est nécessaire et suffisant, et &finitle sous-groupe du virus, le FeLV-T utilise u
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nouveau mécanisme qui implique deux structuresuetréfuit ainsi le panel cellulaire cible du
virus. Parallelement, cette spécificité est asso@éune pathogénicité augmentée du virus. On
observe une nouvelle implication des séquencesgemés deRetrovirus qui sont essentielles ici a

I'action pathogéne du virus.
N.B: le mink cell focus-forming murine leukemiawidr et leRetrovirusendogenes porcins utilisent

aussi ce meécanisme de récepteur/co-facteur maiguigent aussi entrer dans la cellule par le biais

d'un systéme simple nécessitant un seul récepfdeng, H. Het al. 2006].

IX. Conclusion

Nous avons pu voir ici que la différence majeunéree les sous-groupes du virus de la
leucose féline, et qui définit justement ces sawsiges, se situe dans la séqueros Ces
différences vont conférer un tropisme et une pathmité différents aux quatre types viraux. Bien
gue ces variations de séquence soient dans larpldes cas dues a des recombinaisons et des
mutations/délétions/insertions, le cas du FelLV-B earticulier dans la mesure ou une
recombinaison du sous-groupe A avec une séquemmene est a l'origine de sa divergence. Le
Retrovirusendogéene fait évoluer son homologue exogéne verpathogenicité accentuée.

De plus, méme si le FeLV-T est une mutation duV~él, son intégration dans la cellule est
conditionnée a l'action d'un cofacteur qui estigioe endogéne. Le FeLV-T constitue pour le
moment |'évolution la plus pathogene du FelV, eté&dication n'est rendue possible que par la
présence dketrovirusendogene.

L'enFeLV joue ici un réle majeur dans deux évaolusi pathogéniques de la maladie.

Certaines actions de résistance induites par dleviFdirectes et indirectes, ont pu étre

observées mais elles sont vraisemblablement nadlige.
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Cinguieme chapitre: Jaasgiekte SheeRetroVirus
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Le Jaagsiekte SheePRetroVirus (JSRV) (Jaagsiekte: provient de ['Afrikaans, digni
"maladie chassante") est I'agent responsable ddesemaladies infectieuses majeure des ovins :
'adénomatose pulmonaire des ovins (APO) ou ovenpnary adenocarcinoma (OPA). Le JSRV
induit la transformation des cellules épithéliatifférentiées de la partie distale de l'appareil
respiratoire (principalement les pneumocytes de typesponsables de la synthese, de la sécrétion
et du recyclage du surfactant pulmonaire et lelsilesl de Clara responsables du métabolisme des
agents étrangers [Leroux, C. et Archer, F. 2007J¢st aussi responsable d’adénocarcinome du
poumon chez le mouton. Cette maladie est apparediéguement, radiologiguement et
histologiguement au cancer bronchioloalvéolaire &inmune forme particuliere d’adénocarcinome
pulmonaire [Palmarini, M. and Fan, H. 2001a]. Geda études ont méme retrouve la présence du
JSRV chez I'hnomme, sans pour le moment identifi@gstciation avec des tumeurs pulmonaires
[Morozov, V. A., et al.2004].

La capacité deRetrovirusa intégrer le génome de la cellule héte leur pedaalérégler la
machinerie de ces cellules et de nombrBexrovirussont ainsi responsables de cancers des tissus
cibles.

L’étude du JSRV peut permettre d’'une part de comgnes et de traiter une des maladies
infectieuses majeure des ovins et caprins, d'apare de comprendre le processus d'oncogenese
pulmonaire chez 'hnomme, amenant a 'amélioratiardthgnostic et du traitement.

L’originalité du JSRYV réside dans son mécanismeatesformation de la cellule hote.

|. Généralités sur 'adénomatose pulmonaire dassoou Jaagsiekte

L’adénomatose pulmonaire des ovins est une maladike, contagieuse, qui résulte en des
tumeurs pulmonaires chez les ovins et parfois dbszcaprins. L'impact économique peut étre
dramatique puisque le taux de mortalité peut mgotau’a 60 % aprés exposition au virus JSRV

qui appartient auketaretrovirus

La maladie est retrouvée en Europe continentaleR@aaume-Uni, Afrique, Inde, Chine,
Moyen-orient, Amérique du Nord et certaines régida$ Amérique du Sud.
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Le virus se propage par voie aérienne, avec contdion directe ou par aérosols des
animaux. Le virus est retrouvé dans les exsudafgiregoires des animaux infectés. Il n'y a pas

d’évidence de transmissiam uterg méme si les nouveau-nés semblent particuliereserdibles.

La période d’incubation varie de neuf mois a tams. Les signes cliniques sont : émaciation
progressive, perte de poids et dyspnée sévereéhéra, il y a présence d’'un écoulement nasal
mucoide plus ou moins important. Des rales humgied entendus a l'auscultation respiratoire,
mais pas de toux caractéristique. Les symptomelsi€@violentement. La mort survient apres 2 a 6

mois, souvent suite a une surinfection bactérienne.

Le diagnostic différentiel inclus la maladie de Ma¥isna, les pneumonies bactériennes et

les infestations parasitaires pulmonaires (stravggs,...).

A l'autopsie, les poumons sont en général de tallggmentée, ne collapsent pas a
'ouverture de la cage thoracique. Un liquide spuxnest retrouvé dans la trachée et les bronches,
et des tumeurs nodulaires sont présentes dansdeghgme pulmonaire. Ces tumeurs varient de la
taille de petits nodules jusqu’a des masses dehesdordures de la masse sont bien délimitées, de
consistance ferme, de couleur grise a rose-gria. @upe, la surface est luisante et granulaire. Un
liquide spumeux peut étre récupéré. La grande m@jdes tumeurs se situent aux poles apical,
cardiaque et ventral des lobes diaphragmatiques.niastases sont parfois retrouvées dans les
nceuds lymphatiques voisins mais les tumeurs nerglénht pas habituellement. Une pneumonie

secondaire et une pleurésie fibrineuse peuventréugées.

La majorité des cas apparaissent sur des indidduglus de 2 ans. Le pic d’incidence est
retrouvé sur des animaux de 3 a 4 ans. Aprées ume{infection, le taux de mortalité est en général
assez élevé : jusqu'a 60 % des animaux d’un traupeaivent mourir au cours des 3 premieres
anneées. Par la suite, les pertes diminuent justjua3 % par an, la maladie restant en général

endémique au sein du troupeau pour une longued®erio

Il N’y ni traitement ni vaccin disponibles [SargmsdN. 2003 ; OIE. 2003].
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ll. Origine et distribution de enJSRV

L’étude de I'adénomatose pulmonaire ovine a peimisnettre en évidence une étiologie
virale. En effet, la maladie est due aRetrovirus(exJSRV) appartenant atlpetaretrovirus Aux
cours des premieres recherches effectuées surrae, Wdn a pu observer la présence d'un
homologue endogene (enJSRV) [Hecht, &t &l. 1996].

Les exJSRV et enJSRV sont vraisemblablement deseods deRetrovirusanciennement
de type D et de type B. En effet les séquegegspro etpol montrent une forte homologie avec les
Retrovirussimien de type D (SRV) alors geav montre une trés forte homologie avec le Mouse
mammary tumour virus (MMTV) [York, D. Fet al. 1992].

A. Distribution du enJSRV au sein des mammiferes

Ce virus endogene est retrouvé chez toutes lesesp@ines et caprines domestiques ainsi
gue chez des espéces sauvages. On a pu mettreéerem@vidence sa présence chez de nombreux
membres de 'ordre des Artiodactyles, et principaat chez de nombreuses especes de la famille
des Bovidae [Hecht, S. &t al. 1996].

Les études phylogénétiques suggérent que enJSRY &etrovirusendogene récent avec
un homologue exogéne actif qui a vraisemblablenrdatté en premier les petits ruminants puis
s’est répandu aux autres especes de la familldBdeslae. Il a été observé une difféerence plus
importante entre les provirus de deux espéces bs\jo’entre leurs provirus et ceux retrouvés chez

le mouton ce qui vient appuyer cette théorie [Mokg2/. A. et al. 2007].

Le JSRV est tres fortement homologue a un aRe&ovirus retrouvé chez les petits
ruminants : I'enzootic nasal tumour virus (ENTVir@g enzootique des tumeurs nasales) qui induit
I'apparition de tumeurs nasales [Cousenst@l. 1999]. La séquence endogéne du JSRV retrouvée
dans le génome ovin est fortement homologue adaesie de I'exJSRV; en revanche la séquence
du enJSRYV retrouvée au sein du génome caprin pgeepdus d’homologie avec la séquence de
I'exENTV [Morozov, V. A.et al.2007].
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B. Distribution de enJSRV au sein du génome §@arison, Jet al. 2003]

La distribution au sein du génome apparait commlativement stable. L'étude de
différentes espéces montre qu'il n'y a vraisemidatg#nt pas eu de grands mouvements depuis
guelques milliers d’années.

L'enJSRV peut étre retrouvé a 7 positions chromigoes chez les ovins et 8 chez les
caprins. Seulement deux positions sont identigeegut suggere que certaines copies de I'enJSRV
ont intégré le génome apres spéciation. Une obsemiahabituelle est la présence de dcx qui
contiennent plusieurs copies du génome proviral.sdmblerait que ces copies soient en

configuration tandem répétée.

C. Variation du génome et du tropisme d'enJSRWERV

Un des problemes posé par la présence @Retrovirus exogene et de son homologue
endogene est de différencier les deux pour I'étdelBimplication clinique de chacun des virus.

Il a été montré que ces deux virus peuvent étférdificiés principalement par leur séquence
U3 [Bai, J.et al. 1996]. En effet, cette séquence est plus longms tka provirus endogene et la
comparaison entre la séquence endogéne et la sEqexogéne montre seulement 74 %
d’homologie [Palmarini, M.et al. 2000]. Une hypothése majeure est que l'exJSRWealale
I'enJSRYV suite a une mutation de la région U3 dR letf d’autres régions (VR1, VR2 et VR3) du
génome proviral durant I'’évolution [Bai, &t al. 1996].

Les deux régions VR1 et VR2 se situent au seinadgeéfjuencgag VR1 en particulier
contient une portion riche en proline dans la foeregene qui est absente de la forme endogene.
Une troisieme région VR3 est retrouvée dans laigorcarboxy-terminale de la protéine
transmembranaire [Palmarini, It al. 2000].

Les différences observées au sein des LTR des fideones, principalement au sein de la
région U3, expliquent que ceux-ci soient les déteamts principaux d'une différence de tropisme
et en particulier du tropisme pour les cellulestrépiales différentiées du poumon de I'exJSRV
[Palmarini, M.et al. 2000].

On observe en fait que I'exJSRYV a un tropismeusiichbour les cellules pulmonaires
tandis que I'enJSRYV s’exprime essentiellement temsellules du tractus génital [Palmarini, &.
al. 2000].
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lll. Oncogenese et implication du enJSRV

A. L'exJSRV est associé aux tumeurs pulmonairesdes

Pour différencier les séquences des enJSRV etRé&JBn site de restriction (séquence
nucléotidiqgue reconnue par les enzymes de resiniai servant de site de coupure au sein de
I'ADN) Scd a été mis en évidence, uniguement présent dakSIRV et absent de I'enJSRV. On a
ainsi pu observer la présence d’ARN du exJSRV wenment au sein des tumeurs, des fluides
pulmonaires et des nceuds lymphatiques drainaéigiam pulmonaire des animaux atteints d’APO
[Palmarini, M. et al. 1996] ce qui implique que les cellules épithéBalemorales sont le site de
réplication majeur du exJSRV. La démonstrationaderésence du provirus exJSRV uniquement au
sein de I'ADN des cellules tumorales prouve quevicgs est associé au phénoméne néoplasique.
Des études précédentes avaient montré que I'AP@ajtoétre induite chez des animaux sains par
injection de fluides pulmonaires et de cellules duaes provenant d’animaux malades. On a pu
montrer que l'utilisation de clones du exJSRV pdtaied’induire la maladie chez des animaux
sains infectés artificiellement. L'exJSRV est néags et suffisant pour induire I'adénomatose

pulmonaire ovine [Palmarini, Met al. 1999].

B. Implication du enJSRV dans I'oncogenese

On a vu précédemment que I'exJSRV était nécessiageffisant pour induire les tumeurs.
De plus nous venons de voir que les enJSRV et exJ8R un tropisme différents, I'enJSRV
s’exprimant peu au sein des cellules pulmonaires.

L’étude de la structure provirale des enJSRV dedeexpression a permis de montrer que,
bien que certaines copies possedent un génomeadrosmplet et que toutes les copies posseédent
un cadre de lecture pour un ou plusieurs genesrdetige, ils sont incapables de former des

particules virales [Palmarini, Mt al. 2000] (Figure 22).
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Jusqu’a présent il a été observé que I'enJSR\dui%ait pas de carcinomes pulmonaires
spontanés [Bai, &t al. 1996].

Vraisemblablement I'enJSRV n’a pas d'implicatiorecke au sein du processus tumoral. On
ne peut cependant pas exclure une action indiggatde biais du exJSRV mais qui n'a pour le

moment pas été étudiée ni démontrée.
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Figure 22. Structure génomique des betarétrovirus Wns endogénes et exogeneb’aprés
Palmarini, M.et al. 2004. La barre numérotée indique la distance Bb&ses. Les codons stop
prématurés sont indiqués par une barre verticalege@e d’'un astérisque. Les régions principales
de divergence entre ldsetaretrovirusovins (VR1, VR2 et VR3) sont marquées d’'un ovabi n
dans le génome des JSRV; JSRWt ENTV représentent les formes exogenes; enJS56A1
enJS59A1 et enJS5F16 représentent différentesscdpila forme endogene.
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C. Mécanisme de I'oncogeneése induite par exJSRV

Les Retrovirusoncogéenes agissent généralement soit par 'atiguiset I'expression d’'un
oncogéene dérivé de I'hbte, soit par une insertictivatrice d’'un oncogene cellulaire ou enfin par
'expression d’oncogenes viraux auxiliaires. L'eéRYS n’exprime pas d’oncogene dérivé ni
d’oncogene auxiliaire. De plus, il peut induire desieurs en 10 jours, ce qui est nettement plus
court que les cas typiques induits suite a unetinseactivatrice [Wootton, S. ket al. 2005].

Il a été montré que le géravdu exJSRYV était suffisant pour induire des adémimames
chez la souris similaires a ceux décrits chez leitoro La protéine d'enveloppe ne présente pas
d’homologies avec des protéines cellulaires celiquite la possibilité d’acquisition de tout ou
partie d'un oncogene cellulaire. Les récepteurs H¥Arouvés chez la souris ne se lient pas avec
les protéines d'enveloppe du exJSRV. Il est dordeév que l'interaction entre exJSRV et HYAL-2
n'est pas requise pour 'oncogenése méme si celfagmefaciliter I'induction [Wootton S. Ket al.
2005].

Par contre, la queue cytoplasmique (CT) du domamaesmembranaire (TM) est le
déterminant majeur de la transformation cellulanduite parenv[Varela, M.et al. 2006] dans un
processus récepteur-indépendant.

Il apparait que la protéine d'enveloppe du exJ8Raragit directement avec la protéine Ron
tyrosine kinase, qui est un régulateur-inhibitew ldnflammation, important aussi dans les
fonctions du trophoblaste, et qui est normalemégtlé par les récepteurs HYAL-2. De plus, la
protéine d'enveloppe du enJSRYV interagit aussi &vguotéine Ron tyrosine kinase en bloquant
son autophosphorylation [Varela, BL al. 2006].

Les interactions entre HYAL-2, Ron, les protéikenveloppe des exJSRV et enJSRV ne
sont pas encore tres claires, de méme que leurdahs la pathogenese du exJSRV et leur

participation dans la placentation (abordée en)aval
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V. L'enJSRV : une protection naturelle contreJ8RV

A. Blocage de I'entrée du exJSRV dans la cellule

1. L'exJSRV et I'enJSRV utilisent le méme récepteur

Spenceret al. ont montré, en utilisant des cellules murines NIH3-HYAL2 (cellules
murines exprimant le récepteur humain HYAL-2 quexJSRV et I'enJSRV utilisent le méme
récepteur cellulaire HYAL-2 pour entrer dans lduel En effet, des cellules NIH 3T3 n’exprimant
pas HYAL-2 ne permettent pas l'entrée de vecteundapt la protéine d’enveloppe des deux
Retrovirustandis que des cellules modifiées NIH 3T3-HYAL-@t permissives a ces vecteurs
[Spencer, T. Eet al. 2003].

2. L'enJSRV bloque I'entrée du exJSRV dans lesllesllou il est présent

Palmariniet al. ont étudié l'infection de lignées cellulaires stiales d’endometre ovin. Ces
cellules n’expriment normalement pas I'enJSRV. ptession expérimentale du enJS5F16 (une des
copies du enJSRV au sein du génome) au sein deelteles inhibe au moins d'un facteur 300 leur

infection par des vecteurs comportanvdu exJSRV [Palmarini, Met al. 2004].

3. Conclusion

On a donc une compétition au niveau des réceptalitdaires entrenvdu enJSRV et du
exJSRYV qui bloque et limite I'entrée du exJSRYV danzellule.
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B. Blocage du cycle réplicatif du exJSRV

1. L'enJSRV ne peut pas libérer de particulesesrdans le milieu extracellulaire

L'enJSRV forme des particules virales au sein ytoptasme cellulaire mais celles-ci ne
peuvent pas sortir de la cellule. En effet, lagfaation de cellules 293T ne permet pas d’observer
de particules virales dans le surnageant des eslinfectées [Mura, Met al. 2004].

Une des hypothéses est que certliosdu enJSRV ne codent pas le domaine tardif L de la
protéine codée pagag dont I'absence permet la production de particwiesles mais pas leur
libération [Palmarini, Met al. 2004].

2. L'enJSRYV bloque la libération cellulaire du eRY¥S

L'infection de cellules 293T par un clone du e5G&1 (une autre copie du enJSRV) révele
une quantité importante de protéines codéeg@grmmatures dans le cytoplasme et 'absence de
ces protéines dans le surnageant. L'infection decedlules par un clone du exJSRV montre la
présence de protéines codées gy matures et immatures au sein du cytoplasme, eetain
nombre de protéines matures dans le surnagearo-mEection par les deux clones montre une
guantité importante de protéines codéesgagrnon matures dans le cytoplasme et une absence de
protéines dans le surnageant [Mura, 8. al. 2004]. On constate donc ici que la présence
concomitante des formes endogene et exogene entuain restriction du cycle réplicatif de la

forme exogéne.

Par microscopie électronique, on peut observer deg cellules 293T infectées par
enJS56A1 produisent des particules virales qui sesgentiellement regroupées en région
périnucléaire. Par contre, aucune particule n’éseon/ée en bourgeonnement ou en dehors de la
cellule. Ceci est une différence observée entrepaticules du exJSRV et celles du enJS56A1.:

celles de ce dernier sont agglomérées en tas $stuea, M. et al. 2004].

Les protéines codées pgag des enJS56A1 et exJSRV sont identiqgues a 94 %. Les
différences majeures sont localisées dans deunngdiVR1 et VR2) qui sont riches en résidus
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proline et localisées entre les protéines CA et NMAtilisation de chimeres a permis d’estimer la
séquence responsable du défaut de production atale I'interférence avec le cycle du exJSRV.
Vraisemblablement, cette séquence d’acides amstgsr@che du résidu 142 de la séquence codée
pargag[Mura, M. et al. 2004].

La construction de clones du enJS56A1 possédanimdgations ponctuelles a amené a la
conclusion que la mutation en position 21 d’'uneréing présente chez I'exJSRV en un tryptophane
chez I'enJS56A1 est déterminante pour les fonctionsinantes négatives gag endogene [Mura,

M. et al. 2004]. Cette conclusion est appuyée par des ®tultérieures sur des provirus mutants
[Murcia, P. R.et al. 2007]. Cette mutation introduit un acide aminérbpthobe dans une portion
exposée de la protéine. Il pourrait donc y avd#ération de la capacité de la protéine codéepgr

a interagir avec des facteurs cellulaires nécessainx déplacements des particules virales dans la
cellule [Mura, M.et al. 2004].

La séquencé&ag code la protéine de structure du cceur de la ncapside rétrovirale et
joue un réle majeur dans lI'assemblage rétrovirdé éourgeonnement des particules. Comme nous
venons de le voir, I'enJS56A1, une des trois cogiieprovirus enJSRV, possede une mutation en
position 21 de sa protéine codée gag remplacant une arginine par un tryptophane. Cette
arginine est conservée normalement chez tousetesetrovirugMurcia, P. Ret al. 2007].

Lesbetaretroviruss’assemblent au sein du cytoplasme dans la régionentrosomale puis
se déplacent vers la membrane cellulaire par uramigme impliquant entre autre les endosomes et
la glycoprotéine d’enveloppe virale. Parmi les déiaants du déplacement de la protéine codée
par gag vers la membrane cellulaire, on trouve deux doewire domaine de liaison avec la
membrane (M) et le domaine tardif (L). Les virustamis pour le domaine M ont une capacité a
rejoindre la membrane cellulaire altérée tandis lggemutants pour le domaine L ne peuvent pas
sortir de la cellule et restent donc accolés adantsrane [Murcia, P. Ret al.2007].

Il a été étudié alors la possibilité que ce smiidbmaine M, dont le résidu 21 fait partie, qui
soit responsable de I'effet dominant et négatieddS56A1 sur I'exJSRV. En fait, seul le résidu 21

est impliqué dans ce mécanisme [Murcia, PetRal. 2007].
Pour démontrer l'action directe ou indirecte dwSH6A1 sur I'exJSRV, des mutants

possédant une séquengag enJS56A1 tronquée ont été créés. Il a été obsprume séquence

entiére degagenJS56A1 est nécessaire pour un blocage du exJER¥striction du cycle viral du
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exJSRV n’'est pas seulement due a une compétitionéckpteurs mais bien a une action du
enJS56A1 sur I'exJSRV [Murcia, P.&.al.2007].

Plusieurs expériences ont permis de mettre eregeelune association en trans des deux
virus voir méme un co-assemblage [Murcia, PetRal. 2007].

La protéine codée payag du exJSRV normalement se déplace vers le cent®spres
transcription, et le ciblage du centrosome est rntajeement déterminé par le résidu 21. Il semble
gue I'enJS56A1 ne rejoigne pas le centrosome. l-assemblage des enJS56A1 et exJSRV
empéche donc les particules du exJSRV de rejoiledcentrosome et d’étre ensuite ainsi guidées

vers la membrane cellulaire [Murcia, P.dRal.2007].

C. Conclusion

On peut donc observer ici un cas particulier paesiRetrovirus: c’'est la premiére fois
gu’'un double blocage par un virus endogéne, conamtenn blocage tardif, est décrit. En effet,
I'enJSRV bloque d’une part 'exJSRV par compétiiamiveau des récepteurs mais, d’autre part, il
bloque la sortie des particules virales de I'exJRMa cellule (Figure 23). Il est vraisemblable
gu’une mutation du résidu 21 de la séquegagdu enJSRYV lui confére la capacité d’empécher les
particules virales du exJSRV, en se co-assemldangjoindre le centrosome et donc la membrane
cellulaire.

Ce blocage tardif permet d’entrevoir de nouvellisses pour les traitements antiviraux.
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Figure 23. Blocages induits par I'enJSRV sur le cye réplicatif du JSRV. D’aprés Palmarini,
M. et al. 2004.

ler blocage.

\

V. L'enJSRV permet une immunotolérance envers$BXxJ

A. Une réponse immunitaire absente

La réponse immunologique a linfection par le JSBAt peu comprise. Aucune réponse
humorale spécifique n’est détectée [Summergt@l. 2002]. La réponse a médiation cellulaire est

pour le moment inconnue bien qu’il ait été démontmé lymphopénie des CD4 et une neutrophilie
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dans le sang périphérique des adultes en phasmadend’APO. Il a, en outre, été montré que lors
d’infections aigués expérimentales et au coursé&eldppement d’APO on observait une absence
d’anticorps spécifiques de la protéine CA du exJ38Mnmers, Cet al.2002].

Cette absence de réponse est surprenante cait,ayrdee a des études effectuées sur souris,
gue les tumeurs induites par le gemev du enJSRV peuvent étre contrdlées par le systeme
immunitaire normal de I'animal [Wootton, S. &t al. 2005].

B. L’hypothése d’'une transformation des cellulesmumitaires par |'exJSRV
[Summer, Cet al.2002]

Une des premiéres hypothéses, explorée par léqiepSummerst al, est que le virus

transforme les cellules de la réponse immunitaire.

Bien que peu de cellules immunitaires soient itéfes, la charge provirale la plus importante
se situe au sein des monocytes/macrophages, mgdatacellules B et enfin T. Quoiqu’il en soit, il
n’y aucune évidence d’une transformation de cdsleslpar le virus.

Une investigation des réponses lymphoprolifératiseune stimulation par mitogéne a étée
entreprise. Elle montre une altération de la réparddlulaire de I'hnéte corrélée a la présence du
exJSRV. En effet, une réponse diminuée a la stitmnlgpar la concanavaline A (ConA) est
evidente dans les cellules mononucléées du sangphpégue des animaux infectés
expérimentalement par I'exJSRV, trés précocemerg & semaines post-infection) au cours du
processus tumoral des cellules épithéliales pulinemaCette altération est aussi évidente chez les
individus atteints d’APO.

Mais cette étude ne permet pas de mettre en é@adane transformation des cellules

immunitaires (monocytes, macrophages, cellulesB.et

A l'instar de ce qui a été décrit pour le viruslddeucose féline ou le virus de la leucémie
murine, on peut imaginer que l'immunosuppressioraisedue a la présence de la protéine
transmembranaire p15E qui empéche l'agrégationréespteurs ConA et donc interfere avec la
redistribution du cytosquelette. On peut aussi émé&hypothése que les mécanismes utilisés dans
le processus néoplasique pourraient altérer langgpaeellulaire sans pour autant transformer la

cellule.
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Avec aucun anticorps spécifique circulant détettdes altérations phénotypiques seulement
démontrées chez l'adulte atteint d’'APO, la répaéseite a la stimulation par ConA indique une
altération au sein de I'immunité systémique. Cengement est un événement précoce au cours de
l'infection par I'exJSRV, maintenu pendant le psstes tumoral et retrouvé au stade terminal de
I'APO.

C. Une immunotolérance induite par enJSRV

Une autre hypothése émise est que le défaut déaps ne provient pas d’'une action du
exJSRV sur les cellules de I'immunité mais d’'un¢icecdu enJSRV sur la formation de ces
cellules. En effet, on peut imaginer que la préseda provirus homologue entraine une

immunotolérance vis-a-vis du virus exogene [YorkDet al. 1992].

Le génome du enJSRV est fortement exprimé chéetes ovin. Une expression spécifique
de 'ARN du enJSRV est observée au sein dartana propriadu tube digestif. Son expression est,
de plus, détectéee au sein des plaques de Peyeanst ld thymus de$oetus En particulier,
'expression dans le thymus est détectée de mapr@dominante au sein de la jonction cortico-
médullaire [Spencer, T. Eet al. 2003]. La sélection finale des cellules T se déralans cette
région du thymus.

Ceci soutient I'hypothése que les moutons sontdugntolérants a I'encontre du virus
exogene par l'expression du enJSRV dans le feetusoarts du développement du systeme
immunitaire. Les moutons seraient donc immunotalérais-a-vis du virus JSRV exogéene de par la
présence du provirus enJSRV [Dunlap, K.eAal. 2005 ; Palmarini, Met al. 2004 ; Wootton, S.
K. et al. 2005].
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D. Discussion

Cette immunotolérance pose alors le probleme dadaination. En effet, méme si il a été
montré que des anticorps pouvaient étre déteceEsdis moutons immunisés avec une protéine de
capside recombinante ou des protéines de surfaadjewant, il est difficile d’imaginer un vaccin
pouvant engendrer une forte réponse immune aloeslaplupart des épitopes viraux seraient
reconnus comme du soi [Palmarini, &.al. 2004].

De plus, comme nous allons le voir dans le cheygtivant, I'enJSRV joue un réle important
dans la reproduction ovine. On peut donc s'intenregr les conséquences qu'il pourrait y avoir sur
I’héte si on trouvait un vaccin effectif contredJ3SRV.

Enfin on peut s’interroger sur le bénéfice app@aér 'hdte de cette immunotolérance et

pourquoi la sélection naturelle I'a conservée awrsau temps.

VI. R6le du enJSRV dans le processus de morphogai@ésentaire

Comme nous venons de le voir, Betrovirusendogene (enJSRYV) est exprimé au sein des
cellules du mouton. Il n'a pas d’action pathogéngppe mais il interagit de maniere bénéfique et
nuisible pour I'néte avec son homologue exogenétude de cet ERV a par contre permis de
montrer qu’a la différence du exJSRV qui a un som@ pulmonaire, I'enJSRV est spécifiquement

exprimé au niveau du tractus génital des femelles.

A. Expression majeure de enJSRV au sein du tragmnsal

L’ARNm de l'enveloppe du enJSRV a été deétecté dendumiéere utérine et dans
I'épithélium glandulaire superficiel de I'endometnetercaronculaire ainsi que dans la portion
cotylédonaire du placentome. Spécifiguement, I'ARBInvdu enJSRV et la protéine d'enveloppe
sont retrouvés au sein du trophoblaste mononuelé@aiais sont surtout abondants dans les cellules

binucléées géantes du trophoblaste et les plaguegtotrophoblastiques du placentome [Dunlap,
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K. A. et al. 2006a]. Aucune expression d’ARNmM des enJSRV néadéttectée dans la portion
caronculaire du placentome [Dunlap, K.ek.al. 2005].

Comme on l'a vu précédemment, le génome ovin contienviron 20 copies du
betaretrovirusendogene enJSRV [Hecht, Seflal. 1994]. Ces copies correspondent en réalité a 3
séquences différentes, qui possedent toutes ausnumircadre de lecture pour un des géenes de
structure, mais qui sont incapables de former detscples virales infectieuses [Dunlap, K. &.al.
2006a]. Il a été montré que ces 20 copies sonveangnt transcrites au sein de I'endometre
[Dunlap, K. A.et al.2005 ; Mura, Met al.2004].

D’un point de vue physiologie comparée, la présateéexpression denvdu enJSRV au
sein du tractus génital et du placenta est extrémesimilaire a ce qui est observé chez 'hnomme et
la souris ou on retrouve une glycoprotéine de mamhautement fusogénique, appelée syncytin,
produite par le gene d’enveloppe d’'un ERV, qui ihtluformation desyncytiaapres réaction avec

les récepteurs déetrovirusde type D [Dunlap, K. Aet al. 2005].

On peut donc s’interroger sur I'expression deRmtrovirus spécifiguement au sein du

tractus génital de la femelle et le r6le qu'il pgybuer.

B. Placentation chez les ovifBunlap, K. A.et al.2006a]

Chez toutes les especes, l'implantation du blastecyrécede et est requise pour la
placentation. C’est un processus hautement coogdgunimplique que le blastocyste se détache de
la zona pellucida se positionne et s’attache par adhésion du thipbte a I'épithélium de la
lumiére de I'endométre. Chez le mouton, I'oocyteofidé se développe en umerula au sein de
I'oviducte puis est transporté vers I'utérus &jodir enveloppé par laona pellucidaacellulaire. La
morulase développe en blastocyste &joéir qui se détache de zana pellucidaentre le 7et le §
jour puis prend une forme sphérique ou tubulaireld&Ujour. Entre le 12 et le 18 jour, le
trophoblaste du blastocyste s’allonge en une fofilamenteuse. Les cellules mononucléées du
trophoblaste produisent I'interféron tau (IkRNqui est le signal de reconnaissance de la gestati
chez les ruminants. Le blastocyste est a ce mofaerinsidéré comme wonceptusAlors que

celui-ci s’allonge, I'implantation commence aveapposition et I'attachement du trophoblaste a

139



I'épithélium utérin entre le £3&t 15 jour. Au 16 jour, le conceptus commence a étre fermement
attaché voire a adhérer a [I'épithélium de la Ilumiade I'endomeétre. Parallelement a
'agrandissement du trophoblaste pendant I'élogatiuconceptusles cellules géantes binucléées
du trophoblaste commencent a se différencier désles mononucléées. Au sein donceptus
ovin, les cellules binucléées apparaissent en reentre le 14 et 16 jour de gestation. Aux
environs du 18jour, elles forment 15 a 20 % du trophectodermeesti apposé a I'épithélium
utérin. Aprées formation, les cellules binuclééegnemt et fusionnent avec des cellules épithéliales
de la lumiére de I'endomeétre, produisant des caldtinucléées foeto-maternelles hybrides. La
migration continue de cellules binucléées et laofusen cellules trinucléées, accompagné du
déplacement ou de la mort des cellules épithélisti@snes restantes, est envisagé comme étant a la
source des plagues syncytiales multinucléés quiesorent jusqu’a 25 nuclei et couvrent chaque
caroncule entre le 2@t le 24 jour.

Pendant la gestation, $gncytium au sein duquel aucune division nucléaire n’atréidvée
s’étend de maniere conséquente pendant la formatiws cotylédons placentaires.
Vraisemblablement, sesuclei dérivent de la différenciation, migration et fusicontinue des
cellules binucléées. Les cellules binucléées atyteytiotrophoblaste multinucléé jouent un rble
essentiel dans la morphogenése du placenta.

Entre le 20 et le 66 jour, les aires cotylédonaires du placenta, quit gwincipalement
formées par les villosités chorioniques et les pésgsyncytiales, commencent a s’interdigiter avec
les caroncules de I'endometre maternel pour forlegplacentomes. Les placentomes fournissent
une source de nutrition hématotrophique pour leisogdn notera que les cellules binucléées et les
syncytiamultinucléés du placenta ovin produisent des feptiet des hormones stéroidiennes,

comme la progestérone et ’lhormone lactogene plaren

C. Corrélation entre placentation et expressioardiSRV et HYAL-2

Par northern blot, Dunlapt al. ont pu détecter le génome complet du enJSRV ginsi
ARNmM envdu enJSRV correctement épissé dans 'endométecarbnculaire a partir du Apur
et jusqu’au 30 Cet ARNm a principalement été détecté dans I'enitee intercaronculaire aprés le

30e jour et dans les placentomes dtiat0126 jour de gestation [Dunlap, K. &t al. 2005].
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HYAL-2 est une protéine cellulaire de surface @it sle récepteur pour I'entrée du exJSRV
dans les cellulegia les protéines d'enveloppe du exJSRV. Nous avgaspgévoir que HYAL-2 se
lie aussi aux protéines d'enveloppe du enJSRV. @ gonc se demander si I'expression du
enJSRV au sein du tractus génital est corréléexpriéssion de HYAL-2. LARNmM de HYAL-2
n'est pas observé dans I'utérus maternel (épitimétle 'endomeétre, stroma ou myometre) [Dunlap,
K. A. et al. 2006a]. Par contre HYAL-2, qui n’est pas expriniésain du conceptus au®1aZ et
14° jour, y est exprimé au @t au 18 L’ARNm de HYAL-2 n’a pas été détecté dans I'enddra
intercaronculaire indépendamment du jour de gestatPar contre il a été détecté dans les
placentomes du 4Gu 126 jour. LARNmM de HYAL-2 est exclusivement exprimarges cellules
binucléées et les plagues syncytiales des cotyfgtacentaires mais dans aucun autre type de
cellules du placentome [Dunlap ; K. ét al. 2005].

La co-expression abondante éev du enJSRV et de HYAL-2 au sein des mémes types
cellulaires donne du crédit a I'hypothese de leaplication dans la régulation du développement
du conceptus ovin (embryorficetus et membranes extra-embryonnaires associées) et la
morphogenése du placenta, peut étre entre autreeeiant sur les cellules binucléées et en

favorisant ou en entrainant leur fusionsgmcytiamultinucléés (Figure 24).
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Figure 24. Hypothese sur le r6le biologique de enenJSRV et HYAL-2 au sein de la
différentiation du trophoblaste chez le mouton.D’apres Dunlap, K. Aet al. 2006a. MTC :

cellules mononucléées du trophoblaste ; BNC : llbinucléées géantes ; LE : épithélium de la

lumiére de I'endomeétre.
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D. Mise en évidence de I'association entre I'enJ&RM placentation

Pour essayer de déemontrer cette hypothese, Dehkpont procédé a certaines expériences
in vivo et in vitro: ils ont créé un oligonucléotide morpholino aetis (MAO) pour inhiber
spécifiguement I'expression des ARNemv de enJSRV. Les MAO inhibent spécifiquement
I'épissage de I'ARN et/ou sa traduction par un mérae de blocage stérique qui est RNase H-
indépendant. Les morpholinos sont effectifs unigermquand ils complémentent la région
nucléotidiqgue autour du codon initiateur et/ou diges d’épissage possibles d’'un gene dARNm
précis. La séquence nucléotidique autour de laeségud’épissage SA et du codon initiateueade
du exJSRV et dekci du enJSRV connus sont fortement conservés, indiggaun seul MAO
devrait inhiber I'épissage et la traduction dellgpprt des enJSRYV [Dunlap, K. At al. 2006b]. En
comparaison, la protéine codée pag est produite a partir dun ARN génomique complersa

gue la protéine d'enveloppe est produite unique@atrtir d’'un ARNm correctement épisseé.

Comme nous venons de le voir, TARNm du enJSRWeé&stord détecté au $our, quand
le blastocyste commence son élongation, impligleaptolifération et 'agrandissement intense des
cellules mononucléées du trophectoderme. Cellgseduisent IFNe, signal anti-lutéolytique qui
agit sur I'endometre, maintient la fonction corpus luteunet assure ainsi une production continue

de progestérone nécessaire a la gestation.

Dunlapet al.ont donc procédé a deux études:

- la premiere a pour but de quantifier I'effet deA®kenv sur la croissance des
cellules mononuclées du trophectoderme. Le niveadFiN< a ainsi été mesuré et on
observe que la quantité retrouvée dans les rincaigems des femelles traitées par MAO-
env est considérablement plus basse que celle reeocivéz les femelles traitées avec le
placebo. lls ont ensuite évalué mceptugpour la présence de cellules géantes binucléées
du trophoblaste : celles-ci sont en tres petit nemimire inexistantes chez les femelles
traitées avec MAQ@nv alors gu’elles sont en nombre normal chez celia@isées avec le
placebo. Enfin il a été confirmé que le retard deedboppement daonceptusdes femelles
traitées par MACenv était associé a une réduction éesydu enJSRYV ; en effet la quantité
de envdu enJSRV est considérablement diminuée au seircelkiles accessibles a MAO-
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envchez les femelles traitées, alors qu'elle est ddnate chez les femelles traitées avec le
placebo [Dunlap, K. Aet al. 2006b].

- la deuxiéme étude porte sur la capacité des ptuseades femelles traitées par
MAO-enva engendrer une gestation. On a remarqué quertedlés traitées avec MAénv
montrent un taux de gestation de 20 % (comparé a%0et 83 % chez les femelles
témoins), et on a observé un avortement précoce tchees les femelles traitées [Dunlap,
K. A. et al.2006b].

On voit donc ici que, quand une approdheitero est utilisée a I'aide d’'un morpholino, la
restriction des protéines eteloppe du enJSRV induit une réduction de la crassadu
trophectoderme pendant I'élongation du blastocgstia formation dwconceptusune diminution
des taux de IFN-et donc une lutéolyse et un retoura@strus Ces études soutiennent donc tres
fortement les hypotheses que I'enJSRV joue unfdildamental dans la croissance des cellules
mononucléées du trophectoderme et dans la difféxtime des cellules géantes binucléées du

trophoblaste pendant la période de péri-implamagtapes clef de la gestation.

E. Interactions hormonales

Certaines études menées par Palmatiai. ont montré que les LTR dacusenJSRV59A1
étaient transactivées au moins dix fois plus pardgestérone alors que les effets de celle-diesur
LTR du exJSRV sont minimaux. Ces études montreiatugsein de 'endometre ovin, I'expression
de 'ARNmM du enJSRV est corrélée au niveau de mtégene circulant et a I'expression des
récepteurs épithéliaux a progestérone, suggéranieglL. TR du enJSRV contenant les initiateurs et
promoteurs viraux sont influencés par la progesei@almarini, M.et al. 2001b] (Figure 25 &
26).

De plus, on sait que les cellules binucléées sesymshétisent et secrétent I'hormone
lactogene placentaire, hormone clef au cours deéstation, qui stimule la morphogenése
glandulaire endométriale et les fonctions différéas pour la nutrition foetale [Palmarini, bt al.
2004]. Puisque I'enJSRV est vraisemblablement timaaeur de la synthése de cellules binucléées,
on peut entrevoir ici un schéma d’action et réttioacentre les cellules binucléées, I'enJSRYV, la

progestérone et 'hormone lactogene placentaire.
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Figure 25. Effets du cycle oestral et du début deegtation sur I'expression des ARNm du
enJSRYV au sein de 'endométre ovirD’apres Palmarini, Met al. 2001b.
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Figure 26. Effets de la progestérone sur l'activitéles LTR de différentes souches du enJSRV
dans des transfections utilisant des cellules d’&pélium de la lumiére de I'endomeétre ovin.
D’aprés Palmarini, Met al. 2001b. Les résultats sont exprimés en facteurgiemtation de

I'activation comparé a des témoins sans additioprdgestérone.
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VIl. Conclusion

On vient donc de voir un modéle animal rare de wmépithéliale induite par uRetrovirus
exogene, induisant 'oncogenése par le biais daagine d’enveloppe, le JSRV (ou exJSRV) qui
présente plusieurs particularités uniques et ingénates pour la recherche humaine.

En effet ceRetrovirusse trouve sous forme endogéne au sein du génosneetleles hotes.
Cette forme endogéne va interagir avec la formgene de deux facons : d’'une part elle bloque le
cycle réplicatif du virus exogene en I'empéchargndfer dans la cellule et en I'empéchant de
libérer ses particules ; d’autre part elle induieimmunotolérance de I'h6te vis-a-vis de la forme
exogene. C’est la premiere fois qu’un blocage &eau de la libération de particules est décrit et i
peut donc permettre de faire évoluer les solutibésmpeutiques concernant Retrovirus

Une des hypothéses retenues pour le moment estleguenJSRV ont d’abord été
sélectionnés pour leur effet protecteur sur I’hé&texpression du enJSRV au sein du tractus génital
peut avoir conféré un avantage au niveau de I'éaviypour les ovins/caprins a travers la résistance
aux infections associées abrtaretrovirusexogenes homologues circulants [Palmarini,etial.
2004; Dunlap, K. Aet al.2005].

Cette sélection des enJSRV au niveau du tractugabén pu amener une pression de
sélection sur lebvetaretrovirusa tropisme pulmonaire plutét que ceux a tropisreitgl (Figure
27). En effet les LTR des exJSRV sont activés @ar fdcteurs spécifigues des poumons comme
HNF-3B alors que les enJSRYV testés ne sont pas affédsssrésultats soutiennent I'idée que les
exJSRV et exENTV ont développé leur tropisme pulai@n relativement récemment et
vraisemblablement aprés l'intégration desi du enJSRV dans la lignée germinale [Palmarini, M.
et al. 2004]. Cette difference de déterminisme d’expmsau sein des différents tissus semble étre
particulierement liée aux séquences LTR des vidaslfon, Jet al. 2003].

Il est possible que cette intégration des enJSR¥ s ruminants ait pu assister la pression
sélective pour la formation de placentomes et degiotrophoblastes [Palmarini, Mt al. 2004].

En effet, on a vu que I'enJSRV participe activemeintde maniere importante dans le
processus de placentation. Malgré de nombreusetegtwne preuve du rble essentiel des
Retrovirusendogénes n’a pas encore été trouvée chez I'hof®me ici un exemple concret de
Retrovirusétant indispensable au sein d'un processus physjoie.

L’hypothése dunetaviruspostule que la distinction génétique entre le gémde I'hote et le

génome viral disparait quand I'infection par leugilest indispensable a la survie de I'héte. On peut
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Voir ici un cas ou le génome viral a vraisemblatdamaidé I'évolution. On peut se demander si
I'enJSRV participe, comme il est supposé chez dauespeces, a la tolérance fdetuspar le

systeme immunitaire maternel.

Figure 27. Modele proposé pour I'évolution desbetaretrovirus chez le mouton. D’aprés
Spencer, T. Eet al. 2003. Les moutons en noir représentent I'espeaatda fixation de enJSRV
dans la lignée germinale. La période d’endogémisateflete ce qui a été estimé pour les thods
complets du enJSRV, elle n'est pas nécessairenepnésentative de tous lésci des enJSRV

présents dans le génome ovin.
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Sixieme chapitre:Retrovirus endogene du Koala — un

modele d’endogénéisation récente
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|. Koala

A. Histoire du koala

L’Australie s’est séparée des autres continentsailenviron 45 millions d’années, devenant
une ile sans aucun contact avec I'extérieur [Shard,995]. La faune et la flore présentes a cette
époque ont ainsi évolué, protégées de linfluenes autres territoires. Une partie des espeéeces,
animales et végétales, retrouvées aujourd’hui'eryl sont donc endémiques.

Les premiers étres humains a habiter I'lle furest dborigénes qui ont commencé a la
peupler il y a environ 60.000 ans. L’homme « blaraccolonisé le territoire uniquement a la fin du
18 siecle [Sharp, A. 1995].

Le koala cendré Rhascolarctos cineredisou paresseux australien est un marsupial
arboricole justement endémique de I'lle. Il fut dpour la premiere fois en 1817 par le zoologiste
Georg August Goldfuss. Il est le dernier représdrda la famille des Phascolarctidés encore vivant
[Wikipedia, 2007a].

Chassé par les aborigenes en tant que gibiert dlddimé par les colons qui firent de la
vente de fourrure un commerce important a I'épodjuest depuis protégé, considéré comme un
animal en voie de disparition. Les koalas sontoretés a I'état sauvage dans quatre états
australiens, tous situés sur les cotes est etstudrieensland, New South Wales, Victoria et South
Australia. Son statut varie d'un état a l'autrdaml de commun a rare et vulnérable [Sharp, A.
1995].
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B. Classification

La classification du koala au sein du regne anesalésumée dans le tableau (Tableau 9) suivant:

Tableau 9. Classification classiqueD'apres Wikipedia, 2007a.

Regne Animalia

Classe Mammmalia
Sous-classe Marsupiala

Ordre Diprotodontia
Sous-ordre Vombatiformes

Famille Phascolarctidae

Genre Phascolarctos

Espece Phascolarctos cinereus

Il. La découverte d’'uRetrovirus

Aprés avoir longtemps été chassé pour sa fourleileala est aujourd’hui une espece protégée
et trés activement surveillée. Mais malgré cettagmtion, on observe un déclin de la population
qui est di d'une part & un faible taux de repradacet d’autre part a une mortalité élevée
[Obendorf, D. L. 1983 ; Booth, R. &t al. 1999].

Les affections pathologiques qui vont étre majogtaent retrouvées, aussi bien chez les
animaux captifs que sauvages, sont les infectiggmomunistes et les syndromes néoplasiques
[Obendorf, D. L. 1983 ; Booth, R. 8t al. 1999]. Les infections opportunistes les plus désrsont
la chlamydiose &hlamydia pecorunet Chlamydia pneumoniaa&vec tropismes oculaire, génital ou
urinaire, le complexe rhinite/pneumoniBofdetella bronchisepticaPseudomonas aerugingsa
Corynebacterium sp Enterobacter sp Proteus sp..) et la cryptococcose Cfyptococcus
neoformans var. gattiiet var. neoformans Les syndromes néoplasiques quant a eux sont
majoritairement représentés par les néoplasieshgides (qui sont principalement a cellule T, a

haute prévalence de leucémie -63 %- et impliquanhaimbreux organes [Connolly, J. é&t. al.
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1998]), les tumeurs craniofaciales des cartilagass et les proliférations séreuses (mésothéliome,
fibrosarcome, myxofibrosarcome) [Booth, J.g@tlal. 1999].
(N.B. : le Koala Stress Syndrome (syndrome de stdeskoala) qui a été décrit a une époque
comme une pathologie majeure des koalas rentraietiains le cadre des néoplasies lymphoides).
Cet ensemble d'affections, par analogie a d’autdsmas similaires observées chez des

especes diverses, a fait suspecter une immunasléeiprésente au sein de la population de koalas.

Cette hypothése d'une immunodéficience présentaeaiteere relativement généralisée au sein
de la population pousse le centre de rechercheodude San Diego, alors gestionnaire de la
population captive hors Australasie, a rechercherl@3 la présence d'un agent infectieux en

cause.

Une recherche virale ne met pas en évidence ditgctile transcriptase reverse au niveau des
lymphocytes de sang périphérique mais des particvimles sont observées par microscopie
électronique sur la plupart des cellules fixées M¥o M. et al. 1993].

Il s’agit ici d’'un Retrovirusen activité, infectant la majeure partie de layapon présentée au
zoo. Il est retrouvé aussi bien chez les animauadea que chez les animaux sains [WorleyeM.
al. 1993]. Il sera dénommé KoRV pour Ko&&troVirus Hangeret al. ont déterminé la séquence
complete de celui-ci (Figure28) [Hanger, Jetal. 2000].
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Figure 28. Alignement multiple d’'un échantillon repésentatif de virus liés au virus de
leucémie murine (MLV) utilisés dans les études phgténiques.D’aprés Martin, Jet al. 1999.

La séquence utilisée pour la comparaison est ugeesée de 280 acides aminés dérivée de la
région codant la protéase et la transcriptase seydes valeurs entre crochets correspondent au
nombre d'acides aminés omis pour l'alignementasésrisques représentent des codons stop tandis
que les points d'interrogation indiquent des dosn@anquantes; la séquence correspondant au
KoRYV est surlignée en grisaLV: virus de la leucémie des gibbons, RV Ko&atrovirusdu koala, SNV: spleen

necrosis virus/ virus aviaire de la nécrose splémidRV EchidnaRetrovirusdesTachyglossidaeRV boa constrictor:
Retrovirus du boa constrictorBoa constrictoy, RV Pit Viper: Retrovirus des Crotales Qrotalinag, RV Rook:
Retrovirusdu Corbeaux freuxQorvus frugileguy RV Wren: Retrovirusdes Troglodytinag RV African crocodile:
Retrovirus du crocodil du Nil Crocodylus nilaticus RV False gharial:Retrovirus du faux-gavial de Malaisie
(Tomistoma schlege)ii RV Natterjack toadRetrovirusdu crapaud calamit&Epidalea calamity RV Rh. caecilianlV:

RetrovirusdesRhinatrematidae.
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lll. Du statut d’exogene a endogene

Les particules virales ainsi trouvées se rappractienc de la famille deRetrovirus En effet,
des séquences de provirus entiéres et tronquéetédétectées et contiennent, pour les séquences
entiéres, tous les éléments génétiques de base wwsaixRetrovirusde type C [Hanger, J. ét
al. 2000] : LTRs, gg, projol, eny, site de liaison a 'amorce ARNt, polypurine tradmbite CAAT,
boite TATA, boite Cys-His et signal de polyadenglat

En outre, plusieurs observations laissent suppgs@r s’agit ici d'un Retrovirusendogene,
entier, actif, qui n’exclut bien évidemment pagptasence concomitante d’'un homologue exogene.
D’une part on retrouve ce provirus, lié aBetrovirussimien de type C, dans I’ADN de tous les
koalas examinés et dans tous les tissus par PQRretputhern blot: TADN génomique montre des
bandes similaires quel que soient les tissus, avesans néoplasie lymphoide. D’autre part des
particules de type rétroviral sont produites pas dellules tumoralem vivo (ce qui implique une
transcription provirale et un assemblage viral fectet on détecte des transcrits rétroviraux
homologues aux séquences provirales dans le salegg/&RN viral accompagné d’une activité de

transcriptase reverse dans le sérum [Hangeregall.2000].

Mais I'hypothése de I'existence d'un virus endogeest pas si évidente a trancher car, malgré
I'observation de plusieurs insertions tronquéesnfyta, J. Jet al. 2000], la grande majorité des
insertions sont entieres [Tarlinton, R. & al. 2006] et leur génome est compétent pour la
réplication. De plus, des particules virales santpites par les cultures de cellules mononuclées d
sang périphérique. Il existe en outre un lien €teviec unRetrovirus exogene (Gibbon ape
Leukemia Virus). Enfin, le nombre de copies au skigénome varie:

- en fonction des individus avec une diversité inguaie du nombre et des modéles
d’intégration;

- avec des insertions dispersées sur I'ensemble roongs

- avec un séquencage de la région hautement vadabgene d’enveloppe du virus
montrant de grandes variations inter et intra irlliglles.

Pour leur grande majorité — 63,5% - ces mutatiarg silencieuses. Cependant, ce type de
sélection pour des quasi-espéces fonctionnelles dgenombreuses mutations silencieuses a été

rapporté pour des virus exogenes mais n’est pagugpe virus endogenes. Chez ces derniers, on
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retrouve en général une perte de fonctionnalit@\iets des mutations aléatoires [Tarlinton, RetE.
al. 2006].

Toutes ces données sont plutbt caracteristiquas Riairovirusexogene, avec entre autre une
virémie qui devrait étre plus faible [Stoye, J.2B06] et un degré de conservation qui devrait étre

plus important chez un virus endogene. [TarlinR®nE. et al. 2006]

En effet, un provirus intégré peut normalement agimiq destins possibles:

- soit il devient une source pour des virus infectieu

- soit il évolue pour créer un génome viral qui s'éfrgpau niveau intracellulaire

- soit il se dégrade en ADN non codant

- soit on rencontre des recombinaisons entre lesduiRe laissent qu’'un LTR seul

- ou enfin il contribue a un gene qui peut avoir daection physiologique chez I'héte.

Globalement, ces destins vont de potentiellememgel@ux a bénéfique [Stoye, J. P. 2006].

L’évolution générale sur le long terme d@strovirusendogénes va généralement vers une
inactivité ou une activité bénéfique: une infedtidstrop importante a sur le long terme des
conséguences marquées sur I'espéce hote. C’esiymwm pourrait supposer par exemple que la
sélection d’'un bas niveau de réplication viraleoféserait la persistance a I'état endogéne ettserai

incompatible avec I'état exogene. [Stoye, J. P6200

En l'occurrence, concernant le KoRV, on observerésence du virus dans le génome des
cellules germinales avec:

- plus de similitudes relatives au modéle d’insertipand il existe un lien de parenté entre
les individus comparés;

- des modeles d'insertion des descendants qui skeméére une combinaison des modéles
des parents;

De plus, le modele d’insertion viral ne varie pageles différentes cellules d’'un méme animal

(Figure 29).

Tous ces arguments sont en faveur dRatrovirusendogene.

Pour conclure, nous nous trouvons donc ici facen &etrovirusendogéene qui a un statut
particulier au sein degammaretrovirugpuisqu’il se comporte comme un virus exogene raats

présent sous forme endogene : ceci augmente lébibssl’'auto-activation et de recombinaison
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avec des virus exogenes pour générer de nouvedoogemes avec une augmentation de la variété
des espéces hotes [Oliveira,éd.al. 2006].

Figure 29. Héritabilité des modéles d’insertion duKoRV. Mise en évidence d'une héritabilité

du Retrovirus. D’aprés Tarlinton, R. Eet al. 2006. a: southern blot d'ADN digéré provenant de
sang de koalas apparentés hybridé avec des somedks sstquencenv du KoRV; les liens de
parenté des animaux A a F sont représentés ausddssgouthern blot. b: représentation des
profiles d'insertions des descendants B et E dveritage des parents indiqué par des flechesvide
(provenance des deux parents) ou pleines (un seehf). c: southern blot d'’ADN digéré provenant
de différents tissus d'un méme koala. De 'ADN pr@ant de sang de serpent a été utilisé comme
témoin de contrdle pour les deux southern blot.
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V. Origine du KoRV

Les premieres études mettant en évidence le KoR\momtré qu’il présentait de nombreuses
homologies avec le Simian Sarcoma Virus (SSV) fvidu sarcome simien) et le Gibbon Ape
Leukaemia Virus (GaLV) (virus de la leucémie dulgib) [Hanger, J. &t al.2000] (Figure 28).

Il a été démontré par la suite que le KoRV étaifagntres fortement lié au GaLV (plus de 93 % d'
identité au niveau des aminoacides et 85 % au nides acides nucléiques) [Martin, i. al.
1999](Figure 30) et avec une séparation des deuxs vielativement récente puisqu’il y a
sensiblement autant de divergences entre le KoR¥¢ &alLV qu’entre deux souches du GalLV
[Martin, J.et al. 1999 ; Hanger, J. &t al. 2000] (Figure 31).

Figure 30. KORV comparé a d’autres virus liés au Mune Leukemia Virus. D’aprés Martin, J.
et al. 1999. Le pourcentage de divergence est calculétiésant des séquences utilisées lors
d'études phylogéniques. GaLV: Gibbon ape Leukenrasy MuRRS: Murine retrovirus-related

sequence, PERV: Pig Endogenous RetroVirus, SNVigdirBarcoma Virus.
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Figure 31. Arbre phylogénique de différents rétrovius basé sur une région de 280 acides
aminés codant pour la reverse transcriptase et larptéase rétrovirale. D’apres Martin, Jet al.
1999. Le symbole sur chaque branche terminale uredig classe de I'héte ou le virus a été isolé :
e, mammiféres ¢, oiseaux m, reptiles ;A, amphibiens; le KoRV est indiqué sur fond gris.
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L’hypothése de la présence du virus chez un ancétrenun, avec évolution indépendante
de celui-ci au sein des deux especes aprés spécetformation de deux virus différents, est peu
probable compte tenu du peu de différences quidtexentre les deux génomes et 'age minimal de
séparation des deux espéces (séparation de I'Aasttes autres continents il y a 45 millions
d’années). On a donc eu récemment transmission \dius de maniére concomitante aux deux

espéeces ou transmission du virus d’une espécatad’par le biais d'un héte intermédiaire.

Cette notion d’événement récent est appuyée pasdizce du KoRV chez les autres
marsupiaux présents en Australie [Hanger, &t al. 2000] et par la découverte de populations de
Koalas vierges de KoRYV [Oliveira, Mt al.2006].

En effet, au début du siécle, dans le but de peotégspéce, un certain nombre d’individus
ont été déplacés sur une ile — Kangaroo Islanddkeesiers animaux exportés sur I'ile l'ont été en
1920. Ces animaux ont ensuite servi a repeupléaines régions australiennes. En étudiant cette
population préservée, on s’est rendu compte quiauaividu n’était porteur du KoRV. Les études
meneées au sein des quatre régions ou vivent ddasksauvages ont montré que le pourcentage
d’individus porteurs du KoRV augmentait en allant sid vers l'est (faible sur Raymond Island,
moyen sur Ballarat et 100 % sur SE Queensland, &5 Bsland et Blair Athol) [Tarlinton, R. Et
al. 2006] (Figure 32).
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Figure 32. Prévalence de KoRV au sein des diverspspulations de Koala.D’aprés Tarlinton,

R. E.et al. 2006. La distribution des populations sauvagekoddéa en Australie est montrée par la

zone grise; les taux de prévalence du KoRV au demdifférentes populations étudiées ont été
définis par les résultats de PCR et PCR en temgdsug de I'ADN extrait d'échantillons sanguins;

les résultats sont représentés en camemberts eveédultats positifs en gris foncé et négatifs en
blanc; les valeurs indiquent le nombre d'échamdlpositifs sur le nombre global d'échantillons

testés.

Cette homologie avec le GaLV et la présence diidds vierges de tolRetrovirussont en

faveur d’une endogénisation active, démarrée imoins de 200 ans.

L’hypothése d'une transmission horizontale Rietrovirus n’est possible, vu la situation
géographique des deux especes, que par lintermg&ddun vecteur hote, porteur sain,
probablement de type rongeur [Hanger, JetJal. 2000], soit simple messager d’'une espéce a

I'autre, soit source commune du virus. |l se patiqae ce rongeur soit arrivé d’Asie du sud-est par
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les ports du nord de I'Australie et ait ainsi irtfedes koalas dans une vague d'endogénisation du
nord vers le sud [Denner, J. 2007].

Il a été postulé que ce vecteur était une souraiqge du typeMus caroliou une espece
apparentée, chez qui on a retrouveRatrovirusendogéne proche du GaLV et du KoRV [Stoye, J.
P. 2006]. Cette hypothése est aujourd’hui remisguezstion par certaines études qui ont montré
que KoRV n'infectait pas les cellules de souris. géaiode hypothétique de contamination ne
permettrait pas une évolution suffisante des deusvpour qu’ils soient hoéte-incompatibles

aujourd’hui en ayant été compatibles il y a 200@nsnoins [Fiebig, Uet al. 2006].

Une des gquestions qui se pose aussi est la présens®RV chez les koalas captifs et

sauvages alors que pour le moment le GaLV n’aedtéuvé que chez des gibbons captifs.

L’apparition récente de deetrovirusendogéene, au sein de la population de koalasnest e
tous cas extrémement intéressante du point de eliéwblution. La quasi-majorité dédetrovirus
endogenes que nous connaissons aujourd’hui oenéiggenisés il y a plusieurs milliers et surtout
millions d’années. C’est la premiére fois que lassiste au phénomene pourrait-on dire en temps
réel.

Retrouver l'origine du virus, reliant le GaLV et KoRV peut permettre d’identifier les
séquences reliées a I'évolution exogéne ou endogfese déterminer si une adaptation a ces modes
de fonctionnement différents a eu lieu.

De plus, parmi I'ensemble déetrovirus deux genres (deltavirus et lentivirus) n’ont pas,
dans I'état actuel des connaissances, générettevirusendogénes. Une explication basique serait
'absence de récepteurs spécifiques pour ces suruges cellules de lignée germinale [Stoye, J. P.
2006] mais la réponse est vraisemblablement plogptExe.

L'étude de cette endogénisation «en temps réaburait permettre de comprendre les
caractéristiques requises pour une infection ieggrece et s'il y a nécessité d’évolution d’'un virus

pré ou post contamination pour une invasion aveceside la lignée germinale.
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V. Implication clinique de la présence du KoRV

Le KoRV est donc urfRetrovirusendogene apparenté agammaretrovirusavec un génome
entier, compétent au niveau de la réplication stteihactivement et dont on retrouve des particules
rétrovirales de type C. Cette transcription activevirus nous amene a chercher une relation avec
les leucémies, lymphomes et immunodépressionsrifart la chlamydiose, premiere cause de
décés chez le koala. On sait en effet que cestiaffiscsont connues pour étre causées par des
Retroviruschez d’autres espéces animales (ex. : virus teutaose féline chez le chat) [Tarlinton,
R. E.et al. 2005].

A. Corrélation entre charge virale et statut médica

Le virus a d’abord été isolé sur un animal attdmieucémie lymphoide. [Canfield, P.ef.
al. 1988]. Les leucémies et lymphomes sont respornsabiknviron 5 % des déces en milieu
sauvage et jusqu’a 80 % des déces en milieu c&#s. particules virales ont été ainsi retrouvees
chez différents animaux malades et une infection IpaRetrovirus confirmée par isolement
[Hanger, J. Jet al. 2000].

Tarlinton et al. ont donc essayé de rechercher d'éventuelles atoréd entre la charge
virale et difféerents paramétres tel que I'age, lasse corporelle, le sexe, l'origine et le statut
meédical. lls se sont d’abord apercus que les 9thaum testés présentaient une charge virale
significative, signe d’une virémie active. De plils,ont pu établir une association positive etgre
niveau d’ARN viral et la présence de leucémies/lgompes, I'age (qui peut s’expliquer par un
défaut de répression de I'expression du virus gqgneente avec le temps) et la présence de la
chlamydiose (bien que cette association la soinmévidente) (Figures 33).

Mais, il est difficile de dire si la présence dertjgales virales est une cause ou une
conséguence de la maladie [Tarlinton, Retzal. 2005].
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Figures 33. Comparaison de la charge virale et deétat médical des animaux.D’apres
Tarlinton, R. E. et al. 2005. Blanc: animaux sains, gris: chlamydioseniglie, noir:

leucémie/lymphome.
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B. Propriétés immunosuppressives

L’immunosuppression accompagne souvent I'infecti&tnovirale et précede couramment le
développement de néoplasmes chez les animaux ésfeetr defketrovirusoncogenes. Il est de
plus en plus évident que la protéine d'enveloppBEpparticipe a 'immudépression pathogene
induite par leRRetrovirus[Cianciolo, G. Jet al. 1985].

Les HIV, MLV, FelLV sont quelques exemples de virgmi entrainent une
immunodépression. Celle-ci favorise I'apparitiontEctions opportunistes. L’hypothése est qu'il
existe une conservation fine de domaines immunossppurs au sein des protéines
transmembranaires d’enveloppe et en I'occurren&& jCianciolo, G. Jet al. 1985].

La séquence de ces domaines est retrouvée a identhez le KoRV, le MLV et le FelLV.

Ces séquences entrainent une inhibition de laf@ration de lymphocytes et une modulation de la
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production de cytokines (entre autre une augmemate la production d’interleukine-10, IL-10)
[Fiebig, U.et al. 2006].

Fiebiget al. ont montré que le KoRV produit sur des cellulembines 293 et des cellules
de sang périphérique entraine une augmentatioa geoduction d’interleukine-10 ainsi que des
facteurs Growth-related Oncogene GRO, d’interleedénet de MCP-1 comme observés avec le
HIV et le FeLV qui sont responsables d’'une immumodsésionin vivo [Fiebig, U. et al. 2006]
(Figure 34).

Figure 34. Influence de préparations purifiées du KRV et mock sur la production de IL-10.
D’aprés Fiebig, Uet al. 2006. Les surnageants de cellules 293 produisantoiRV et de cellules
293 non infectées (mock) ont été centrifugés, jmesibés a différentes concentrations avec des
cellules mononucléées de sang périphérique provelgadonneurs sains; la concentration en 1I-10
a été mesurée dans le surnageant en utilisantméthode dimmunomarquage enzymatique, les
résultats sont exprimés en moyennes apreés soustralg la concentration en 1I-10 relarguée par

les cellules non traitées.
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C. Sélection et variété des especes hotes

Les gammaretrovirussont réparties en fonction des récepteurs qutilsent pour infecter
la cellule, méme si tous les virus d’'une méme elades récepteurs n'ont pas les mémes espéces
hotes. La connaissance de ces récepteurs est anfmopuisque la plupart dBetrovirusendogenes
capables de se répliquer sont non pathogenes &,@ntse autres, d'une altération des récepteurs
cellulaires, utilisés par le virus, sélectionnée [@acellule pour prévenir I'infection virale sans
affecter ses fonctions normales [Stoye, J. P. 2006]

Différents récepteurs ont été mis en évidence jasquésent. inorganic phosphate
symporter PiT1 pour le GaLV, related phosphate symep PiT2 pour la forme amphotrope du
MLV, PiT1 et PiT2 pour la souche du MLV 10A1l et Ri€t I'orthologue murin a PiT1 pour le
KoRYV [Oliveira, N.et al.2006].

En ce qui concerne les espéces hétes, le GaLV eseimiigicter les félins, canins, bovins,
rats, chauve-souris et visons tandis que le KoR¥oatré une infectiositén vitro sur cellules de
souris, de rat, de hamster, d’homme et de bovifligdita, N. et al. 2006].

Les GaLV et KoRV sont donc conspécifiques : déridas progéniteur commun mais
ayant des espéeces hétes distinctes qui se recoapelats propriétés d’utilisation des récepteurs
différentes. Une altération dans la compositiol'@eveloppe entre le GaLV et le KoRV explique
la capacité de ces deux virus a infecter deux hiéssdifférents. Cela souléve le probleme de la
capacité potentielle de ce groupe de virus a évatiea coloniser de nouvelles espéces hotes
[Oliveira, N.et al.2006] (Figure 35).

Figure 35. Comparaison des domaines d’enveloppe BALV et KORV. D’apres Oliveira, N.et
al. 2006. SU: protéine d'enveloppe virale, VRA/VRBgiohs variables. Les résidus notés sont les

résidus identiques aux deux domaines, les tiretgueat les résidus qui varient.
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Une autre étude a retrouvé un spectre d’espéces héur le KoRV similaire a celui décrit
préecédemment (cellules rénales humaines 293, kgaedéymphocytes T humains C8166 et CEM et
fibroblastes de rat ratl) avec infection de towtes cellules, en utilisant la PCR pour la mise en
evidence de l'intégration du provirus et la micagse électronique pour montrer la production de
particules virales. Par contre, il n'y a pas euedtibn des fibroblastes de souris NIH3T3

contrairement aux résultats de I'étude précéddtiebig, U.et al. 2006].

N.B : les particules virales produites aprés tmssages sur cellules humaines 293 donnent une
morphologie uniforme alors que les particules esaletrouvées sur un lymphome [Fiebigetal.
2006] et sur une leucémie [Tarlinton, R. &.al. 2005] de koala ont présenté une morphologie

polymorphe.

D. Perspectives de recherche thérapeutique

D’une part, des essais d'immunisation ont amenBidriet al. a tester un antisérum généré
en immunisant des rats avec I'ectodomaine recombui@ pl5E du KoRV. Ils ont ainsi obtenu une
inhibition de l'intégration du provirus sur cellglumaines 293 d’environ 60 a 95 % [FiebigeU.
al. 2006] (Figure 36).
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Figure 36. Activité neutralisante d’'un sérum de raten comparaison d’'un sérum pré-immun.
D’aprés Fiebig, U.et al. 2006. IS: sérum immun, PS: sérum pré-immun; détimeutralisante
mesurée a une dilution de 1:8; l'infection a étéumé&e comme étant le pourcentage d'intégration du

provirus en utilisant la PCR en temps réel; leslltéts sont exprimées en moyennes et déviations
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D’autre part ils ont réussi a démontrer pour lanpege fois une transmission inter-espéece
expérimentale d’'umammaretrovirusn vivo. En inoculant du KoRV pur ou des cellules de ratl
produisant du KoRV a des rats, ils ont obtenu ufiection productive sur tous les animaux, ce qui
implique donc une intégratian vivo [Fiebig, U.et al. 2006] (Tableau 10). Ces transmissions inter-

especes entre des individus non apparentés ph@tgeement sont rares [Denner, J. 2007].

On peut donc envisager de tester des vaccins baségs anticorps neutralisants induits par

immunisation avec p15E et gp70 d’'une part et dedicagnents antivirauin vivo d’autre part.
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Tableau 10. Infection in vivo de rats avec trois soces différentes de KoRV.D’aprés Fiebig,

U., et al. 2006. a: les anticorps (Ac) spécifiqgues pour pbbiE été détectés par la méthode de
Western blot; b: les provirus ont été mesurées sliules mononucléées de sang périphérique par
PCR; c: le virus a été isolé en incubant du plashades cellules mononucléées de sang

périphérique provenant de rats infectés avec dibgdes 293 puis l'intégration du provirus a été

mesurée.
Isolation
Détection des Détection du du virus
Animal Source du virus Ac spécifiques provirus au:P au 42/63e
a pl5E? jour®
2le jour 63e jour
4 + - - +
5 Surnageant sans cellules + - - +
provenant de cellules 293
6 infectées par le KoRV + a i +
7 + ~ - +
8 Surnageant sans cellules * ¥ : "
9 provenant de cellules ratl v - ¥
10 infectées par le KoRV * = - .
11 + - - +
12 + - - +
13 Cellules ratl infectées + + - -
14 par le KoRV i - - i
15 + + - +
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V1. Conclusion

Le Koala est un animal en voie de disparition auif don déclin majoritairement a des maladies
opportunistes et néoplasiques. Il a été démontet I'ggpéce est actuellement colonisée par un
Retrovirusendogene de la famille dgmmmaretrovirusqui gagne peu a peu I'ensemble de la
population et qui serait a I'origine des ces paigms dominantes.

Cette espéce présente donc un double intérét @@iudu coup un double enjeu. D’une part
pour la virologie en général, puisqu’elle représeatce jour le seul exemple d’endogénisation
rétrovirale active, et que la découverte du virngial et la compréhension du mécanisme de
passage de |'état exogene a I'état endogéne, aiérdé modele pour comprendre des phénomeénes
d’endogénisation plus anciens et I'évolution Begrovirusactuels ; d’autre part pour la sauvegarde
de I'espéce, puisque la découverte d’'un traitenfeantcin,...) permettrait de freiner ce déclin qui
pourrait amener a moyen terme a la disparition’epéce. La question qui se pose aussi est la
possibilité d’'une transmission horizontale du vjraspartir des particules virales produites par la

forme endogeéne.
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Conclusion

La caractéristique la plus marquante @Retrovirusest que le génome viral, constitué de deux
molécules d'ARN, se transcrit en ADN pour étre |pasuite intégré au sein du génome cellulaire.
De ce mécanisme unique découle plusieurs conségglehtine d'elles est que cette intégration
peut se fixer non pas seulement au sein d'unedigalulaire mais devenir héréditaire si elle a lie
au niveau de cellules germinales.

Le provirus devient alors entierement partie irdé&¢g du matériel génétigue de I'hdte, de ses
descendants voir méme d'une espéce ou d'une Soesees

Comme nous avons pu le voir, I'étude de ces prevarumontré, qu'a travers I'évolution, les
nombreuses intégrations &etrovirusont fini par constituer une partie importante @éngme des
étre vivants.

Ces séquences sont a l'origine de recombinaisoréigaes aussi bien avec le génome hote que le
génome viral exogene. Elles ont ainsi d'une paxt sela production de genes cellulaires modifiés
ayant des fonctions altérées, diminuées, augmeméesrgement déviées de leur role initial,
d'autre part elles ont offert et offrent toujoutsxavirus exogénes infectant la cellule la posgbili
d'accroitre leur pouvoir pathogene par amplificatdes effets induits ou par facilitation de leur
pouvoir infectieux (Figure 37).

Dans les différents exemples qui ont été traitésoic a pu voir que les séquences endogénes
permettent d'amplifier le pouvoir oncogéne Betrovirus On a méme pu observer que la séquence
seule, sans infection par un virus exogene, po@atresponsable d'effet cancérigene comme dans
le cas dRetrovirusendogene du koala.

Parallélement a ces actions négatives, la présdmaes provirus endogéenes a eu aussi des effets
positifs sur les cellules hétes. Tout d'abord elecs&@nnant les cellules protégées contre ces
infections "internes", elle a permis le développeimde mécanismes de défense contre les
infections exogenes (Figure 37).

De plus, les mécanismes d'action propres aux \dnisaussi pu améliorer certains processus
physiologiques de I'h6te. En effet, méme si depldsnombreuses années la science essaie de

démontrer l'implication de ceRetrovirusendogénes dans des maladies humaines, peu d'études
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démontrent clairement leur r6le direct. En revantétide du modéle animal rejoint celui du
modéle humain concernant l'implication deetrovirus endogenes au cours de I'évolution du
placenta des mammiferes.

Le sujet est extrémement vaste et surtout en aaestvolution. L'étude deRetrovirusest
relativement récente comparée a d'autres thématigeeentifiques et celle deRetrovirus
endogenes encore plus jeune. Beaucoup d'hypothestest en suspens et le sujet est d'autant plus
complexe que leRetrovirus par leur pouvoir recombinant, sont en eévolutiocgrnpanente.
Cependant la compréhension des différents mécasise@ésente un enjeu majeur pour trois
raisons principales. D'une part I'importance dekadies dues a ddRetrovirus et en particulier le
VIH, nécessite de comprendre d'abord les voiesometibnnement pour pouvoir proposer un
traitement adéquat; d'autre part l'utilisation decteurs géniques, essentiellement a partir de
Retrovirus représente un espoir important pour la préventianle traitement de nombreuses
maladies; enfin, ce qui est peut-étre le plus fomelstal et relié directement & notre étude, la
compréhension des mécanismes d'action des prostmdggenes permet de mieux appréhender la

fonction ou le fonctionnement de nombreux gendsilegles.
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endogenes chez les mammiferes et pathologies assesi
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RESUME

Les Retrovirusendogenes représentent une découverte récente gnétiqgue et de la virologie.
Aucune association stricte n'a pu étre démontrée jur avec des maladies humaines. Chez les
animaux, certaines pathologies cancéreuses somtesdpar leur présence. Ce travail fait état des
connaissances actuelles concernant I'implicaticnRigrovirusendogenes chez les mammiferes.
Chez quatre animaux (souris, chat, mouton et kdalgrésence d®etrovirusendogenes a des
conséquences pathologiques importantes. Malgréicest actions directes au cours de processus
pathogenes, le rbéle majeur de ces séquences iesegaé@ génome est de favoriser des
recombinaisons génétiques avec des formes exogéness virus, et d'induire ainsi une évolution
acceléree et/ou une pathogénicité accrueRadovirus Parallelement aux implications pathogénes,
ces séguences apportent de nouvelles fonction® grde génes présents au sein des provirus
endogenes, permettant I'évolution du génome deel'Bd le protégeant notamment de certaines
infections rétrovirales exogenes.
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Bibliographic study of the implication of mammals

endogenoudRetroviruses and associated pathologies.
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SUMMARY

EndogenousRetrovirusesrepresent a recent discovery in genetics and ogsol No strict
association could have been demonstrated until daysg with human diseases. Some tumor
pathologies of animals are induced by the presehtigese viruses. This work reviews the present
state of our knowledge concerning the implicatidrendogenoudretroviruseswithin mammals.
Within four mammals (mouse, cat, sheep and koaka)ptesence of endogendrstroviruseshas
main pathological consequences. Despite some daeains within pathological processes, the
main part of these genomic integrated sequencesdentribute to genetic recombinations within
exogenous forms of the virus and to induce a spedvolution and/or an increased pathogenicity
of Retroviruses Parallel to the pathogenic involvements, thespiaeces provid new functions
thanks to genes present within the endogenous rps®s, permitting the evolution of the host
genom and protecting it, in particular, from somegenous retroviral infections.
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