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Introduction :

Les VIH sont caractérisés par une forte diversité génétique, liee notamment a leurs origines simiennes et a leur mode de réplication, et
accentuée par le phénomeéne de recombinaison. Malgré leur importante divergence génétique, le VIH-1 de groupe M (VIH-1/M),
pandémique, et le VIH-1 de groupe O (VIH-1/0), endémique au Cameroun, peuvent générer des formes recombinantes inter-groupes M et
O (VIH-1/MOQO). Depuis 1999, 23 recombinants MO ont ainsi été décrits. Aux extrémités du génome du VIH, se situent deux séquences

répétitives identiques :

le 5’LTR et le 3’LTR, tous deux composés des régions U3, R et U5. Ces LTRs constituent un point chaud de la

recombinaison. Des travaux préliminaires ont permis la génération artificielle, par un systeme de génétique inverse, de virus recombinants
VIH-1/MO. L’étude de leurs LTRs, initialement différents, a montré qu’ils avaient recombiné au cours du temps pour devenir identiques.

Objectifs :

1. Analyser |’émergence d’un point de cassure dans le 5’LTR d’une forme recombinante VIH-1/MO
2. Caractériser les différentes populations présentes au cours de sa mise en culture sur lignée cellulaire

Etude de I'émergence d’un point de cassure dans le 5’'LTR

Mateériels & Méethodes:
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Résultats :

—> Emergence d’un point de cassure dans le 5’LTR des le début de
la culture a J4

— Localisation de la zone de recombinaison dans la 2¢™e moitié de
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—> Coexistence de plusieurs populations dans les différents

surnageants de culture
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Caractérisation des populations présentes

Matériels & Méthodes :
SINGLE GENOME AMPLIFICATION (SGA)
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PCR réalisée 96 fois a cette dilution et
révélation sur gel d’agarose

<

Séquencage des amplicons par la
méthode de Sanger

Résultats :

5'LTR recombinants

Dilution | Pourcentage

Surnageant

limite | puits positifs recombinants
=VIH-1/0 n LTRs recombinants | Point de cassure

1 506-513
D 1/300 16,70 % 11 5 2 513-522

2 523-547

J6

1 506-513
F 1/300 16,70 % 12 2

1 513-522
H 1/100 7% 7 0 0 /

3 506-513
J 1/100 25 % 10 10 4 513-522

3 523-547

—> A J6 (début de culture) : eémergence du LTR recombinant avec
persistance de LTRs non recombinants (= plasmide de départ).

5'LTR recombinants

' = VIH-1/MO
Dilution | Pourcentage S'LTR non

Surmageant | . ie puits positifs | Fecombinants
Sl n LTRs recombinants | Point de cassure
R 1 506-513
J16 D 1/175000 15 % 0 11 5 513-522
L 5 523-547
R 1 506-513
134 D 1/190000 22% 0 20 14 513-522
~—/ 5 523-547

—> A J16 et J34 (milieu et fin de culture) : LTR recombinant uniquement

—> Trois motifs distincts de recombinaison, des J6
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VIH-1/0 ATCTCTAGCT GAACCCGCTGCTTAAECGCTCAATAAAGCTTGCCTT GAGTGA-==-6GAAG
VIH-1/M GCTAGCTAGG - - - - - - A - - - - - - - GG - - - - - - - - - - - - - - - - oo CTTC - -
506513 G ¢ TAGCTAGG:- - - - - - G- - - - - - - - = [ FESEE -
3522 G CTAGGeTatGeg - - - - - R - - - - - - - - TIG - - - - - - - - - - o e oo oo FEEE -
523547 G CTaGCTAGG - - - - - - R - - - - - - - tc- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ) G

—> Comparaison aux données in vivo disponibles :
* |es 3 motifs sont retrouvés pour 3 virus recombinants in vivo
2 autres motifs présents in vivo (396-545 pb & 489-497 pb), non
retrouves in vitro (contraintes techniques)

Conclusions & Perspectives :

La caractérisation par SGA des 3’LTRs-ARN (surnageants de culture) et des 5’ et 3’LTRs-ADN (cellules de fin de culture) doit étre réalisee.

Néanmoins, notre étude a permis de :

 décrire '’émergence de la recombinaison dans les 5’LTRs de virus recombinants VIH-1/MO, avec un point de cassure dans la région R,
e caractériser les populations présentes avec trois motifs distincts de recombinaison, retrouvés des le début de la culture cellulaire,

* valider notre protocole en comparant ces données in vitro aux donnees in vivo de patients infectés par des virus recombinants MO,

* ameéliorer nos connaissances sur les mécanismes de recombinaison inter-groupes M et O.
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