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Résumé. Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) infecte 1’ensemble
de I’organisme humain. La diversité génétique au sein de la population virale
d’un individu infecté est considérable et hétérogene. Des sous-populations
virales se développent au cours de I’infection, pouvant aboutir au phénomene
de compartimentation virale c’est-a-dire a des évolutions indépendantes selon
les compartiments anatomiques — organes, tissus ou cellules. La mise en évi-
dence d’une compartimentation repose sur différents tests basés sur ’analyse
phylogénétique des séquences des populations virales, la topologie de 1’arbre
et les distances génétiques. On observe des populations virales compartimen-
tées au niveau du systéme nerveux central chez pres de la moitié des individus
infectés par le VIH. C’est notamment le cas lorsque sont présents des troubles
neurocognitifs séveres, pouvant aller jusqu’a la démence. Différentes propriétés
génétiques et phénotypiques sont associées aux variants VIH compartimentés
dans le systeme nerveux central, en particulier la meilleure capacité a infecter
les macrophages. Il s’agit d’un modele d’étude intéressant de la compartimen-
tation virale compte tenu de 1’étanchéité de la barriere hématoencéphalique, de
I’environnement cellulaire singulier pour ce virus, et des implications cliniques
concernant la physiopathologie de I’infection par le VIH.

Mots clés : VIH, compartimentation, systéme nerveux central, évolution virale

Abstract. The human immunodeficiency virus (HIV) infects the entire human
body. Genetic diversity within the viral population of an infected individual is
considerable and heterogeneous. Viral subpopulations develop during infection,
which can lead to independent evolutions according to anatomical compartments
— organs, tissues or cells — i.e. the phenomenon of viral compartmentalization.
The identification of compartmentalization relies on different tests based on phy-
logenetic analysis of sequences of viral populations, tree topology and genetic
distances. Compartmentalized viral populations are found in the central ner-
vous system in nearly half of HIV-infected individuals. This is particularly the
case when severe neurocognitive disorders, including dementia, are present. Dif-
ferent genetic and phenotypic properties are associated with compartmentalized
HIV variants of the central nervous system, in particular the enhanced ability
to infect macrophages. This is an interesting model for studying viral compart-
mentalization given the tightness of the blood-brain barrier, the peculiar cellular
environment for this virus, and the clinical implications for the pathophysiology
of HIV infection.
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Introduction

Le phénomene de compartimentation virale revét un inté-
rét particulier tant pour 1’étude de 1’évolution des virus que
pour celle de la physiopathologie des infections virales.
Il découle de la grande variabilité génétique des virus,
tout comme le concept de quasi-espece virale, auquel il
est étroitement lié. Encore débattue de nos jours, la quasi-
espece virale est une théorie de 1’évolution des virus en
tant que distribution de mutants [1, 2]. L’usage commun en
fait cependant souvent un synonyme de population virale
diverse ou de variabilité génétique virale, ce qui porte a
confusion et alimente le débat. La quasi-espece permet
au virus de s’adapter rapidement a de nouvelles condi-
tions environnementales. Plusieurs exemples montrent le
role de la quasi-espece dans la physiopathologie des infec-
tions comme c’est le cas pour le virus de la poliomyélite
et son potentiel neuro-invasif [3]. L’utilisation du terme
compartimentation virale peut également €tre sujette a
caution. De nombreuses études ont cherché a mettre en évi-
dence une compartimentation dans des modeles d’infection
virale et a en étudier les conséquences. Sa définition et sa
mesure peuvent cependant varier selon les études. Dans
cette revue, nous rappellerons les moyens utilisés pour éva-
luer la présence d’une compartimentation virale en prenant
pour modele I’infection par le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH), en particulier I’infection du systéme ner-
veux central (SNC). Nous verrons les implications de la
compartimentation sur la physiopathologie de I’infection
et sur le neurotropisme du VIH.

Evolution virale et compartimentation :
définitions et méthodes d’étude

Le concept de compartiments viraux

La haute capacité du VIH a muter et évoluer, résultant
en partie du fonctionnement de la transcriptase inverse,
entraine une grande diversité génétique au sein d’un indi-
vidu infecté, pouvant aller jusqu’a 10 % au niveau du gene
eny codant les glycoprotéines d’enveloppe [4]. Cette varia-
bilité n’est pas également répartie au niveau de 1’organisme
comme ’ont montré les premiers travaux comparant les
séquences de variants isolés de différents organes lors
d’autopsies [5-11]. Des différences génétiques ont ainsi été
mises en évidence parmi les variants du plasma, ceux des
cellules mononucléées ou peripheral blood mononuclear
cells (PBMC), des ganglions lymphatiques, du cerveau,
de la rate ou encore de la moelle osseuse (figure 1). Ces
premieres observations ont conduit au concept de compar-
timents viraux [10].

La compartimentation est définie par une restriction du
flux génétique viral entre différentes cellules, tissus ou
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organes [12]. Concretement, la comparaison des séquences
de variants isolés de différents compartiments et la cons-
truction d’un arbre phylogénétique permettent de montrer
que les variants isolés du méme compartiment sont plus
proches entre eux que des virus contemporains isolés
d’autres compartiments (figure 2). Concernant 1’infection
par le VIH, il faut distinguer les compartiments viraux des
réservoirs et des sanctuaires, bien qu’en pratique plusieurs
de ces termes peuvent parfois s’appliquer a certaines situa-
tions. Le réservoir correspond a des cellules ou tissus ol une
restriction de la réplication a lieu et ou le génome viral peut
persister de nombreuses années. Un sanctuaire est quant a
lui défini par une restriction du flux d’antiviraux [12]. Le
SNC peut ainsi répondre aux trois définitions :

— une réplication locale peut conduire a une population
virale compartimentée comme il sera discuté par la suite ;
— certains antirétroviraux (ARV) passent mal la barriere
hématoencéphalique (BHE) ;

— de plus, il héberge des cellules a longue demi-vie ou le
virus persiste malgré I’absence de réplication.

Mise en évidence d’une compartimentation

par analyses phylogénétiques

Chaque région du génome peut étre utilisée pour comparer
les séquences et reflete des aspects différents de I’adaptation
du virus a son environnement. La premiere étape est la
constitution d’une banque de séquences représentative de
la population virale étudiée, a partir de prélevements faits
de maniere concomitante dans différents compartiments
anatomiques. La méthode de référence actuellement est
la technique de single genome sequencing (SGS, ou SGA
pour single genome amplification) [13, 14]. Cette tech-
nique, basée sur des dilutions limites de I’extrait d’acides
nucléiques, permet 1’amplification multiple de variants
uniques qui seront ensuite séquencés individuellement. Elle
a I’avantage de réduire les erreurs dans les séquences intro-
duites artificiellement lors de PCR standard (recombinai-
sons entre variants divergents et erreur d’incorporation de la
Taq polymérase) et lors du processus de clonage auparavant
utilisé pour obtenir une bibliotheque de séquences [14]. Une
fois 1’analyse phylogénétique faite a partir des séquences
obtenues, la topologie de 1’arbre permet d’identifier des
populations virales compartimentées (figure 2).

Pour éviter des problemes de subjectivité lors de cette
interprétation et palier I’absence de criteres clairement défi-
nis (combien de séquences forment un groupe a part ?
Quelle distance génétique doit les séparer des variants de
I’autre compartiment ?...), des tests statistiques issus de
la génétique des populations sont utilisés et sont basés sur
deux méthodologies différentes [15] : les tests basés sur
la topologie de I’arbre (tree-based) et les tests basés sur
la distance génétique (distance-based). Le test de Slatkin-
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Figure 1. Compartimentation du VIH dans différents organes au cours de I'infection. Arbre phylogénétique obtenu par neighbor-
joining sur un alignement de séquences de la région V3 du géne env, a partir de virus isolés de différents organes et du sang chez un
patient infecté par le VIH-1 au stade sida (séquences disponibles sur GenBankAF021367-AF021476 [11]). Les séquences issues du liquide
céphalorachidien (LCR) (bleu clair) sont regroupées dans un embranchement et sont proches des séquences issues du cerveau (bleu
foncé) mais distantes des séquences d’autres organes ou tissus. Cette analyse phylogénétique illustre I'évolution indépendante des virus
du systéme nerveux central (SNC) et le phénomene de compartimentation. Pour ce patient, une compartimentation au niveau hépatique
(marron) semble également exister. Les valeurs de bootstrap pertinentes (> 70 %) et I'échelle (en substitutions nucléotidiques par site)

sont représentées. Lymph. : ganglions lymphoides ; moelle : moelle osseuse.

Maddison, par exemple (test tree-based), mesure le nombre
d’événements de migration d’un compartiment vers 1’autre,
nécessaires pour obtenir la topologie de 1’arbre observé et
le compare au nombre attendu si la population était struc-
turée de maniere aléatoire [16], la compartimentation étant
par définition associée a un faible nombre d’événements
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de migration (figure 2). La mesure de la subdivision de
la population de Wright (Fst) et le test statistique du
voisin le plus proche (nearest-neighbor statistic) sont les
méthodes distance-based les plus utilisées [17, 18]. La
premigre est basée sur la comparaison de la distance géné-
tique entre séquences issues de compartiments différents
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Figure 2. Mise en évidence d’une compartimentation virale. Une compartimentation peut étre mise en évidence par analyses phylogé-
nétiques a partir de séquences de variants appartenant a deux populations distinctes, ici le liquide céphalorachidien (virus bleus) et le sang
(virus rouge) par exemple. Un groupe monophylétique de plusieurs variants appartenant au méme compartiment et distant génétiquement
des variants de 'autre compartiment est en faveur d’une population virale compartimentée (A). Dans le cas contraire, la population virale
est dite équilibrée (B). Des tests basés sur la topologie de I'arbre (tree-based) ou sur la distance génétique (distance-based) permettent
de confirmer objectivement cette compartimentation s'ils atteignent le seuil de significativité statistique (p < 0,01). Trois tests parmi les plus
utilisés sont schématisés. Le test de Slatkin-Maddison (SM, tree-based) mesure le nombre d’événements de migration d’'un compartiment
vers l'autre nécessaire pour obtenir la topologie de I'arbre observé et le compare au nombre attendu si la population était structurée de
maniére aléatoire [16]. Dans ce schéma simplifié, il faut un seul événement de migration pour obtenir la topologie de I'arbre de gauche (A)
et au minimum cinq pour I'arbre de droite (B), obtenu par randomisation des séquences. Le test serait donc significativement en faveur
d’une compartimentation pour 'arbre de gauche. La mesure de la subdivision de la population de Wright (Fsr, distance-based) compare
la distance génétique moyenne au sein d’un compartiment a la distance génétique moyenne de I'ensemble de la population, et doit étre
inférieure en cas de compartimentation [17]. Le troisieme test représenté est le nearest neighbour statistics (Syn, distance-based) ou test
statistique du voisin le plus proche [18]. Il repose sur la mesure du nombre de fois ou le « voisin » le plus proche génétiquement de chaque
séquence appartient au méme compartiment que celle-ci [12].

avec la distance génétique entre séquences issues de méme
compartiment. La seconde évalue la fréquence a laquelle
le voisin le plus proche de chaque séquence appartient au
méme compartiment qu’elle. Ayant des méthodologies et
des performances différentes, il est recommandé d’utiliser
ces trois tests qui devront étre significativement en faveur
d’une compartimentation pour confirmer 1’interprétation
des résultats de 1’analyse phylogénétique [15], c¢’est-a-dire
que les séquences de virus issus d’un méme compartiment
anatomique semblent former un groupe phylogénétique-
ment distinct.

L’utilisation du séquengage haut débit pourrait permettre
une analyse plus fine et en profondeur des populations
virales mais devra pour cela utiliser une technologie basée
sur le séquengage de génomes complets, sans fragmenta-
tion d’ADN, et en évitant 1’étape d’amplification préalable
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du génome viral. Ces deux écueils induisent en effet des
biais dans le résultat du séquencage, comme par exemple la
reconstruction de génomes non présents dans 1’échantillon,
in silico lors du réassemblage dans le cas de la fragmenta-
tion d’ADN, et in vitro par recombinaison en cas de PCR
en condition non limite [14].

Autres méthodes d’étude du phénoméne
de compartimentation

Outre I’analyse phylogénétique des différents variants
composant la population virale, d’autres approches per-
mettent de mettre en évidence une compartimentation. La
réplication locale du virus peut entrainer une dissociation
entre la charge virale plasmatique et celle d’un autre fluide
ou organe, ce qui constitue une preuve de la comparti-

Virologie, Vol 23, n° 6, novembre-décembre 2019



revue

mentation [19]. En outre, la comparaison des mutations
de résistance aux ARV permet également de mettre en évi-
dence des différences entre les populations virales [20]. Ces
deux approches sont facilement réalisables a 1’aide d’outils
diagnostiques disponibles au laboratoire et ont un intérét
clinique direct.

Enfin, la comparaison des propriétés phénotypiques des
virions permet également de montrer un phénomene de
compartimentation [21, 22]. La compartimentation pourrait
résulter de deux processus, non mutuellement exclusifs :
I’infection initiale d’un compartiment anatomique par un
ou plusieurs variants avantagés (hypothese du bottleneck
ou du founder effect) et/ou 1’évolution progressive et
indépendante de variants séquestrés répliquant localement
au niveau du compartiment. La comparaison des propriétés
fonctionnelles des populations virales compartimentées
revét donc une importance capitale car elles pourraient
jouer un rdle dans la physiopathologie de ’infection au
niveau local ou systémique. Les régions génomiques pol et
env sont les plus utilisées dans les analyses de compartimen-
tation du fait de leur variabilité mais également pour 1’étude
indirecte des propriétés phénotypiques car les fonctions des
protéines pour lesquelles elles codent sont bien connues et
I’effet des mutations plus facilement appréhendable ; c’est
notamment le cas de la résistance phénotypique aux ARV
conditionnée par la présence de mutations dans la séquence
pol, ou du tropisme viral qui est lié aux glycoprotéines
d’enveloppe [19, 20, 23, 24]. L’étude in vitro de souches
isolées de prélevements cliniques est plus contraignante
que les analyses génétiques. La culture peut entrainer la
sélection de variants mieux adaptés aux cellules utilisées
et ainsi causer des problemes de reproductibilité. Depuis
quelques années, I’utilisation de virus pseudotypés permet
de comparer de maniere plus reproductible les propriétés
fonctionnelles des glycoprotéines d’enveloppe : tropisme
cellulaire et entrée du virus, sensibilit¢é aux anticorps
neutralisants et aux inhibiteurs d’entrée.

Compartimentation du VIH
(hors systéme nerveux central)

Une compartimentation a été observée pour de nom-
breux sites anatomiques au cours de l’infection par
le VIH (figure 3). Les travaux effectués apportent des
clés de compréhension importantes pour les analyses de
compartimentation. Ils visent en général a identifier une
population virale particuliere pouvant avoir un rdle dans
la physiopathologie de I’infection ou dans 1’événement de
transmission. Les tractus génitaux masculin et féminin ont
été les plus étudiés [25], dans I’ objectif d’identifier la source
des variants transmis par voie sexuelle. Ils sont également
plus simples d’acces par des prélevements non invasifs de
fluides corporels, comparés a d’autres compartiments. Des
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différences de charge virale par rapport au sang ont été
observées dans 30 a 50 % des prélevements, les charges
virales étant parfois détectables dans le sperme ou les
sécrétions cervicovaginales en présence d’une charge virale
plasmatique indétectable sous traitement par ARV [24, 26-
28]. Bien que des différences dans les séquences des virus,
en particulier des séquences codant les glycoprotéines
d’enveloppe, aient été observées dans des études trans-
versales [29-31], ’analyse de prélevements longitudinaux
montre que la détection de la compartimentation par phylo-
génie n’est pas constante dans le temps [32-35], suggérant
que le phénomene est transitoire et pourrait étre alimenté par
le trafic de virus et cellules infectées. De plus, chez1’homme
comme chez le macaque méle, des sous-populations virales
semblent provenir de différents tissus constituant 1’ appareil
génital [36, 37]. L’ origine des virus présents dans les sécré-
tions génitales est donc complexe [25]. Des facteurs locaux,
notamment 1’inflammation, semblent également jouer un
role majeur dans le phénomene [23].

Les travaux s’intéressant a la compartimentation pour
d’autres organes sont moins nombreux et les résultats plus
hétérogenes. C’est le cas notamment du tissu lymphoide
associé a la muqueuse digestive (GALT [gut-associated
lymphoid tissue]), qui constitue 1’un des plus grands réser-
voirs viraux de 1’organisme, ainsi qu’au niveau du lait
maternel et des glandes mammaires [23, 38]. Une répli-
cation locale semble y avoir lieu mais des variants proches
de ceux du plasma sont fréquemment rencontrés. Plusieurs
facteurs peuvent expliquer ces différences et sont impor-
tants a prendre en compte : les différences de méthodologie
entre les études, 1’absence de prélevements longitudinaux,
la région du génome étudiée, la vascularisation impor-
tante de certains tissus et la perméabilité des barrieres, a
I’inverse de la BHE tres étanche. Une étude récente sur un
modele macaque infecté par un virus recombinant simien
SIV/VIH (virus SHIV) illustre la dynamique de 1’évolution
du virus dans différents compartiments (sang, PBMC,
ganglions lymphatiques, tractus digestif) grace a des préle-
vements longitudinaux et une analyse fine de la diversité par
séquencage de génomes uniques [34]. Cette étude montre
a son tour que le phénomene de compartimentation est
transitoire et dépend des flux migratoires de cellules infec-
tées et de virus. Un turn-over particulicrement élevé des
populations virales était observé au niveau digestif.

Compartimentation virale du VIH
au niveau du SNC

Physiopathologie de l'infection du SNC par le VIH

Bien que le VIH infecte les cellules immunitaires et
entraine des manifestations cliniques en lien avec le
déficit immunitaire, 1’infection conduit également a un
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Figure 3. Organes, tissus et cellules dans lesquels une compartimentation du VIH a été mise en évidence par étude phylogénétique
(adapté de [23]). GALT : gut-associated lymphoid tissue (tissu lymphoide associé au tube digestif).

effet pathogene direct ou indirect sur d’autres organes
dont le SNC. A coté des troubles neurologiques liés a
des infections opportunistes (cryptococcose, toxoplasmose
cérébrale, leuco-encéphalopathie multifocale progressive
a virus JC...) ou des causes malignes (lymphome ou
tumeur), une atteinte primaire uniquement liée au VIH
est ainsi observable [39]. Pour cette raison, 1’infection du
SNC par le VIH a fait I’objet de nombreux travaux, dont
certains visant a étudier la compartimentation virale a ce
niveau. L’atteinte du SNC peut survenir au moment de la
phase aigué, avec des manifestations neurologiques allant
de céphalées intenses et persistantes jusqu’a la paralysie
faciale et la méningite [40]. Passée la primo-infection, les
troubles neurocognitifs évoluent progressivement au cours
de la phase chronique et de maniere trés variable selon les
individus [41], pouvant conduire a la démence associée au
VIH ou HIV-associated dementia (HAD) [42]. L’infection
par le VIH évolue généralement vers le déces par infec-
tion opportuniste en I’absence de traitement. Les individus
atteints de démence déceédent en moins d’un an des suites de
complications liées a ce handicap [43]. L’¢re des thérapies
antirétrovirales hautement actives a rendu cette patholo-
gie rare [44, 45]. Cependant, les troubles neurocognitifs
modérés et asymptomatiques sont toujours aussi fréquents
et toucheraient jusqu’a la moitié des personnes vivant avec
le VIH sous traitement efficace [46-48].
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L’infection du SNC par le VIH a lieu trés tot apres la
contamination. Chez des sujets diagnostiqués en primo-
infection et en 1’absence de traitement, I’ARN viral a été
détecté dans le liquide céphalorachidien (LCR) par reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), deés
huit jours post-infection [40, 49, 50]. Deux études ont rap-
porté que la survenue de signes neurologiques lors de la
primo-infection était associée a des charges virales plus éle-
vées dans le LCR, tandis que la charge virale plasmatique
n’était pas prédictive [40, 51], suggérant un rdle direct du
virus dans I’atteinte du SNC. A ce stade précoce, la charge
virale dans le LCR est en général 100 fois plus faible que
dans le plasma, ce qui pourrait refléter une restriction dans
I’entrée du virus ou dans sa réplication au niveau du SNC
[52]. L’infection du SNC nécessite la traversée de la BHE,
quasi imperméable grace a une couche de cellules endothé-
liales liées par des jonctions serrées cerclant les capillaires
sanguins. L’hypothése du « cheval de Troie » est privilégiée,
les lymphocytes T CD4* et monocytes infectés migrant a
travers la BHE plutdt que le transfert passif de virus libres
[53] (figure 4). Des expérimentations in vitro ont montré que
des lymphocytes T CD4" et des monocytes CD14+ CD16%*
infectés étaient capables de traverser la BHE [54, 55]. La
nature des cellules principalement impliquées dans le phé-
nomene, de méme que I’hypotheése d’un passage de virus
libres sont encore débattues.

Virologie, Vol 23, n° 6, novembre-décembre 2019
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Figure 4. Neuro-invasion du VIH et passage de la barriere hématoencéphalique (BHE). L’infection du systéme nerveux central (SNC)
nécessite la migration a travers la BHE et sa couche de cellules endothéliales étroitement liées par des jonctions serrées. L’hypothese
du « cheval de Troie » a été avancée pour expliquer le mécanisme de traversée du virus, impliquant la migration de monocytes ou de
lymphocytes T CD4* infectés. Du virus libre pourrait également migrer au travers de la BHE. Dans le SNC, le VIH est principalement
retrouvé dans les macrophages périvasculaires. Les virus produits infectent les macrophages périvasculaires mais également les cellules
de la microglie et les astrocytes. Le VIH est capable d’induire la formation de cellules géantes multinucléées par fusion des cellules
exprimant les glycoprotéines d’enveloppe a leur surface avec des cellules exprimant a la fois le CD4 et le corécepteur.

La physiopathologie de I’infection du SNC au cours de la
phase chronique est moins connue que le stade ultime de
démence qui constituait les premieres observations de la
neuropathogénicité du VIH. A ce stade ou suite au déces,
la réalisation de biopsies cérébrales a visée diagnostique a
permis de montrer que cette pathologie était associée a une
atrophie généralisée, a des remaniements de la substance
blanche, a la présence de nombreux macrophages infectés,
de nodules microgliaux typiques des encéphalites et de
cellules géantes multinucléées (syncytia) elles aussi
infectées [39, 41, 53]. Plusieurs facteurs pourraient étre
impliqués dans la neuropathogénicité : la réplication
virale, les propriétés des virus isolés du SNC, la neu-
rotoxicité directe de protéines virales, ou encore le rdle
de I’inflammation systémique et locale [56-59]. L’étude
des virus isolés au niveau du SNC et du phénomene de
compartimentation pourrait apporter des réponses aux
questions restant en suspens concernant les mécanismes
de I’infection du SNC et de la pathogenese.
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Les arguments en faveur d’une compartimentation
virale au niveau du SNC

Les populations virales du SNC ont été étudiées tres tot du
fait du nombre important d’atteintes neurologiques graves
liées au VIH. Plusieurs travaux anciens ont ainsi rapporté
une compartimentation du virus au niveau du SNC, par
comparaison des séquences des virus isolés au niveau du
SNC et du sang [5-10].

Le LCR est I’échantillon de référence pour 1’étude de
la compartimentation chez les sujets vivants du fait de
son accessibilité, contrairement aux biopsies cérébrales qui
ne sont réalisées qu’exceptionnellement. Néanmoins, les
études animales ont montré que des variants distincts étaient
détectés dans différentes régions du parenchyme cérébral
et se différenciaient des séquences de variants du LCR
[60, 61]. 11 semble donc y avoir plusieurs sous-populations
virales adaptées a différents sous-compartiments du SNC.
Les séquences du LCR sont toutefois plus proches de celles
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du cerveau que de celles du sang. Le LCR reste donc un
échantillon pertinent pour ce type d’étude mais pourrait
ne pas apporter toutes les informations nécessaires a la
compréhension de la physiopathologie.

L’analyse des populations virales du plasma et du LCR
d’individus prélevés tres tot suite a I'infection a montré
qu’une compartimentation était détectable dans les six mois
suivant la contamination, que celle-ci ait eu lieu par voie
sexuelle chez I’adulte ou par voie maternofcetale [62, 63].
Entre 18 et 36 mois apres I’infection, pres de 50 % des
sujets infectés par voie sexuelle présentaient des popula-
tions virales compartimentées. La compartimentation des
populations virales au niveau du SNC est donc présente des
les premiers mois suivant la primo-infection et jusqu’au
stade ultime de I’infection qui peut évoluer vers une encé-
phalite fatale. Cependant, les données manquent encore
pour comprendre 1’évolution du virus dans les différents
compartiments tout au long de I'infection. L’analyse de
prélévements longitudinaux de plasma, et parfois de LCR,
a permis de montrer que certaines lignées virales com-
partimentées persistaient au niveau du SNC a plusieurs
années d’intervalle [62]. De plus, I’ancétre commun entre
certains variants du SNC et les variants contemporains
plasmatiques les plus proches pouvait remonter jusqu’a
huit ans [64]. Ces données suggerent le haut degré de
compartimentation au niveau cérébral pour certains indi-
vidus. Néanmoins, il a également été observé que les
populations virales du LCR changent au cours du temps
et que des migrations dans les deux sens ont certainement
lieu [32].

Une méta-analyse de Stam a montré qu’une fraction de
patients traités avait une charge virale plasmatique indé-
tectable sous traitement mais un ARN VIH détectable dans
le LCR, indiquant une réplication autonome du virus au
niveau du SNC [19]. Cette réplication peut résulter d’une
faible pénétration des molécules au niveau du comparti-
ment cérébral [65, 66] et illustre le concept de « sanctuaire »
viral. La comparaison des mutations de résistance détectées
dans le LCR et le plasma prélevés a la méme date a montré
également des discordances pour un tiers des échantillons
[19]. Une étude récente montrait que des mutations de
résistance étaient détectées uniquement dans le LCR pour
pres de 20 % de patients traités présentant des symptomes
neurologiques [20]. Cela illustre également le phénomene
de sanctuaire et de réplication autonome du virus, aboutis-
sant a des populations virales distinctes dans le LCR et le
plasma, donc compartimentées. Compte tenu de la migra-
tion du virus dans les deux sens, le SNC pourrait donc étre a
I’origine d’échecs thérapeutiques par la sélection de muta-
tions de résistance au sein des variants compartimentés dans
ce sanctuaire, qui auraient ensuite la possibilité de migrer
dans la circulation, se répliquer et devenir la population
majoritaire [61].
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Propriétés des virus compartimentés
au niveau du SNC

Cellules cibles et tropisme viral des virus
compartimentés

Sur les premieres nécropsies rapportées ont été observés des
macrophages périvasculaires infectés ainsi que des cellules
géantes multinucléées d’origine probablement macropha-
gique [41]. Les cibles préférentielles du virus étant les
lymphocytes T CD4%, il a été suggéré puis démontré que
les virus isolés du SNC a ce stade possédaient la capacité
d’infecter plus efficacement les macrophages [8-10]. Les
macrophages présentent a leur surface le récepteur CD4 en
plus faible densité que les lymphocytes T CD4™*, ainsi que
le corécepteur CCRS. Les virus du SNC mais aussi du LCR
se révelent avoir un tropisme trés majoritairement R5 (uti-
lisation exclusive du corécepteur CCRS5) que ce soit par
des tests génotypiques ou phénotypiques [19], ce qui peut
s’expliquer par ce pool cellulaire infecté principalement
macrophagique. Ces découvertes ont alimenté 1’hypothese
selon laquelle les virus neurotropes sont de tropisme macro-
phagique et les monocytes infectés seraient les principales
convoyeurs de virus a travers la BHE [53].

Les progres récents dans les tests permettant d’étudier les
propriétés fonctionnelles des glycoprotéines d’enveloppe
et le tropisme viral ont montré que la population virale
présente dans le LCR pouvait renfermer a la fois des
variants utilisant le corécepteur CCRS ayant un tropisme
préférentiel pour les macrophages (RS M-tropic) et des
variants de tropisme lymphocytaire T (R5 T-tropic)
[67, 68]. Auparavant, des souches primaires étaient isolées
en culture et des tests d’infection étaient réalisés sur
des macrophages dérivés de monocytes (MDM) isolés
de PBMC de donneurs sains. La variabilit¢ importante
inhérente a ces techniques permettait difficilement de
reproduire les résultats entre différentes équipes. Actuelle-
ment, la production de virus pseudotypés a partir du gene
env cloné permet d’obtenir des particules virales exprimant
a leur surface les glycoprotéines d’enveloppe de maniere
reproductible [69]. De plus, I’utilisation de cellules 293T-
Affinofile permet de faire varier la densité de récepteurs
CD4 et de corécepteurs CCRS a la surface cellulaire
(figure 5) et de reproduire les caractéristiques de lym-
phocytes T CD4* (CD4"ig"/CCR5"Meh) et de macrophages
(CD4"Y/CCR5high) [70]. L’ étude fonctionnelle de variants
compartimentés au niveau du LCR a montré qu’une partie
d’entre eux possédait les caractéristiques de virus RS M-
tropic [22, 68]. Au cours de I’infection aigué, en revanche,
la majorité des variants étudiés dans le LCR de patients
récemment infectés avaient un tropisme R5 T-tropic
[62, 63]. Ces données ont permis de formuler I’hypothese
alternative selon laquelle le virus s’établirait initialement
dans le SNC a partir de lymphocyte T CD4* infectés puis
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Figure 5. Adaptation a I'infection de cellules a faible densité membranaire de CD4 mise en évidence grace aux cellules Affinofile.
A) Dans les cellules Affinofile, 'expression de CD4 est contrdlée par le systéme Tet-On dans lequel I'expression constitutive du transac-
tivateur tet du pcDNAG/TR réprime I'expression du promoteur Tet-O-CMV en 'absence de tétracycline (ou d’'un analogue). En présence
de tétracycline, le transactivateur tet est libéré du promoteur Tet-O-CMV présent sur pcDNA5/TO-CD4, permettant I'expression du CD4.
L’expression de CCR5 est controlée par le systéme ecdysone, synthétique et inductible, dans lequel le transactivateur ponA, sur VgRXR,
comprend les sous-unités hétérodimériques des récepteurs VgECR et RXR (récepteur nucléaire d’'une hormone d’'insecte). VgEcR et RXR
sont indépendamment contrdlés par des promoteurs constitutifs sur le méme plasmide pcVgRXR. En présence de ponastérone A, les
deux sous-unités dimérisent (VgRXR) et se lient au promoteur inductible PonA sur pIND-R5, entrainant I'expression de CCRS5. Le niveau
d’expression de CD4 et de CCR5 peut donc étre régulé indépendamment par I'ajout de quantités variables de tétracycline et de ponastérone
A (adapté de [68]). B) L'infection de cellules a faible densité membranaire de CD4 (CD4'°%/CCR5"9"), normalisée par rapport & I'infection
de cellules & forte densité de CD4 (CD4"9"/CCR5M9M), permet de mettre en évidence I'adaptation de certains variants compartimentés
au niveau du liquide céphalorachidien (LCR) vers une meilleure capacité a entrer dans les cellules présentant ce phénotype, tels les
macrophages. C’est le cas pour les variants 1 et 2 du LCR sur ce schéma illustrant les résultats pour six variants d’'une population virale,
dont trois provenant du LCR et trois provenant du plasma d’un individu infecté par le VIH.

évoluerait vers un tropisme macrophagique avec le temps ~ Séquences signatures et mutations associées
[24]. Comment les virus évoluent vers une meilleure affinité a la compartimentation

pour les cellules a faible densité de CD4 n’est pas encore La compartimentation du VIH a principalement été étu-
expliqué. diée par I’analyse phylogénétique des genes pol et env et,
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sous un angle fonctionnel, via le tropisme cellulaire
[19, 24]. La recherche de séquences signatures permettant
d’identifier les populations virales neurotropes ou de pré-
dire un tropisme macrophagique n’a pas encore porté ses
fruits comme c’est le cas pour la prédiction du tropisme
pour les corécepteurs CXCR4 et CCRS. Plusieurs études
ont mis en évidence des mutations présentes préférentiel-
lement sur les variants du LCR et communes a plusieurs
souches infectant différents patients mais aucune muta-
tion ou motif n’est constamment retrouvé [62, 64, 71].
Cela peut s’expliquer par la grande diversité génétique
entre les souches, notamment au niveau du gene env, la
plasticité des glycoprotéines d’enveloppe et par le faible
effectif d’individus étudiés dans tous les travaux publiés,
ne permettant pas de conclure statistiquement sur la pré-
pondérance de ces mutations. Plusieurs positions sur les
glycoprotéines d’enveloppe ont cependant été identifiées
dans des études indépendantes et semblent impliquées dans
I’interaction avec le récepteur CD4 et la capacité a infecter
les macrophages (par exemple les acides aminés 283 et 308
[21, 64, 71]).

Il a également été observé que la diversité génétique parmi
les séquences codant les glycoprotéines d’enveloppe du
LCR était plus faible, les boucles variables plus courtes
et le nombre de sites de glycosylation moins élevé [71, 72].
Pour expliquer ces données, les auteurs ont évoqué le role de
la pression de sélection par le systéme immunitaire. L’un
des principaux moteurs de I’évolution de I’enveloppe est
I’échappement a la neutralisation par les anticorps auto-
logues, le virus devenant systématiquement résistant aux
anticorps neutralisants produits au cours de 1’infection (par
mutation, allongement des boucles variables, modification
ou acquisition de sites de glycosylation). Une pression de
sélection plus faible au niveau du SNC, notamment de la
réponse humorale, pourrait donc favoriser la présence de
tels variants. Cependant, dans des tests de neutralisation
in vitro, les populations virales du LCR sont aussi résis-
tantes a la neutralisation par les anticorps autologues que
les virus contemporains plasmatiques [64]. L’interaction
entre I’enveloppe du VIH et la membrane cellulaire, d’une
part, et le syst¢tme immunitaire, d’autre part, rend difficile
a décrypter son role dans la compartimentation virale au
niveau du SNC bien qu’on suspecte 1’implication d’une
adaptation a I’infection des cellules cibles présentes dans
ce compartiment. L’étude d’autres régions du génome et
d’autres protéines virales pourrait également permettre de
mieux comprendre le phénomene de compartimentation.

Role de la compartimentation virale
dans la pathogenese

La charge virale dans le LCR est presque constamment
plus faible que la charge virale plasmatique : en moyenne
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100 fois plus faible lors de la phase aigué et dix fois plus
faible a la phase chronique [52]. Une méta-analyse portant
sur 397 patients et 509 échantillons montrait que la charge
virale dans le LCR était significativement plus élevée chez
les patients présentant des symptomes neurologiques [19].
Le ratio charge virale LCR/plasma était significativement
plus élevé (0,85 versus 0,68 ; p < 0,01). De plus, les patients
présentant une charge virale dans le LCR supérieure a celle
du plasma étaient presque systématiquement symptoma-
tiques. Ces données et celles d’autres équipes sont donc
en faveur d’un rdle de la réplication virale locale dans les
atteintes neurologiques liées au VIH [52].

Des travaux précurseurs ayant rapporté une compartimenta-
tion du VIH au niveau du SNC chez des patients au stade de
démence [5-10] aux études plus récentes a des stades plus
précoces de I'infection [21, 73, 74], la compartimentation
est associée a des états de dysfonctionnement neurocognitif
séveres dans plusieurs études et revét donc une importance
clinique non négligeable. Parmi les acides aminés identi-
fiés comme associés a la compartimentation pour plusieurs
patients, la présence d’un acide aspartique (Asp) en position
283 de I’enveloppe conférait non seulement un tropisme
macrophagique mais était significativement associée a1’ état
de démence [21]. Si une association entre compartimenta-
tion et démence semble exister, aucune étude longitudinale
n’a encore été conduite afin d’évaluer le lien potentiel entre
la précocité d’installation de la compartimentation et la
survenue de troubles neurocognitifs. Si tel était le cas, la
détection précoce d’une compartimentation pourrait cons-
tituer un marqueur permettant d’identifier les sujets a risque
de complications neurologiques.

Conclusion

La diversité génétique du VIH, et de ses parents proches
au sein de la famille des Retroviridae, a été tres étudiée a
I’échelle populationnelle, de méme que ses multiples impli-
cations pour les especes que ces virus infectent : passage de
labarriere d’espece, adaptation aux facteurs de restriction, a
I’immunité cellulaire, humorale, échappement a la réponse
vaccinale. . . A I’échelle de I’individu infecté et 4 plus court
terme, la diversité génétique joue également un réle impor-
tant lors de I’événement de transmission, la résistance au
traitement antirétroviral et I’adaptation a différentes cel-
lules cibles. Le phénomene de compartimentation du VIH
dans différents organes en est la parfaite illustration. Asso-
ciée a des dysfonctionnements neurocognitifs séveres et a
une adaptation a I’infection des macrophages, la comparti-
mentation du VIH au niveau du SNC joue un rdle dans la
physiopathologie de I’infection qui n’est pas encore entie-
rement €lucidé. Dotées de caractéristiques génétiques et
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fonctionnelles distinctes, les populations virales comparti-
mentées du SNC pourraient en outre constituer un obstacle
a l’objectif d’éradication du virus que de nombreuses
recherches visent a atteindre. Cela est déja démontré avec
la persistance dans le LCR de virus résistants aux ARV [20]
ainsi que la présence de virus résistants aux anticorps mono-
clonaux largement neutralisants [64], dont I’utilisation en
clinique se profile [75-79].

Liens d’intéréts : Lien en rapport avec I’article, a déclarer
par chaque co-auteur.
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