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UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
Pr. DAFIRI Rachida Radiologie




Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Doyen de la FMPA

Gynécologie Obstétrique




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*

OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie




Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA
.BENOMAR ALI
.BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie




Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *
FILALI ADIB Abdelhai

HAJJI Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABBASSI Abdellah

. AL KANDRY Sif Eddine*
. ALLALI Fadoua

. AMAZOUZI Abdellah

. AZ1Z Noureddine*

. BAHIRI Rachid

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique

Radiologie o F
Gynécologie Obstétrique Wmsmw /
Pédiatrie o -ﬂ"’
Cardiologie ﬂi o

. . ‘o o
Chirurgie Générale g
Pédiatrie s

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie



Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005 Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid

Pr. ACHACHI Leila

Pr. ACHOUR Abdessamad*

Pédiatrie

Cardiologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardio logie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie
Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation

Microbiologie - ot
Radiologie N\ A
Urologie li
Pédiatrie el
Psychiatrie e

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale



Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJIJI Larbi*

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*
MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr

ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie

Pharmacie clinique

Ophtalmologie

Pharmacie galénique

Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation

Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale

Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation

Microbiologie

Réanimation médicale

Radiologie

Pneumo phtisiologie

Hématologie biologique

Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale



Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU El hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L’KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. BOUAITY Brahim*

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie
Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique
Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique

Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie
Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie plastique et réparatrice
Urologie



Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL KHATTABI Abdessadek*
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. MEHSSANI Jamal*

Pr. RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOUR Mourad

Pr. AWAB Almahdi
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ORFans :Les genes paralogues qui codent pour des protéines de
inconnue
P. sibericum :Pithovirus sibericum
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PgV :Virus Phaeocystis globosa
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Le monde des virus ne cessera jamais de nous étonner. Historiquement, les virus ont été
¢tudiés principalement d'un point de vue médical et économique, cependant, les dernieres
décennies ont montré que les virus jouent des rdles beaucoup plus polyvalents qu’on peut

imaginer.

Etant les entités biologiques les plus abondantes de la planéte, les virus conduisent les
cycles biogéochimiques a 1'échelle globale, affectent la biodiversit¢ et les structures
communautaires de leurs hotes et plus profondément ils ont influencé toute la vie cellulaire

depuis le tout début et ils continuent a laisser leurs empreintes dans les génomes cellulaires
[1].

L'une des plus grandes surprises de l'histoire virologique récente a été la découverte
d'Acanthamoeba polyphaga mimivirus, en 2003 par des bactériologistes, qui est un virus géant
associ¢ aux amibes du genre Acanthamoeba. Plus de 10 ans aprés son isolement et sa
classification initiale comme une bactérie parasite intracellulaire obligatoire des amibes du
genre Acanthamoeba, la nature virale du mimivirus a €té reconnue et par la suite d’autres

virus géants ont été découverts [1-3].

Les virus géants sont des parasites obligatoires de plusieurs organismes, ils font partie
du groupe des virus nucléocytoplasmiques a grand ADN et ils ont confronté la communauté
scientifique par des caractéristiques jamais observées auparavant dans un virus, leur taille de
virion et leur complexité génétique avec de nombreux genes habituellement trouvés dans les
cellules eucaryotes et procaryotes, ce qui a défi¢ la définition classique des virus comme étant
des agents infectieux «filtrables» et ce qui en résulte 1’invalidation une fois pour toutes de la

séparation entre les virus et les formes de vie cellulaires en fonction de la taille [4-12].

La vie de certains virus géants peut ne pas étre toujours facile car ils peuvent eux-
mémes étre la proie de minuscules virus, précédemment inconnu, qui agissent comme des
parasites des virus géants appartenant a la famille des mimiviridae. Ces parasites surnommeés
«virophages», par analogie avec le terme bactériophage, sont de petits virus non enveloppés
avec une capside icosaédrique d'environ 35 a 74 nm de diametre et un génome d'ADN double-

brin de 17-30 kpb, ces petits parasites sont capable de co-infecter des eucaryotes
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unicellulaires avec des virus géants et de détourner la machinerie de réplication de ces

derniers pour leur propre multiplication [1,3,8,9,13-15].

Sputnik présente le premier virophage découvert, par la suite d’autres représentants ont
¢té décrits principalement dans les données métagénomiques et ils ont été classés dans une

nouvelle famille virale « Lavidaviridae » [8,16].

La découverte accidentelle de virus géants puis des virophages a conduit a un

changement des bases de la virologie. Dans notre revue nous visons a :
e Rappeler les principales caractéristiques des virus géants et des virophages.

e Mettre en ¢évidence leurs cycles de réplication, origines potentielles,

classification, distribution, pouvoir pathogene et impacts.
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1-Concept et définition des virus aux XIXe et XXe siecles :

Pendant longtemps, le concept de «virus» a été embrouillé (figurel) [11].

Les virus ont été décrits pour la premiere fois a la fin du XIXe siécle comme des agents

infectieux ultrafiltrables et submicroscopiques [3].

v' Leur description a été entamée par Pasteur, qui a découvert 1’agent de la rage qu’il

I’a considéré comme un microbe [11,17].

v Entre 1886 ct 1898, les bases de la virologie ont été posées avec la découverte des
agents responsables de la mosaique du tabac et des maladies de la fievre aphteuse,
ultrafiltrables et invisibles en microscope optique. En conséquence, ces agents ont été appelés

ultravirus ou inframicrobes [11].

v' Au cours des années 1910-1920, les virus sont devenus de plus en plus établis
comme de petites entités qui ont besoin de cellules vivantes pour se répliquer, de plus
Rickettsia et Chlamydia (parasites intracellulaires) ne sont plus considérés comme des

virus[11].

v' Au cours des années 1930-1940, les premiéres micrographies électroniques de

virions ont été obtenues et la période d'éclipse de la réplication virale a été découverte [11].

v' Puis, au cours des années 1950, le concept de virus a été dévoilé par A. Lwoff, basé
principalement sur des critéres négatifs, y compris l'absence a la fois de I'ADN ou de 'ARN

ou des composants de l'appareil de traduction [3,11].

= Par conséquent, les virus ont ¢t¢ définis comme des molécules biologiques
potentiellement pathogeénes capables de passer a travers des filtres a pores de 0,2 um et de

rester invisibles au microscope optique, contrairement aux microbes[11,16,17].

Ainsi comme possédant un contenu génétique limité, un mode de vie strictement

parasitaire avec un cycle réplicatif qui repose largement sur les protéines de I'hote [3,11,16].

= En raison de cet état d’esprit, les virus sont restés longtemps a la lisiére du monde
vivant avec un déni évident de l'existence de virus dont la taille serait suffisamment grande

pour étre résolue avec un simple microscope optique [4].
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Figure 1 : Schéma d'un bref historique de la dénomination et la définition des virus [11].




2-Emergence des virus géants :

v’ Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APM) a été isolé par hasard en 1992, a partir
d'un échantillon d'eau prélevé en Angleterre d’une tour de refroidissement, suite a une enquéte
déclenchée par une épidémie de pneumonie en Angleterre. Son isolement a été réalisé par co-
culture sur Acanthamoeba polyphaga : une stratégie de mise en ceuvre principalement utilisée

pour récupérer les pathogenes de type Legionella [3,4,18].

v’ Les virions d’APM ont d'abord été confondus avec des bactéries car ils pouvaient
étre visualisé€s par microscopie optique et ressemblaient a des coccus Gram positif (figure 2).
Apres une décennie, seule l'absence d’ADN ribosomique et la visualisation de la capside
icosaédrique par microscopie €lectronique dans la bactérie présumée a conduit a la découverte
et la définition du premier virus géant en 2003 & Marseille « Mimivirus » pour souligner qu'ils

¢taient des virus imitant les microbes. Ce dernier a fondé la famille des Mimiviridae [3,4,18].

v' Suite a cette découverte, beaucoup d'autres virus géants ont été identifiés au cours

des 12 dernieres années (figure 3) [3,4,18,19] :

v" En 2007, un virus nommé Marseillevirus a été isolé sur biofilm a partir d'une tour de
refroidissement pres de Paris.

v En 2010, Megavirus chilensis a été prélevé dans un échantillon d'eau de mer des
cotes du Chili.

v' En 2013, le plus grand des virus géants découverts a ce jour, le Pandoravirus, a été
retrouve sur les rives du Chili et dans un étang de jardin en Australie.

v Plus récemment, d’autres membres de virus géants ont été décrits, présentant des
souches types de nouvelles familles de virus géants putatifs tels que Pithovirus
sibericum et Mollivirus sibericum qui ont été identifiés dans un pergélisol sibérien datant de

trente mille ans.



b
Figure 2 : Micro-organismes strictement intra-amibiens, observés en microscopie optique apres
coloration de Gram [20].

A : Acanthamoeba polyphaga Mimivirus (anciennement appelé "le coccus de Bradford").

B : Parachlamydia acanthamoeba (anciennement appelé "coccus de Hall").

C : Legionella drancourtii.

3-Découverte des Virophages :

v En 2008, La Scola et al ont décrit de petites particules virales inconnues d’environ 70
nm de diamétre observé en utilisant le microscope électronique dans le cytoplasme des
cellules d’Acanthamoeba infectées par un mimivirus appelé Acanthamoeba polyphaga
mamavirus. Ce petit virus a été appelé Sputnik et classé comme virophage en raison de sa

similitude fonctionnelle aux bactériophages [3,4,6,16,21-24].

v’ La découverte de sputnik a permis la découverte du premier virus infectant
véritablement un autre virus aprés les découvertes successives depuis les années 1890 de
virus d'eucaryotes, de bactéries et d'archées et la considération des virus comme un dernier

niveau de parasitisme dans la nature vivante pendant des décennies [16,18,24].



v' Le second virophage « Mavirus » a été découvert en 2010 dans les eaux cotieres des
Etats-Unis avec le virus de la Cafeteria roenbergensis (CroV), un parent distant des
Mimivirus qui parasite la Cafeteria roenbergensis (un flagellé phagotrophique marin)

[6,16,21-25].

v Trois autres virophages étroitement apparentés a Sputnik ont été isolés

[3,16,22,23,26,27] :

e Sputnik 2 a été décrit en 2012 avec un mimivirus appelé lentillevirus. Il a été
isolé a partir du liquide de stockage de lentille de contact d'une jeune fille de 17
ans souffrant de la myopie et présentant une kératite.

e Sputnik 3 a été isolé en 2013 avec un rapporteur mimivirus plutdét qu'avec son

hote viral naturel a partir d'une procédure de co-culture.

e Sputnik Rio Negro a été isolé en 2014 en association avec un mimivirus appelé

virus Samba en utilisant I'Acanthamoeba systéme.

v Egalement en 2014 un nouveau virophage appelé zamilon (signifiant «un collégue»
en arabe) a été découvert dans un échantillon de sol tunisien avec un mimivirus appelé virus

Mont! [3,4,22,23,28].

v/ D’autres virophages ont été décrits principalement a partir de jeux de données
métagénomiques a différents endroits et a partir de diverses sources, renfor¢ant ainsi cette

nouvelle classe [5,16].



Mimiviridae ...
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Replicationin the nucleus

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 20

Figure 3 : Schéma de I'ordre chronologique de la découverte des principaux représentants des virus

géants de I'amibe et des virophages [3].
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1-Virus géants :

La découverte des virus géants a contesté la définition classique d’un virus car ils
présentent des caractéristiques phénotypiques et génotypiques uniques qui les différencient

des virus «traditionnels» et les rapprochent de certains microbes ( figure 4 )[8,11,28,29].

1-Taille géante
>200 nm virions
>340 kilobase pairs
double-stranded DNA
genomes

Current Opinion in Microbiology

Figure 4 : Principales caractéristiques spécifiques aux virus géants par rapport aux autres virus [11].
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1-1 Virion et taille du génome :

- Les virus géants sont simplement définis comme des particules virales suffisamment
grandes pour étre facilement observées sous un microscope optique, car leurs tailles se situent
entre 0.2-1.5 pum (P. sibericum étant actuellement le plus grand) , intégrant un génome d'ADN
double brin de plus d'un million de paires de bases (de 105 kpb pour Iridovirus a 2474 kpb

pour Pandoravirus salinus ) et codant environ 1000 protéines [10,11,30,31].

- Leurs tailles de particule (2 a 15 fois plus grandes que les virus traditionnels) et de
génomes sont comparables a celles des petites bactéries. Cela a conduit a considérer ces virus
pendant longtemps comme une bactérie Gram positif et des endosymbiotes parasitaires,

respectivement [3,11,32].

- Par conséquent, la découverte de ces derniers a défi¢ la définition des virus comme
¢tant des agents infectieux «filtrables» parce que leurs virions énormes ne passent pas a
travers les filtres bactériens et invalident une fois pour toutes la séparation entre les virus et

les formes de vie cellulaires en fonction de la taille [7,12].
1-2 Complexité :

- En plus de leur taille inhabituelle, les virus géants présentent une grande complexité

génétique, avec la présence de certains génes cellulaires universels [12].

- Les génomes contiennent entre 50 et 250 fois plus de genes que les virus traditionnels,
parmi lesquels de grandes proportions sont uniques parmi les virus et au moins la moitié¢ ont
des fonctions inconnues, en plus de plusieurs genes similaires aux genes cellulaires tels que
ceux impliqués dans la réparation de I'ADN, la traduction, le repliement des proté€ines et la

synthese des polysaccharides [3,13,32].

- Les virus géants sont beaucoup moins dépendants de leur hote pour la réplication que
d'autres virus car ils codent pour un ensemble de protéines conservées qui interviennent dans

la plupart des processus essentiels a la multiplication virale [11,33].
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1-3 Mobilome

- Les ¢éléments génétiques mobiles (MGE) collectivement appelés «mobilome» sont des
acteurs clés de 1'évolution du génome des procaryotes et des eucaryotes et sont considérés

comme des «ingénieurs génétiques» de I'innovation biologique [34].

- Les MGE peuvent étre grossicrement regroupées en quatre grandes classes: les

¢léments transposables, les plasmides, les virus et les éléments d'auto-épissage [34]

- Le mobilome pour de nombreuses bactéries, archaea et eucaryotes unicellulaires inclut

tous ces ¢léments sous une forme libre ou intégrée [34].

- Etant donné que les virus constituent une partie du mobilome, ils ne sont normalement
pas considérés comme possédant leur propre mobilome, mais la découverte des virophages a
ajouté une nouvelle a la compréhension des relations existantes entre les différents éléments
mobiles en démontrant pour la premicre fois qu'un virus géant pourrait étre infecté par un

autre virus beaucoup plus petit d'une maniére similaire a l'infection virale des cellules [34].

Ce qui a permis de caractériser un mobilome propre des virus géants, chose inhabituel

dans les virus classique [11].

v" Le mobilome des mimivirus comprend [11,16,34] :

Plusieurs introns d’auto-¢épissage de groupe I et 1.

Parfois des virus : les virophages soit sous forme libre (virions de virophages) ou
intégrées ( provirophages).

e Les transpovirons.

Un systeme de défense appelé MIMIVIRE.
1-4 Monophylie

- Selon le systeme de Baltimore, les virus géants sont placés parmi les virus
nucléocytoplasmiques a grand ADN (NCLDV) qui présentent 1’assemblage viral
monophylétique le plus grand, le plus diversifie et le plus largement distribué

[10,13,19,35,36].
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- Les NCLDV, un groupe inventé¢ en 2001, comprennent des virus avec des génomes
allant de 100 kb a 2,5 Mb (indiquant que leur répertoire génomique est important comparé a
d'autres virus a ADN et équivalent a celui de plusieurs bactéries parasitaires) et infectent un

large éventail d'hotes eucaryote [3,13,37,38].
- Tous les virus NCLDV sont unis par [3,12,32,37-39] :

= La monophylie c'est-a-dire 1’origine commune qui se manifeste par l'existence d'un
grand ensemble de génes ancestraux responsables des fonctions virales clés dont cinq sont
trouvés dans la totalit¢ de leurs génomes, a savoir ceux codant pour la protéine capside
majeure, 1'hélicase-primase (D5), ADN polymérase B, ATPase d’encapsidation A32 et le
facteur 3 de transcription tardif viral et environ 50 genes, bien que manquants dans certains
NCLDYV, ont ét¢é attribués, avec une grande confiance, a 1'ancétre commun du groupe entier.

= ['architecture commune du virion.

(A part quelque exceptions tels que Pandoravirus et P. sibericum possédant une

l'architecture différente de virion en plus de I’absence de la capside)

= Les principales caractéristiques biologiques communes, en particulier la reproduction

virale cytoplasmiques dans des compartiments spécialisés appelés usine virale.

- Les relations familiales entre les membres de la NCLDV sont représentées par la
reconstruction phylogénétique des séquences de I' ADN polymérase B illustrées a la figure 5

[40].

- Les familles de NCLDV ont été proposées en 2012 pour étre reclassées dans un nouvel
ordre viral appelé Megavirales, qui se divisent en sept familles bien établies, en plus de
certains virus restés non classer tels que pandoravirus et P. sibericum, et se propagent dans les
organismes de trois des cinq supergroupes eucaryotes, asavoir Archaeplastida,

Chromalveolata et Uniconta [3,11,12,22,35,37,39,41,42].

- Les sept familles de [I'ordres des megavirales suggérés sont [35,37,39]:
Ascoviridae , Asfarviridae , Iridoviridae , Marseilleviridae , Mimiviridae , Phycodnaviridae et

Poxviridae.
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- Il existe une différence entre les virus géants et les autres membres des NLCDV, car
en plus des génomes de grandes tailles qui se présentent chez les NCLDV, les virus géants se
caractérisent par leur visibilité sous microscope optique. De plus, il a été démontré que la
corrélation entre la taille des virions et celle des génomes qu’ils transportent est loin d’étre

absolue [2].

- Les virus géants correspondent aujourd’hui a 4 familles distinctes dont les prototypes
sont Mimivirus, Pandoravirus salinus, Pithovirus sibericum et Mollivirus sibericum. En plus
de deux autres familles dont les prototypes sont Marseillevirus et Faustovirus qui sont

considérés a la limite du critére de visibilité [2].
1-5 Large spectre d'hotes :

- Les virus géants infectent un large éventail d'hotes cellulaires appartenant a des
groupes phylogénétiquement tres éloignés, notamment les invertébrés, les amibes, les algues

vertes et les mammiferes [11].

- Néanmoins, les amibes sont susceptibles d'étre des hotes naturels communs pour les

mimivirus et les virophages [6].

En plus de ces caractéristiques, d’autres sont présentes telles que la présence de

composants de traduction et 1’origine archaique de ce groupe de virus [11].
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Figure 5 : Reconstruction phylogénique basée sur I’ADN polymérase B, représentant les
membres des NCLDV [40].

Les tailles de génome viral sont données lorsqu'elles sont disponibles.

Les hexagones rouges indiquent des virophages associés a certains virus géants.
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Figure 6 : Reconstruction phylogénique basée sur ' ARN polymérase ARN dépendante des

représentants de 1’ordre des Megavirales [3].
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Tableau I : Les groupes proposés de I’ordre des Megavirales [12,24] :

Familles / Membres

Taille de génome (kb)

Poxviridae 130-375 Animaux
Asfarviridae 165-190 Mammiféres, protistes
Iridoviridae 140-303 Animaux, protistes
Ascoviridae 150-190 Insectes
Marseilleviridae 346-386 Amibe
Phycodnaviridae 154-407 Algue, autres protistes
Mimiviridae 370-1.259 Amibe, algue, autres protistes
Pandoraviruse 1.908-2.473 Amibe

Pithovirus 600 Amibe

Tableau II : Les principales caractéristiques des virus géants [2, 3] :

Mimiviridae Acanthamoeba 28 =1,2 dsADN =1000 Icosaédre 750 nm Phagocytose Lyse
Mb linéaire

Pandoraviridae Acanthamoeba 62- 1,9- dsADN =2 550 Amphore 500nmx Phagocytose Lyse et

64 2,8 linéaire 1200 nm exocytose

Mb

Pithovirus Acanthamoeba 36 610 ADN = 465 Amphore 500 nm x Phagocytose Exocytose
kb circulaire 1500 nm

Mollivirus Acanthamoeba 60 651 ADN =520 Sphéere 600 nm Phagocytose  Exocytose
kb linéaire

Marseilleviridae Acanthamoeba 43 =350 ADN = 400 Icosaédre 200 nm Phagocytose Bourgeo-
kb circulaire nnement en

saccules

Faustovirus Vermamoeba 36,2 466 ADN 450 Icosaédre 200 nm Phagocytose Lyse

kb circulaire
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Figure 7 : Morphologie des particules A : Mimivirus, B : Mollivirus, C : Pandoravirus, D : Pithovirus [2].
1. Vues en microscopie optique (x63, Nomarski). La barre d’échelle mesure 2 pm.
2. Vues en microscopie électronique a balayage. La barre d’échelle mesure 100 nm.

3. Vues en coupe fine par microscopie €lectronique a transmission.
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Figure 8 : Micrographies électroniques de : a) Virus de Port-Miou (un marseillevirus encore a
classer), (b) faustovirus, (c) Megavirus chilensis, d) Mollivirus sibericum, e) Pandoravirus salinus,

f) Pithovirus sibericum [40].

Toutes les barres d'échelle sont 200 nm.

21



2-Famille des Mimiviridaes:

- La famille des Mimiviridae (ou des Megaviridae, tels qu’ils sont quelquefois
dénommés, en référence a leur génome de plus d’une mégabase) s’est progressivement
dessinée a partir de ’exploration systématique de multiples environnements, afin de cerner

ces propriétés et ces contours [2].

- Tous les virophages caractérisés ont été trouvés exclusivement en association avec des

virus de la famille des Mimiviridae [2,12,14,40].

- Le virus prototype de cette famille est le mimivirus (APM) qui présente le centre
d’intérét et qui est le mieux étudié des virus géants des amibes. L'acronyme mimivirus (pour
imiter le microbe) refléte la ressemblance avec les bactéries sur la coloration de Gram [3,4,

18,31,33].

- Apres la découverte d’APM, plusieurs virus de type mimivirus ont été découverts dans
différentes parties du monde, ¢largissant ainsi la famille des Mimiviridae et en particulier le

genre Mimivirus [5].

- La famille des Mimiviridaes comprend actuellement plus de 40 virus et elle est

composée de deux groupes [22,33,40] :

= Le premier groupe comprend des virus de type Mimivirus qui infectent les amibes

(Groupe I).

= Tandis que le second groupe est composé uniquement du virus de la Cafeteria

roenbergensis, un mimivirus apparent¢ ¢loigné, qui infecte un bi-flagellé hétérotrophe marin.

v" Les virus du groupe I sont structurellement similaires mais ils ont des différences

génétiques qui définissent trois lignées distinctes [2,3,5,22,40] :
v' La lignée A dirigée par Mimivirus,
v' La lignée B dirigée par Moumouvirus,

v' La lignée C dirigée par Megavirus chiliensis.
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- Il existe d’autres virus apparentés €loignés de mimivirus infectant des organismes
marins, y compris des protistes phagocytaires et des microalgues, qui ont été identifiés et qui
englobent en plus du virus de la Cafeteria roenbergensis , les phycodnavirus du lac
Organique, les virus de Phaeocystis globosa, le virus Phaeocystis pouchetii, le virus de

Chrysochromulina ericina et le virus de Pyramimonas orientalis [2,3,36].
2-1 Principales caractéristiques des Mimiviridae :

- Tous les membres de la famille partagent la méme structure caractéristique de leur

virion [2]:

v" Une couche externe constituée de fibres entourant une capside protéique pseudo-
icosaédrique d’environ 0,5 pum de diametre contenant elle-méme deux membranes lipidiques
entourant le noyau.

v Un génome d’ADN linéaire riche en adénine-thymine (AT > 70 %) avec des tailles

allant jusqu’a 1,26 million de paires de bases codant jusqu’a 1 120 protéines.

- Les principales caractéristiques des Mimiviridae comprennent souvent [3,31] :

v" Un virophage associé.

v Une amino acyl ARNt synthétase (une enzyme typiquement trouvée dans les
organismes cellulaires).

v Une protéine MutS de réparation de mésappariement d'ADN, typiquement trouvés
dans les organismes cellulaires, elle fait partie d'une série de genes codant pour leur
propre appareil de réparation de I'ADN pour améliorer la précision de la réplication du

génome.

23



2-2 Description de ’APM :

Le Mimivirus représente la premiere violation du critére historique de la « bougie de
Chamberland » qui a mené a la découverte du premier virus en 1898 et s’applique a tous les

virus [2].

5> Morphologie [3-5,29,43,44] :

Les Particules d’APMYV sont caractérisées par une grande capside icosaédrique avec un
diametre qui peut arriver jusqu'a 750 nm, ce qui est bien au-dessus de la résolution d'un
simple microscope optique. En plus, des caractéristiques structurelles remarquables sont

présentes (Figure 9) :

v Une capside, qui est formée de plusieurs couches de protéines et une membrane
lipidique entourant un noyau protéique interne au niveau d’un compartiment central,
¢galement elle présente une projection en forme d’étoile appelée «stargate » a partir de
laquelle le génome viral se libére dans le cytoplasme de 1'hote et qui représente une
caractéristique unique des mimivirus.

v' Le compartiment central contient ' ADN viral, les ARNm et les protéines. Parmi les
protéines pré-emballées on trouve 12 enzymes impliquées dans la transcription, cinq dans la
réparation de 'ADN, deux dans la modification de 'ARN et cinq dans la modification des
protéines.

v Une couche dense de fibres glycoprotéiques d’environ 125 nm de long recouvre la
surface virale entiére a l'exception du stargate et qui est importante pour la fixation virale a

différents organismes.
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5> Génome [3-5, 30, 33, 43-45] :

Le séquencage du génome a révélé un ADN linéaire double brin caractérisé par une
teneur ¢levée en A + T (de 72 a 75%) et contenant un répertoire complexe de 1,2 Mbp et 979

genes putatifs dont 42 sont des génes communs avec d'autres NCLDV.

- Les ORFans (les genes paralogues qui codent pour des protéines de fonction inconnue)
représentent environ 50% des génes et environ 40% du protéome de 'APMV, ce qui entraine
un nombre élevé de facteurs avec des fonctions inconnues qui pourraient agir pendant la

réplication virale et la morphogenc¢se.

- Certains genes n'avaient jamais €té identifiés auparavant dans les virus et codent pour
des protéines uniques comme ceux impliqués dans la réparation de 'ADN, le repliement des
protéines, la syntheése des nucléotides, le métabolisme des acides aminés, la modification des
protéines et les métabolismes lipidiques ou polysaccharidiques, ce qui suggere une autonomie

relative de leur cellule hote pour la transcription et méme la traduction.

25



C Shared core genes of NCLDVs

D5-like helicase-primase//ATPase (superfamily Il helicase)
; ,\ ’, : _‘,?' _— DNA polymerase elangation subunit family B

DONAbound protein— A32-like virion packaging ATPase
mRNA

DNA genome A18 helicase (superfamily Il helicase)

Core wall Major capsid protein D13L
[NA-unbound protein

beermemd®E  hiol ciidoreductase

Quitér membrane
i DER/DI1L-like helicase (superfamily Il helicase)
[ik

Serine/threonine protein kinase

Very late transcription factor 2

— Acanthamoeba polyphaga mimivirus ~ Lineage A

_: Acanthamoeba polyphaga moumouvirus Uneage B | Mimiviridae

Megavirus chiliensis Lineage €
I— Marseillevirus marseillevirus T19 Lineage A
Lausannevirus Lineage B —
l_r_E Tunisvirus Unesge € Marseilleviridoe
Brazilian marseillevirus Lineage D

0.3

Figure 9 :Structure de 'APMYV, les génes de base et la relation des virus géants[4].
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2-3 Description du CroV :

- Levirus de la Cafeteria roenbergensis (CroV), le seul membre du
genre Cafeteriavirus, est unvirus géant a ADNdouble brin qui infecte
le nanoflagellé hétérotrophe marin unicellulaire Cafeteria roenbergensis. 11 s'agit du premier

virus géant infectant le zooplancton [27, 46].

- Le virion mature de CroV est caractérisé par une capside protéique icosaédrique
de 300 nm de diamétre, une membrane lipidique sous-jacente et un noyau interne qui contient
le génome[46].

- Le génome de CroV est d'environ 730 paires de kilobases (kbp), code pour 544

protéines et présente une teneur ¢levée en A + T (76,7% ) [46].

- Les fonctions prédites pourraient étre attribuées a 36% des protéines du virion, qui
comprennent des protéines structurales ainsi que des enzymes pour la transcription, la

réparation de I'ADN , les réactions redox et la modification des protéines [46].

- Malgré son petit génome, le virus de la CroV partage une grande proportion des
meilleures protéines orthologues avec Mimivirus, environ 36 protéines du virion CroV ont

déja été trouvées dans le virion d' Acanthamoeba polyphaga mimivirus [10,46].
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Tableau III : Vue d'ensemble de la famille de Mimiviridae et des infections a virophage

expérimentales [3,4,24].

Genre

Groupe Lignée

Lieu de Taille Nbre Virophage
découverte Virion(nm) Génome(kbp) ORF
A. polyphaga Bradford, 750 1,182 979 28 Sputnik
mimivirus Angleterre
A. polyphaga Paris, France 750 1,192 1023 28 Sputnik
mamavirus
Hirudovirus Tunisie 520 1,155 992 28 -
Niemeyer virus Belo Horizonte, 620 1,299 1003 28 -
Brésil
Samba virus Negro River, 570 1,181 971 28 Rio Negro
Brésil
Amazonian Negro River, - 1,180 979 27 -
virus Brézil
Kroon virus Lagoa Santa, - 1,222 944 27 -
Brézil
Oyster virus Floriandpolis, 1,200 948 27 -
Brésil
Pointe-Rouge 1 Marseille, 390 1,151 - - Sputnik
virus France
Longchamps - 450 1,104 - - Sputnik
virus
Fauteuil virus - 600 1,181 - - Sputnik
Terra2 virus Marseille, 370 1,167 890 28 Sputnik
France
Pointe-Rouge 2 Marseille, 500 1,163 - - Sputnik
virus France
Lactour virus - 450 1,181 - - Sputnik
Lentille virus Marseille, 500 1,193 807 - Sputnik
France
Shirakomae Nagano, Japan - 1,183 996 - -
virus
Kasaii virus Tokyo, Japan - 1,183 996 - -
Bombay virus  Mumbai, Inde 435 1,182 898 28 -
A. polyphaga Sud-est 420 1,021 930 - Sputnik
moumouvirus France
Monve virus 390 1,015 Sputnik
Saudi Jeddah, 500 1,046 868 26 -
moumouvirus  Arabie saoudite
Goulette virus - - 1,017 979 - -
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Genre Groupe Lignée Lieu de Nbre G+C% Virophage
découverte Virion(nm) Génome(kbp ORF
Mimivirus | C Megavirus Las Cruces, 700 1,259 1120 25 -
chiliensis Chile
LBA111 virus Tunisie 550 1,231 1183 - -
Courdo 11 virus Saint-Raphael, 450 1,246 1166 - Sputnik
France
Courdo 7 virus France 400 1,000 - - Sputnik
Terral virus Marseille, 420 1,234 1055 25 Sputnik
France
Shan virus Marseille, 640 1,259 - - -
France
Courdo5 virus 400 0,922 - - Sputnik
Powai Lake Mumbai, India 425 1,209 996 25 -
megavirus
Bus virus - 400 1,229 - - Sputnik
Avenue 9 virus - - 1,214 - - -
Montpellier 3 Montpellier, 370 1,243 - - Sputnik
virus France
Mont1 virus Tunisie 500 - - - Zamilon
Cafeteria- | - CroV Coastal waters 300 730 - 23.3 Mavirus
virus near the USA,

2010 Texas
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Rhodophyta

PoV (560 kb) Viridiplantae

Holozoa

Fungi

Unikonts

Mimivirus (1,18 Mb), Megavirus (1,26 Mb)

Haptophytes
Crytophytes
Stramenopiles
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Excavates

Opisthokonts

Amoebozoa

Figure 10 : Diversité des hotes eucaryotes connus pour étre infectés par des Mimiviridae.

Les noms des virus dont les génomes sont entiérement séquencés sont écrits en

jaune, les génomes partiels en blanc [2].
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3-Virophages :

- Les virophages sont des petits virus d'environ 35 a 74 nm de diametre, non enveloppés
avec une capside icosaédrique et un génome d'ADN double-brin de 17-30 kpb codant pour 16
a 34 protéines putatives. Environ la moiti¢é des protéines codées sont des ORFans et
certaines sont conservées dans la plupart des virophages et peuvent jouer un rdle crucial

dans la réplication virale [5,9,13,16,23,28,47].

- Ils sont surnommés «virophages» par analogie avec le terme bactériophage car ils co-
infectent des cellules eucaryotes aux cotés de virus géants (Mimiviridae) et détournent la
machinerie de réplication virales plutot que la machinerie de réplication native de la cellule

hote [1,8,9,13,23,47].

- Les virophages ont ¢été découverts il y a moins de dix ans mais se révelent

progressivement tres diversifiés et largement distribués [9,16].

- A ce jour, seulement cinq virophages ont été isolés et séquencés : Sputnik, Sputnik2,

Sputnik3, Zamilon et Mavirus, ainsi qu'un ¢lément de type virophage : PgVV [9,48].

En revanche, la métagénomique a contribué a la découverte de 57génomes complets et

partiels des virophages [9,16].

Cette augmentation de 10 fois a permis une approche de classification qui est basée sur
le génome ainsi que des conclusions comparatives qui réaffirme la position unique des
virophages dans 1’évolution , en plus d’un débat sur la classification des virophages comme

des virus satellites[9, 16].

- Il y a des caractéristiques similaires entre les familles proposées de virophages avec
certaines différences qui concernent essentiellement la taille, le répertoire génétique et le virus

géants associ¢ [1,3,8,14,16].
3-1 Virophages isolés

Ce sont des virophages qui ont été isolés avec leur hote viral géant en utilisant une co-
culture sur des cellules eucaryotes co-infectées allant de 1'amibe Acanthamoeba polyphaga a

la micro flagellée Cafeteria roenbergensis [9,16].
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3-1-1 Isolats de Spoutnik : Sputnik, Sputnik2 et Suptnik3 :

- La structure de ces virophages a été résolue, montrant que ce sont des virus
d'environ 70 nm de diametre non enveloppés avec une capside icosaédrique, des fibres de
5,5 nm de long et un génome d’ADN circulaire double brin de teneur élevée en A + T,
possédant 20-21 cadres de lecture ouverts (ORF) et codant pour plusieurs facteurs impliqués

dans la réplication de 'ADN [4,16,26-28,47].

-Ces virophages partagent plus de 99% d'identité nucléotidique et ont un large spectre
d'hétes car ils peuvent se répliquer avec les 3 groupes de la famille des Mimiviridae infectant

les amibes[21,22].

Figure 11 : Particules du mamavirus géant (rouge) et virophages Sputnik (vert) [7] .
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5> La capside de sputnik:

Des études structurales tridimensionnelles ont été réalisées sur les virophages de

Spoutnik en utilisant la microscopie cryo-électronique (cryoEM) a une résolution de 3,5 A, ils

ont montré que [16, 27, 49]:

v

La capside de sputnik est construite a partir de 260 capsomeéres
pseudohexamériques de la protéine de capside majeure (MCP, ORF 20) et 12

capsomeres pentamériques de la protéine de capside mineure (mCP, ORF19).
Les capsomeres ont une structure trimérique.

La MCP est organisée en un réseau de surface hexagonal caractéris€é par un

nombre de triangulation T = 27.

Les capsomeres pentamériques ont des cavités centrales qui peuvent servir a

l'entrée ou a la sortie de ' ADN, comme dans les bactériophages.

Une bicouche lipidique de 4 nm d'épaisseur est sous I'enveloppe de la capside.
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Figue 12 : Coupe transversale a travers la carte cryoEM de sputnik[49].

L'orientation des axes icosaédriques (2, 3 et 5 fois) est représentée par des lignes blanches.

Avec la bicouche lipidique probable sous la capside et les fibres de type «champignon» sur les

capsomeéres trimeriques.

Dans la vue agrandie, une fléche noire pointe vers les densités de protéines transmembranaires

possibles.
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Figure 13 : Reconstruction Cryo-EM du virion Sputnik [27].

Figure 14 : Infection de 1' amibe Acanthamoeba castellanii avec a la fois le virus géant mamavirus et

le virophage Sputnik 1, aprés 16 h d'infection [17].

35



3-1-2 Mavirus :

- Le mavirus posséde Une capside icosaédrique de diamétre =~ 75 nm et un génome

circulaire d' ADNdb de teneur élevée en A + T codant pour 20 ORF [16,27,47].

- Le mavirus dépend pour sa propagation du virus de la Cafeteria roenbergensis

(CroV)[27].

Figure 15 : Organismes du virus de la cafétéria roenbergensis «sains» et «malades» [50].

a | Micrographie électronique a transmission d'une usine de virion (CroV) du virus de la Cafeteria
roenbergensis (VV) sans Mavirus, produisant des particules de CroV a l'intérieur d'une cellule de C.

roenbergensis. Le noyau cellulaire (N) et une mitochondrie (M) sont visibles.

b | L'usine CroV représentée ici (indiquée par des fléches) est infectée par le virus Mavirus. Aucune
particule de CroV n'est visible; a la place, des particules de Mavirus sont présentes a l'intérieur de

l'usine (pointes de fleches blanches) et dans un réseau cristallin adjacent (pointe de fléche noire).
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Figure 16 : Micrographie au microscope électronique a coloration négative des particules de mavirus

[27].

3-1-3 Zamilon :

- Le virophage de zamilon se présente comme des particules sphériques, avec un
diamétre de 50 a 60 nm (semblables aux particules de Sputnik et de Mavirus) et un génome
circulaire d'ADNdb de teneur élevée en A + T et codant pour 20 ORF allant de 222 pb a 2337
pb de longueur [4,16,22].

- Zamilon est le premier virophage isolé avec un membre du groupe de Mimiviridae C

et ne peut infecter que les lignées B et C [4,41].

- Il présente 76% d’identité de séquence du génome avec sputnik[4,21,41].
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Figure 17 : Le génome de Zamilon, avec des séquences codantes prédites sur le brin avant (bleu) et le

brin inverse (rouge) [22].

38



Figure 18 : Infection d’Acanthamoeba polyphaga avec a la fois le virus géant Mont1 et le virophage

Zamilon, aprés 16 h d'infection [17].

3-2 Métagénomique et détection de la génomique

Une douzaine de virophages ont été isolés a partir des analyses métagénomiques.

Ces virophages ne sont connu que par leurs génomes, les hotes exacts ou les virus
associés restent a déterminer mais il est suggéré qu'ils sont associés a des virus géants et

qu'ils infectent le phytoplancton marin, les algues ou les protistes [4,15,16,23,28].
3-2-1 Virophage Organic Lake : OLV.

- OLV présente le premier virophage découvert en utilisant des méthodes indépendantes

de la culture, en 2011 a partir d'un lac méromictique hypersalin en Antarctique [15,23].

- OLV a un génome d'ADNdD circulaire de 26 421 bp qui code pour 24 protéines qui
peuvent avoir 27% a 42% d'identité des protéines Sputnik [16].
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3-2-2 Virophage de Phaeocystis globosa : PgVV :

-Ce virophage a ¢été découvert en 2013 par analyse des métagénomes générés dans les

eaux cotieres néerlandaises atlantique de sud nord et mer du nord [16].

Lors de l'assemblage du troisiéme plus grand génome du virus marin Phaeocystis
globosa (un mimivirus apparent¢) a l'aide de données métagénomiques, une séquence
ressemblant a un virophage (PgVV) a été obtenue. Bien qu'aucune particule de virophage n'a
¢té observée, Il a été suggéré que cet ¢lément se réplique comme un provirophage intégré

dans le génome de son virus hote ou comme un plasmide linéaire [9,16,41].

- Les caractéristiques génomiques de PgVV sont uniques, 16 ORF prédits ont été
trouvés dans son génome mais la plupart d'entre eux n'avaient pas d'appariements significatifs

dans les bases de données [16, 41].

- PgV-16 T présente un mimivirus apparenté de facon lointaine connu pour réguler la
population des micro - algues Phaeocystis globosa (Haptophyta, Bikonta), avec son génome
de 459 kb codant pour 434 protéines, le PgV-16T est le virus le plus complexe connu pour

infecter un organisme photosynthétique[ 10].
3-2-3 Ace Lake Mavirus (ALM):

- En 2013, une séquence génomique presque compléte d'un virophage, nommé Ace
q g que presq p phag

Lake mavirus a été récupérée d'un échantillon d'Ace Lake en Antarctique[15,16].

- Le génome d’ALM présente une longueur 17 767 pb, une teneur en G + C de 26,7% et
code 22 ORF parmi lesquels 14 sont homologues aux ORF de mavirus [16].

3-2-4 Virophages de Yellowstone Lake (YSLYV) [15,16,23] :

- En 2013 et 2015, sept séquences génomiques complétes de virophage Yellowstone
Lake (YSLV1-YSLV7) ont été obtenues a partir des métagénomes de Yellowstone Lake. Ceci
suggere une diversité substanticlle de virus géants et d'hotes eucaryotes dans cet

environnement. Ces génomes avaient une taille comprise entre 22 et 29 kbp.
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3-2-5 Virophages hybrides :

Les analyses phylogénétiques ont permis la découverte d’une nouvelle famille de
virophages dans le métagénome du rumen de mouton «les génomes des virophages du

rumen » qui a reconstitué de fagon inattendue un génome hybride virophage-polinton [16]
3-2-6 Zamilon 2 :

- Il a été décrit en 2015, par assemblage du génome partiel d'un virophage étroitement
apparenté a Zamilon a partir d'un métagénome de bioréacteur non aéré en Amérique du Nord

[16].

- Le génome a une taille de 6716 paires de bases et comprend des homologues partiels

ou complets pour 15 cadres de lecture ouverts (ORF) prédits par Zamilon [51].

3-2-7 Séquences de génomes de virophages intégrées dans le génome

de Bigelowiella natans :

- En 2015, des génomes virophages intégrés dans le génome nucléaire de l'algue
unicellulaire Bigelowiella natans ont été décrits et hautement transcrits. Dans le méme
génome, des séquences de membres de Megaviraleset des ¢éléments répétés qui
correspondaient a des transpovirons ont été observés. Sur la base de ces résultats, il a été
suggéré que le génome de ces chlorarachniophytes peut enregistrer des empreintes génétiques
de virophages pour les utiliser comme une arme moléculaire contre les virus géants, conférant

une sorte d'immunité.[16]
3-2-8 Virophage de Dishui Lake (DSLV1) :

- Un nouveau groupe de virophages a été¢ découvert en 2016 a partir du lac Dishui, un
lac artificiel d'eau douce a Shanghai, en Chine. Une séquence génomique complete de ce

virophage, appelé virophage de Dishui Lake (DSLV1), a été obtenue [16].

- Son assemblage a généré un génome circulaire d'ADNdb de 28 788 pb, avec une

teneur en G + C de 43,2%, qui abrite 28 ORF[16].
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3-2-9 Virophage de Qinghai Lake (QLV) [16,21]:

- En 2016, un autre virophage a été décrit a partir d'un métagénome d'une communauté
microbienne planctonique du lac Qinghai, un lac de montagne tibétain. Une séquence
génomique complete de ce virophage, a été obtenue, qui contient 23 379 pb, avec une teneur

de 33,2% en G + C et code 25 ORF.

- QLV partage entre sept et 11 genes homologues avec YSLVs et OLV. Onze ORF

n'ont pas été trouvés dans d'autres virophages, étant donc spécifiques au QLV.

3-2-10 Séquences codantes pour la capside de virophage trouvées

dans les métagénomes :

De nombreux homologues de capsides virophages ont ¢té détectés dans différents
ensembles de données métagénomiques provenant de communautés microbiennes
¢chantillonnées dans des lacs, des rivieres, des lacs antarctiques et des lagunes d'eau douce
(Yellowstone, Lanier, Qinghai, Mendota, Trout, Erken, Vattern, Ekoln, Damariscotta, Spark,

Amazone, Albufera).[16]

Ils sont également détectés dans le métavirome des communautés distinctes de sols
désertiques hyperarides de 1'Antarctique, métagénome des boues activées, métagénome des
sédiments d'eau douce, métagénome de l'intestin, métagénome marin et métagénome des eaux
usées, témoignant de la présence répandue de virophages dans la biosphere. Pris ensemble, il

existe une diversité croissante de virophages.[16]
3-3 Les Genes conserves :

- Un certains nombres de génes sont conservés dans le génome de la plupart des

virophages ( figure 19), Ces genes codent [13,16,27,28] :
v" Des protéines de capsides majeures et mineures (MCP, mCP).
v Une ADN primase / hélicase / polymérase.
v" Une cystéine protéase.

v" La protéine du domaine zinc-ruban (ZnR).
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v Une ATPase d’encapsidation de I’ADN de la famille putative FtsK-HerA.

- De plus, dans plusieurs virophages, l'ensemble des génes conservés code des

intégrases de deux familles différentes [16] :
v" Une intégrase de la tyrosine putative retrouvée dans Sputnik
v" Une intégrase rétrovirale putative retrouvée dans I'ALM et le mavirus

- Remarquablement, 1'analyse phylogénétique de I’intégrase rétrovirale du mavirus a
indiqué qu'il est principalement li¢ aux homologues des éléments mobiles eucaryotes de la

famille Maverick / polinton (MP)[14].
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Figure 19 : Comparaison des architectures génétiques conservées dans les génomes des virophages

[16].
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3-4 Phylogénie des virophages :

- L'existence de geénes conservés suggere une origine monophylétique pour les
virophages tandis que le complément génétique restant présente des phylogénies complexes

suggérant un remplacement génique [14,16,27].

- Sur le plan taxonomique, cela a abouti a I'établissement d'une classification par le
Comité international de taxonomie des virus (ICTV) en une seule famille,

appelée Lavidaviridae qui comprend deux genres Sputnikvirus et Mavirus [9,16,27,28].

- Au niveau des especes, le genre Sputnikvirus contient le virophage Spoutnik
dépendant de ’APMYV et le virophage Zamilon dépendant de ’APMYV, tandis que le genre
Mavirus ne contient que le virophage mavirus dépendant du virus cafeteria roenbergensis

(CroV) [4].

- Les critéres de démarcation pour l'appartenance a la famille proposée Lavidaviridae

sont remplies [27] :

1- si le virus code au moins une partie des genes morphogénétiques conservés dans

les virophages.

2- si ce virus est dépendant ou associé a un virus géants.
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Figure 20 : Relations entre virophages [27].

A. Cartes génomiques comparatives des virophages OLV, Sputnik et mavirus. Les ORF sont
indiqués par des fléches. Les génes de virophage conservés sont représentés en couleur: superfamille
3 hélicase : rose; domaine de ruban de zinc : jaune; ATPase de la famille FtsK-HerA,: rouge; Cys
protéase : vert; protéine de capside mineure : bleu clair; protéine de capside majeure :indigo.

La barre d'échelle affiche les distances en paires de kilobases.
B. Identités par paires entre les protéines majeures de capside des virophages.

C. Analyse phylogénétique des MCP des virophages. Les branches sont colorées selon la
classification proposée des virophages: Sputnikvirus en bleu et Mavirus en rouge.

L'arbre est non raclé en raison d'un manque d’homologues identifiables en dehors de ce groupe
de virus qui pourrait étre utilisé comme un groupe a part.
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Figure 21 : Reconstruction phylogénique basée sur les protéines de capside des virophages [16].
Présentant le regroupement des virophages : le mavirus est regroupé avec ALM, DSLV1 avec YSLV3,

YLSV2 avec YSLVG...
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200 nm

Figure 22 : Micrographies électroniques de : (A) Mimivirus; (B) Usine virale de Mimivirus dans

Acanthamoeba polyphaga ; (C) Marseillevirus; (D)Virophages; (E) Faustovirus; (F) Pandoravirus sp [3].
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Tableau IV : Les principaux caractéristiques des virophages identifiés jusqu’a

maintenant [16, 28, 48] :

Outil de Taille
Découverte du géno-

Nbre G+C
OR %

Localisation
géogra-

Virophages Année de
description

source Virus géant

associé

phique

me
(kpb)

Sputnik 2008 Eau de Paris, Mamavirus Acanthamoeba Culture
tour de France polyphaga
refroidi-
ssement
Mavirus 2010 Eaux Texas, Cafeteria Cafeteria Culture 19 20 30.3
cotieres USA roenbergensis roenbergensis
virus
OLV 2011 Lac Antarctica Organic Lake Métagéno- 26 24 36.5
Organique phycodnavirus - mique
Sputnik 2 2012 Liquide de Marseille, Lentillevirus Acanthamoeba Culture 18 20 27
lentille France polyphaga
Sputnik 3 2013 Sol Marseille, Mamavirus Acanthamoeba Culture 18 20 27
France polyphaga
Phaeocystis 2013 Eau cotiere Sud de la Phaeocystis Phaeocystis Genomique 20 16 35.8
globosa hollandaise =~ mer du globosa virus globosa
virophage nord PgV-16T
YSLV1 2013 USA - Métagéno- 28 26 334
- mique
YSLV2 2013 USA - - Métagéno- 23 21 33.6
Lac mique
YSLV3 2013 Yellows- USA - - Métagéno- 27 23 349
tone mique
YSLV4 2013 USA - - Métagéno- 28 34 37.2
mique
ALM 2013 Lac Ace  Antarctica - - Meétagéno- 18 22 26.7
mique
Zamilon 2014 Sol Tunisia Montl virus Acanthamoeba Culture 17 20 29.7
polyphaga
YSLV5 2014 USA - - Métagéno- 30 32 51.1
Lac mique
YSLV6 2014 Yellows- USA - - Métagéno- 25 29 26.8
tone mique
YSLV7 2014 USA - - Métagéno- 26 27.3
mique 23
Zamilon 2 2015 Bioréact USA - Acanthamoeba  Métagéno- 6,7 15 partia 32
eur non sp. mique
aéré
DSLV1 2016 Lac China - - Meétagéno- 29 28 43.2
Dishui mique
QLV 2016 Lac China Meétagéno- 23 25 33.2
Qinghai - - mique
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Position des virus géants
et des virophages dans
le monde microbien
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Dans le monde scientifique, les classifications ont toujours été basées sur les outils
disponibles a un moment donné et bien sir cela s'applique aussi aux microbes. L'émergence
de virus géants et de virophages pose la question sur leur positionnement dans le monde

microbien [52].
1-Microbes :

v Le mot microbe est apparu dans la littérature aprés une communication de Louis Pasteur
en 1878, inspiré par la proposition du chirurgien Sedillot, pour définir ce qu'on ne
pouvait voir qu'a travers le microscope optique, pour désigner les organismes

microscopiques [17,52].
= En se basant sur cette définition, les virus ont été exclus des microbes [17].

v' Plus tard, en 1925, Chatton a divisé le monde microbien en deux parties: les eucaryotes

qui ont un noyau et les procaryotes qui n'ont pas de noyau [52].

= Cette définition était purement morphologique et n'était donc pas compatible

avec les définitions subséquentes basées sur l'analyse génomique [17].

v’ Par la suite, en 1977, R. Woese a suggéré un systéeme de classification basé sur le
ribosome, qui a conduit a la création du concept des domaines. Par conséquent, trois

domaines ont été identifiés: Bactéries, Archaea et Eucaryotes [17,52].

= Les virus ont été négligés de la classification des vivants car ils sont dépourvus
de geénes ribosomiques qui sont devenus le marqueur moléculaire le plus

fréquemment considéré pour construire un arbre de vie [3,52].

v’ La découverte de virus géants, qui ont été largement négligés (tout comme leurs propres
virus) a cause de la définition classique des virus d’une part et de leurs aspects
microbien d’une autre part, a conduit a la révision de la définition d’un microbe et la

définition d’un virus et par conséquent de tenter de reclasser les virus [17].
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2-Virus géants :
2-1 Virus géants et monde des vivants :

- Les virus géants ont été incorporés dans le monde des vivant grace a [7,19] :
e Leurs caractéristiques "type cellulaires" d’une part.

e La possibilité d’étre la proie d’un autre virus (virophage) d’une autre part.

= "Il ne fait aucun doute que c'est un organisme vivant. Le fait qu'il peut tomber
malade le rend plus vivant." explique Jean-Michel Claverie, virologue aux
laboratoires du CNRS UPR a Marseille, faisant partie de I'agence francaise de

recherche fondamentale [7].

- Par conséquent, il a été suggéré d'incorporer les virus dans l'arbre de vie et d’adopter
une classification génomique qui différencie [4,17,47,52] :
v' Les organismes codant pour le ribosome représentés par les eucaryotes, les bactéries

et les archées.

v Les organismes codant pour la capside représentés par les virus existants, les

virophages et les virus satellite traditionnels a ARN.

v’ La catégorie «autre», également appelée «réplicons orphelinsy», représentés par les
¢léments génétiques mobiles tels que les plasmides, les transposons et les acides nucléiques

satellites.
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Figure 23 : La classification génomique qui différencie les organismes codant pour la capside (CEOs)

et les organismes codant pour le ribosome (REOs) en plus de la catégorie « autres »[47].

- En effet, le travail sur les virus géants a ¢t€ poursuivi, ce qui a permis la découverte de

deux autres virus géants : le Pithovirus et le Pandoravirus [17].

= Ces virus ont remis en question la classification basée sur la capside parce qu’ils

n'avaient pas de capside et ne pouvaient donc pas entrer dans ce systeéme de classification[17].

- Par conséquent, cette classification n'a survécu que quatre ans apres, ce qui montre que
les théories actuelles devraient étre modestes car I'évolution des connaissances oblige a

réévaluer constamment les classifications précédentes[17].

52



2-2 TRUC : Nouvelle classification des virus géants :

Les virus géants présentent des caractéristiques étonnantes qui les placent dans une

catégorie biologique spécifique et autonome. Parmi ces caractéristiques, on souligne [19,53] :
v' La taille du virion et du génome qui est comparable aux petites bactéries.
v' La présence de composantes associées a la traduction.
v Un mobilome incluant des (pro) virophages et des transpovirons.
v" Un mécanisme de défense, MIMIVIRE.
v La monophylie.

v La présence des motifs protéiques les plus archaiques qu'ils partagent avec les

organismes cellulaires mais sans autres virus.

Le faite que ces virus présentent ces caractéristiques a conduit de nombreux
scientifiques a proposer l'idée frappante suivante : les virus géants représentent un «quatrieme
domaine de la vie» différent et comparable aux trois domaines cellulaires. Mais cela a soulevé
des problémes parce que jusqu'a présent, les domaines ont été définis sur la base du ribosome

qui est absent dans ces virus [3,11,12,17,19,52].

Par conséquent, il a été suggéré de redéfinir les microbes et donc de lacher la
classification en fonction de trois domaines et d'adopter un nouveau systéme de classification
des microbes, le plus récent étant TRUC qui est 1'acronyme de Things Resisting Uncompleted
Classifications (choses résistants aux classifications inachevées), pour accommoder
l'existence de quatre branches de micro-organismes, a savoir les bactéries, les archées, les

eucaryotes et les virus géants [3,11,17,52].

L'existence d'une quatriéme branche de vie a été considérée comme non fiable par
I’équipe d’E. Koonin et d’autres €quipes qui, selon leurs analyses phylogénomiques, ont
considéré que les virus géants ont acquis leurs genes par transfert horizontal a partir de leurs

hétes eucaryotes [3,11].

53



En revanche, 1'hypotheése de la quatrieme branche a été soutenue par des données
provenant d'autres équipes. En particulier, les analyses des superfamilles des protéines de
pliage et leur répartition entre les virus et les organismes cellulaires ont indiqué que les
représentants de Megavirales sont regroupés ensemble et une part d'autres virus, alors qu'ils se

chevauchent avec certaines bactéries parasites [3,11].

Ces analyses ont encore accentu¢ leur ancestralité car elles ont montré que les virus
géants ont coexisté avec les ancétres des cellules et composent un supergroupe distinct avec

les archées, les bactéries et les eucaryotes [3].

Bacteria Gammaproteobacteria Serratia
Bacteria Betaproteobacteria Burkholderia
o Bacteria Betaproteobacteria Cupriavidus
1 Bacteria Gammaproteobacteria Vibrio
Bacteria Spirochaetes Treponema
100 Bacteria Spirochaetes Spirochaeta africana
100 Archaea Crenarchaeota Thermoproteus tenax
00 Archaea Crenarchaeota Thermoproteus uzoniensis

100

Archaea Crenarchaeota Metallosphaera
Archaea Euryarchaeota Pyrococcus
100 Archaea Euryarchaeota Methanohalobium
Archaea Euryarchaeota Methanolobus
100 PgV-16T 7]
CeV
100 CroV
100 Moumouvirus Monve
Megavirus chiliensis
Mimivirus

Megaviridae

100

Eukaryota Amoebozoa Acanthamoeba
Eukaryota Amoebozoa Dictyostelium
a7 Eukaryota Viridiplantae Micromonas
' Eukaryota Metazoa Ecdysozoa Aposthonia
Eukaryota FungiDikarya Talaromyces
Eukaryota Alveolata Plasmodium
Eukaryota Fungi Microsporidia Vavraia

Figure 24 : Arbre de vie simplifié [10].
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3-Virophages :

- La diversité des virophages s'est considérablement ¢largie durant ces huit dernieres
années. Une discussion a été menu sur la classification des virophages, qui sont définis dans

plusieurs articles comme des virus satellites [4,9,16].

Le principal argument en faveur d'une classification en tant que satellite était le fait que
les virophages isolés ne peuvent pas se multiplier sans leurs virus géants associ€s, de la méme
maniere les virus satellites sont caractérisés par leur dépendance aux facteurs d'un virus

auxiliaire pour compléter leur cycle de réplication [16,27,50].

- Cependant les virophages (sputnik et mavirus) eux méme encodent les facteurs
impliqués dans la réplication virale, suggérant que ces virophages peuvent étre classés comme
des virus pleinement fonctionnels plutdét que comme des particules virales défectueuses ou des

agents sous-viraux [4,50].

Egalement, ils présentent les premiers virus qui infectent véritablement un autre virus
dans une cellule hote commune et détournent la machinerie du virus géant plutét que celle de

la cellule hdte pour la réplication et la transcription du génome [47,50,54].

= Par conséquent, si la dépendance au systeéme de transcription d'un autre organisme
suffit pour les classer comme agents sous-viraux, tous les virus a ADN, sauf les plus
complexes, doivent étre considérés comme des virus satellites, car la majorité d'entre eux

dépendent des mécanismes de transcription de la cellule hote [50].

- Dernier point est 1’effet suspecté de ces virophages sur les virus géants et leurs hotes

cellulaires [26].
= Ce qui plaide contre la théorie d'un satellite simple [54].

- Dans l'ensemble, la classification des virus géants en taxons significatifs devra reposer
sur plus que la simple ADN polymérase B comme indicateur génétique, des marqueurs
supplémentaires tels que la génomique comparative et méme le parasitisme par les virophages

\

peut aider a établir un schéma taxonomique permettant un acces facile a un ensemble de
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données de plus en plus important pour ces virus, surtout que leur diversité pose un défi

important a la communauté scientifique [40,55].

- Egalement, la classification taxonomique des virophages et d'autres agents similaires

a découvrir devrait refléter leur mode de vie particulier [50].
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- La détermination des relations évolutives entre les virus est trés compliquée mais cette
détermination est d’une importance crucial surtout pour étudier l'origine de leurs

caractéristiques [32].

- Il y a une dizaine d'années, 1'analyse des s€quences génomiques eucaryotes a permis
de découvrir une nouvelle classe de transposons dénommés Polintons ( la famille Polinton /
Maverick), intégrés dans les génomes de divers eucaryotes unicellulaires et multicellulaires en

nombre de copies tres variable [56].
- En se basant sur des analyses génomiques et phylogénétiques comparatives, Une
relation évolutive a été établie entre les virophages et les Polintons [8,35,56-58].

1- Polintons :

Les Polintons ont été décrits a I'origine comme étant les plus grands transposons d'ADN
eucaryotes (15-22kb) codant pour un ensemble de protéines conservées en plus de I'enzyme
clé de leur propre réplication, ADN polymérase, pour cette raison ils se sont connus comme
des transposons auto-synthétisants (ou peut-étre plus précisément, autoréplicateurs) [8,35,56-

59].

Leur distribution dans divers eucaryotes unicellulaires et multicellulaires, atteste leur
succes évolutif et / ou leur origine ancienne [8,12,56-58].
- Les polintons partagent deux génes conservés dans toute leur diversité¢ [8,35,56-58] :
v" I'ADN polymérase amorcée par une protéine,
D'ou leur nom «Pol-Int-ony.

v Une intégrase de type rétrovirus (RVE),

- De plus, la plupart des polintons possédent le module de morphogenese des virus qui

est composé de genes codant pour (figure 25) [56,57,59] :

v' Les protéines de capside (majeures et mineures) qui ne sont que faiblement

apparentées aux protéines de capsides des autres virus.
v L'ATPase d'encapsidation d'ADN.

v’ La protéase de maturation du virion.
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= Ce qui suggere fortement que ces transposons, au moins dans certaines conditions,
sont capable de produire des virions et de supposer que les polintons semblent mener un style
de vie double et en plus de se comporter comme des transposons typiques, ils sont capables de
former des virions et peuvent étre en réalité des polintovirus. Cependant, les virions des

polintovirus restent a identifier expérimentalement [12,59].

2-Virophages et Polintons :

- Les virophages ont une taille similaire a celle des polintons et partagent avec eux les
4 geénes du module morphogénétique et dans certains cas 'ADN polymérase et l'intégrase

[8,56,57].

- Lorsque le premier virophage (Spoutnik) a été découvert, la connexion entre ce virus
et les polintons n'a pas été remarquée. Le lien a été établi avec la découverte du deuxieme
virophage, Mavirus, qui partage avec les Polintons non seulement le module
morphogénétique mais aussi les génes de ’ADN polymérase (ADNp) et de D'intégrase
rétrovirale (RVE) [34,56,57].

- Les virophages en dehors du groupe Mavirus manquent de la RVE mais beaucoup
d'entre eux codent pour une sous-famille distincte de tyrosine recombinase qui est susceptible

de fonctionner comme une intégrase [56,57].

- La plupart des virophages manquent également du géne de I’ADNp mais récemment,
un nouveau groupe de virophages hybrides putatifs a été assemblé a partir du métagénome du

rumen de mouton et s'est avéré coder pour une ADNp de type polinton [56,57].

- En plus des caractéristiques partagées entre le mavirus et les polintons, le génome
du mavirus contient de longues répétitions inversées qui ressemblent a celles trouvées aux

extrémités des polintons suggérant de plus leur relation évolutive [8,16,27].
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Figure 25 : Organisation du génome et contenu génétique des virophages et polintons [56].
(a) Cartes génomiques de représentants choisis des polintons (Polinton 1 de Drosophila yakuba ), des
virophages (Mavirus) et des virus de type polinton (PLV-SAF1). Les génes sont colorés en utilisant le schéma

fourni dans le panneau b.
(b) Des génes partagés entre Polintons, Tectiviridae, les virus des eucaryotes, les plasmides et les transposons.

TIR :répétitions inversées terminales, ATPase : 1'ATPase d'encapsidation du génome, PRO :protéase de
maturation de capside, SIH et S3H : hélicases de la superfamille 1 et 3, Y-rec, : intégrase de la superfamille de
la tyrosine recombinase, RNAP B-B': Les sous-unités et ' de I'ARN polymérase ADN-dépendante, mRNA
cap : enzyme de capside d ARNm multidomaine, P1-HM : Polintons 1 d' Hydra magnipapillata, P1-

DY :Polinton 1 de Drosophila yakuba, P2-Ami : Polinton 2 d' Alligator mississippiensis, TVS1 :Tetraselmis

viridis virus S1.

60



3-Origines des virophages : scenarios évolutifs :

Les virus et d'autres éléments génétiques égoistes (tels que les transposons et les
plasmides) forment un réseau évolutif complexe composé de groupes distincts d'éléments qui
sont connectés a travers différents ensembles de genes partagés qui se chevauchent [12,60].
Ceci peut s’expliquer par I'évolution convergente et le transfert horizontal de genes, en
revanche l'hypothése d'ascendance partagée a été proposée et argumentée par des preuves

phylogénétiques et génomiques étendues reliant les virophages et les polintons [8, 32].

Cependant, cela conduit a s'interroger sur la direction du flux de génes et sur I'ancétre

des deux entités[8].

transpovirons Tir1

primase-helicase
integrase
DNA polymerase B
GlY-ZnR
cysteine protease
Packaging ATPase
Tir 6F
Tir helicase

= MV19 peptidase
adenoviruses phages — - — » = MV20 FNIP repeats

Figure 26 : Réseau évolutif représentant les relations entre les virophages, les polintons et les
transpovirons. Ce réseau comprend également au moins trois groupes distincts de virus, le NCLDV,
les adénovirus et un assemblage de bactériophages. Les bords de ce réseau correspondent aux génes

partagés [60].
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- Deux scénarios ont €té proposés mais il n’y a pas de preuves concluantes pour I'un ou

l'autre et des arguments ont été proposés pour les deux (Figure 27 et 28) [8].
3-1 Premier scénario :

Ce scénario considere qu’un virus est ancestral aux deux groupes, polintons et

virophages [8,35].

Ce scénario est soutenu par I’existence d’une similitude importante entre le mavirus et
les polintons, en plus des propriétés biologiques de mavirus, tels que le potentiel pour
l'intégration de génome et D’effet positif sur les populations de cellules hétes, qui indiquent

que le flux génétique est passé d’un virus aux €léments transposables [8,27].
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Figure 27 : Premier scénario proposé avec deux cas de figure [8] :

(a) Un virus inconnu (icosaédre gris) a infecté une cellule et s'est recombiné avec des polintons

préexistants. Les polintons se sont alors échappés sous forme de virophages (icosaedre violet).

(b) Un virophage (icosaédre violet) intégré dans le génome d'une cellule et ensuite transmis

verticalement.

-Dans les deux cas, les polintons et les virophages descendent verticalement.
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3-2 Deuxieme scénario :

Ce scénario considére que les virophages ainsi que plusieurs autres groupes de virus a

ADN double brin des eucaryotes sont des descendants de Polintons [16,27,61].

Asfarviruses Mimiviruses Poxviruses

\ T / Pandoraviruses

.| — and pithoviruses

Phycodnaviruses

O FOD PolB replacement,

f helicase—primase gain
/ Parasitic association Hidleenoe expansion
: . Cytoplasmic

IIII with Megavirales plasmids \I
|| Virophages o l\

Mitochondrial plasmids —— ] \ |

/ Escape from |
| nucleus and O W
acquisition Bidnaviruses

|| of capping
|| — :Eﬂ?{ :lt:; Recombination

|
| [Emergence of
\ 'mitochondria

with a parvovirus

3 Adenoviruses \

Q ' Loss | Qyrarrasg /
° of INT o

Integration into
'Gain of PRO cellular genome
and INT from
Bacterial transposons

endosymbiont
‘%ﬂﬂ] J Eukaryotn:/
PR s:ié genome
_—'—'_'_'-‘_’_Fﬂ_'f

Nucleus

Free-living bacterium

Figure 28 : Deuxiéme scénario évolutif dans lequel les polintons ont évolué directement des
bactériophages de la famille des Tectiviridae et ont joué un rdle central dans I'origine et 1'évolution de

divers éléments égoistes, y compris les virus géants de I'ordre proposé "Megavirales"[39].
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- Dans ce scénario, les Polintons ont évolué au début de I'eucaryogenese d'un ancétre
semblable a un tectivirus qui a pénétré dans 1'hote proto-eucaryote avec l'endosymbiote
bactérien et qui a ensuite donné naissance a la mitochondrie ainsi que des polintons ont résidé

dans le noyau.

L’échappement des polintons du noyau présente 1'¢vénement clé dans 1'émergence des

plasmides cytoplasmiques,des 'Megavirales et des virophages [35,39,56,57].

- Les récentes études génomiques comparatives (des polintons, virophages, PLV et
autres virus avec des génomes d'ADN double brin infectant les eucaryotes et les
procaryotes) suggerent que les Polintons ont donné¢ lieu a une pléthore de MGE incluant PLV,
virophages, transpovirons, et a travers des chaines plus complexes d'événements

évolutifs, adénovirus , bidnavirus, plasmides cytoplasmiques et NCLDV [56,57].

Il est frappant de constater que les transposons auto-synthétisés, qui n'ont été découverts
que depuis quelques années, semblent jouer un role central dans I'évolution des virus et des

systemes de défense antivirus, respectivement[35,53,56].
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1-introduction :

- Les virus représentent un groupe hautement hétérogene d'organismes qui présentent

des stratégies de réplication différentes.

- En général, les virus a ADN se répliquent dans le noyau de la cellule hote, tandis que
les virus @ ARN se répliquent dans le cytoplasme de la cellule. Cependant, il existe quelques
exceptions, comme certains membres de ’ordre des Megavirales (par exemple les Poxvirus,
les Iridovirus et également les Mimivirus) qui présentent une caractéristique unique qui les
différencie des virus a ADN. Ces virus a double brin d'ADN se répliquent dans le cytoplasme

de I'hote au niveau de compartiments complexes connus sous le nom d’usine virale [5,37].

- Pour se répliquer, les virophages doivent infecter une cellule hote sensible qui est co-
infectée par un virus géant permissif (c'est-a-dire un virus qui a la capacité de supporter

l'expression génétique du virophage) car [1,5,28] :

v D’une part, les virophages se répliquent dans l'usine virale du virus géant et ne

peuvent pas se répliquer seuls dans la cellule hote.

v' Et d’autre part, les virophages peuvent partager les ressources du virus géant mais
ne peuvent pas bénéficier d'une infection du virus géant lui-méme car les deux virus

dépendent de certains mécanismes de la cellule hote pour se répliquer.

- Le génome relativement grand des virus géants code pour leur propre machinerie de
transcription et une partie de leur machinerie de traduction, par contre le génome des
virophages est beaucoup plus petit et ne code pour aucune des parties constituantes de l'usine

virale (figure29) [25].

= Sur la base de ce modele, on s'attend a ce que les virophages parasitent
exclusivement les virus qui sont transcriptionnellement indépendants de la cellule hote,
permettant un cycle de réplication cytoplasmique du virus. Cette prédiction est conforme avec
les virophages isol€s jusqu'a présent. Fait intéressant, aucun virus associé¢ aux poxvirus n'a été
trouvé a ce jour, malgré leur mode de réplication cytoplasmique. Cela peut étre dii a un
¢chantillonnage insuffisant ou des facteurs supplémentaires peuvent €tre nécessaires pour

soutenir une infection virophage [40].
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- Le cycle réplicatif des virophages, y compris ses effets sur le virus géant associ€, a été

largement étudi€ en particulier pour Sputnik [4,16].
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Figure 29 : Tracé de la taille du virion et du génome a partir de représentants de virus géants et de
virophages d'amibes. La taille des bulles est proportionnelle au nombre de génes dans le

génome viral [3].
5> Usine virale :

- L’usine virale est une grande structure subcellulaire cytoplasmique, formée par le
virus géant dans le cytoplasme de son hdte environ 4 a 5 heures aprés l'infection, ou 'ADN
viral est répliqué et transcrit et ou les transcrits sont traduits en protéines et de nouveaux

virions sont assemblés [5, 13, 25, 44].
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- Les caractéristiques de 1’usine virale [4,5,13,32,44,50]:

e Elle peut occuper une fraction significative de la cellule hote, en général une

seule par cellule.

e Elle est comparable a un organite non li¢ a la membrane ou tous les ingrédients

nécessaires a la production de virions sont recrutés.

e Elle présente des compartiments dérivés du réticulum endoplasmique spécialisé

et elle est probablement formée par I'ADN, les membranes et les enzymes.

e FElle est constituée de régions fonctionnelles jouant des roles discrets dans la
réplication, l'assemblage de la capside, I'encapsidation de 'ADN et la fixation

des fibres.

- Par conséquent, la complexité de 1’usine virale est beaucoup plus grande que celle des
virions, conduisant a la proposition qu’elle peut représenter le «corps» réel des virus par
rapport aux virions qui seraient plutdt équivalents a des «graines» qui permettent la dispersion

du virus [13].

' |
Su A%

Figure 30 : Usine Virale de Moumouvirus dans le cytoplasme de 1'amibe Acanthamoeba castellanii,

apres 16 h d'infection [17].
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2-Cycle de réplication des mimivirus :

- Méme si le cycle de réplication de la plupart des virus géants présente des différences
tels que I'implication nucléaire, la durée, 1'assemblage et la libération de la progéniture virale,

les étapes clés de 1'infection semblent conservées [4].

- Les tests biologiques en conjonction avec les vastes analyses au microscope
¢lectronique ont permis de faire la lumiere sur la réplication des mimivirus et d’établir un

modele représentant les étapes du cycle de réplication [5].
Les étapes du modele établi sont les suivantes (figure 31) :

v’ Lors du contact entre le mimivirus et la cellule hote, I'adhésion aux glycanes a la
surface de la cellule amibienne est médiée par la couche de fibres de glycoprotéines denses de
la capside virale. La particule virale entiere s’engloutit par phagocytose (0 h) qui présente le

mode d’entrée de tous les virus géants amibiens connus [4,5,13].

Le processus de la phagocytose est déclenché chez Acanthamoeba par des particules >
500 nm et le mimivirus comme d’autre virus géants (le pandoravirus, le pithovirus et le

mollivirus) répondent a cette exigence [3,22,62].

v’ Aprés fusion du phagosome avec le lysosome (1 a 2 h), la stargate s’ouvre et la
graine virale se libére (4 h). Une usine virale précoce s’établit et les protéines virales se
synthétisent en dehors de l'usine (4 a 6 h). Une fois qu'une usine virale mature se forme, les

¢tapes de la morphogenése commencent [4,5,50,62] :

= L'assemblage de la capside se produit, a partir de structures nommeées « structures
lamellaires de formation de capside », sur la surface de I'usine virale de fagon temporelle et il
s’initie par la formation du portail stargate suivi par I'épaississement de la couche protéique

dans son voisinage immédiat.

- Avant que la formation de la capside soit terminée, les capsides se remplissent d'ADN

et d'autres macromolécules a travers la stargate.
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- Une fois que le génome est enfermé dans la capside, une couche protéique d'un
tégument s'attache a la capside, sur laquelle un revétement de fibres adhére a la totalité de la
surface virale, ceci survient au niveau d’une zone présentant les fibres préformées (la zone
d’acquisition des fibres = FAA) (8 h). La composition complete de cette zone, ainsi que les
mécanismes de liaison des fibres a la capside, nécessitent toujours une investigation plus

poussée.

v" Enfin, la progéniture virale est libérée par lyse cellulaire.

= Parmi les particules virales nouvellement formées, certaines pourraient ne pas étre
infectieuses (particules défectueuses) car elles présentent des caractéristiques

morphologiques atypiques et similaires a celles en présence des virophages [5].
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Figure 31 : Schéma représentatif du cycle de réplication du mimivirus [5].
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Figure 32 : Images en microscopie électronique a transmission de 1’entrée de mimivirus dans la

cellule hdte par phagocytose et la décapsidation [5] :

D a F : La phagocytose des particules de mimivirus par la cellule,

F aJ: La fusion phagosome-lysosome,

K : L’ouverture de la stargate,

L : La libération de la graine virale.
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Figure 33 : Images en microscopie €lectronique a transmission montrant les étapes de la formation de

particules de mimivirus, a mesure que ces particules croissent en épaisseur et en complexité [5].
A a C: Usine virale mature indiquant I’assemblage de la capside a partir de structure lamellaires.

D : Croissance de structures lamellaires de différentes tailles dans l'usine virale, montrant les structures

virales en forme de croissant (en bleu).
E : Des particules sans génome.
E a H: Les particules acquicrent le génome (fléches rouges) et les fibrilles.

I : Particules de mimivirus formées et montrées a la périphérie de 1'usine.
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Figure 34 : Images en microscopie électronique a transmission d'usines virales matures indiquant

I'incorporation du génome (fléches rouges) simultanée a l'acquisition de fibres (pointes de fléches
violettes). Les particules virales ne sont pas entiérement couvertes par les fibres (seulement la moitié
de chaque particule) et le génome est toujours en cours d'emballage. L'image montre que le génome

viral est acquis a la périphérie de 1'usine virale, a la FAA [5].
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Figure 35 : Images en microscopie électronique a transmission (A-D) et en microscopie électronique

a balayage (E et F) de particules défectueuses dans le cycle de réplication du mimivirus en l'absence

de virophages [5].
A a C: Particules de mimivirus de morphologie atypique.
D : Localisation inhabituelle d'une capside vide assemblée au centre de l'usine virale.

E et F : Particules avec une distribution non uniforme des fibres. Les fléches rouges indiquent des

caractéristiques inhabituelles.
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3-Cycle de réplication des virophages :

- Les stratégies spécifiques de pénétration et de réplication des virophages dans les

cellules eucaryotes sont largement inconnues et doivent encore étre ¢tudiées [16,27,28].

- Selon certaines €tudes, il apparait que les virophages ont développé diverses stratégies
pour augmenter la probabilité d'événements de co-infection car cette derniére présente un
¢lément trés important dans le processus d'infection des virophages qui envahissent les usines

virales des virus géants et utilisent ces usines comme sites de réplication [1,13, 25,28].

3-1 Les modes de co-infection :

- Deux modes différents de co-infection ont été posés sur la base de l'observation

expérimentale [14,25] :

v' Le mode d'entrée indépendant: le virophage et le virus géant entrent

indépendamment dans 'hote.

v' Le mode d’entrée couplé (en paire) : le virophage adhére au virus géant afin

d’enter ensemble dans 1'hote.

- De plus, un troisiéme mode hypothétique appelé mode d’entrée retardé ressorti par la

découverte des ¢léments virophages de B. natans [14].
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Figure 36 : Modele représentant les modes et les étapes de la co-infection par les virophages [25].
(a) Mode d'entrée indépendant :
v' Etape 1: virus géants et virophages libres dans I'environnement suite a la lyse de 1'hote.

v Etape 2: virophage libre dans l'environnement entre dans I'héte, le noyau hote est représenté par un

grand cercle vert plus foncé.
v Etape 3: le virus géant libre entre dans un héte qui a déja englouti un virophage.

v Etape 4: les particules virales perdent leurs capsides. Cette étape a été observée expérimentalement

pour le virus géant mais pas pour le virophage.

v Etape 5: le génome virophage entre dans l'usine virale (grand cercle bleu) qui se développe & mesure

que la réplication du génome des particules virales se produit a I'intérieur.

v' Etape 6: des particules virales complétement formées sont produites par I'usine virale et restent dans le

cytoplasme de I'hote jusqu'a la lyse de I'hote.
(b) Mode d'entrée couplé: scules les étapes 2 et 3 différent du modéle précédent.
v Etape 2: virophage s'attache au virus géant pour former un composite dans I'environnement.

v Etape 3: le composite entre dans I'hdte provoquant la co-infection.
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3-2 Cycle réplicatif de sputnik :

MNucleus

Figure37 : Le cycle de vie intracellulaire des virophages[16].

3-2-1 Entrée de sputnik dans I'amibe :

- Un scénario probable implique que sputnik pénétre dans l'amibe via un mécanisme
phagocytaire, en adoptant le mode d’entrée couplé par attachement aux fibres a la surface de

la capside de Mimivirus [1] [1,14,22,25-28].

Par conséquent, il est suggéré que les fibres et les protéines associées aux fibres sont

essentielles a I'entrée des virophages [16].
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- Le support de cette hypothése :

v’ L’observation a I’aide du microscope électronique de particules de sputnik dans la
couche fibreuse présente a la surface du virus géant peu de temps avant I’entrée de ces

virophages dans ’amibe[16,27].

v' La protéine mimivirus R135, associée aux fibres, a été retrouvée dans I'ensemble des

protéines sputnik identifiées par protéomique [16].
v' Deux expériences ont été faites :

- La premiere consiste a la culture de mimivirus (APMV) 150 fois sur ’amibe en
absence de microorganismes concurrents dans des conditions axéniques, ce qui a conduit a
I'émergence d'une nouvelle souche de virus morphologiquement et génétiquement
différente appelé mimivirus M4, dépourvue de fibres et présente une réduction
spectaculaire du génome suggérant que 'APMV avait perdu des génes inutiles qui étaient

probablement impliqués dans la survie aux c6tés des concurrents [16,27,28,45,54].

La réplication du virophage de sputnik a été¢ diminuée aprés co-culture avec la souche
M4, ce qui suggere que les fibres des Mimivirus pourraient jouer un role dans l'infection
par le virophage, c'est-a-dire que sputnik utilise les fibres pour entrer dans les cellules

hotes et que la variante M4 est résistante a I’infection par le virophage [16,27,28].

- La deuxiéme consiste a l'abaissement des protéines associées aux fibres de
mimivirus a l'aide de courts ARN interférents ce qui a conduit a I'émergence de Mimivirus
a fibres courtes. La co-culture de sputnik avec ces derniers a conduit a une réplication

accrue de sputnik [28].

= Les implications de ces deux expériences suggerent que les protéines supprimées,
mais pas la fibre en elle-méme, pourraient jouer un role majeur dans l'interaction

virophage-virus géant [28].
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Figure 38 : Ultrastructure des virons et du cycle de réplication des mimivirus M1, M2, M3 et M4, en
plus de I’électrophorése de leur génome [45].

A : Ultrastructure des virions de la progéniture Mimivirus colorés au rouge de ruthénium au début de
I'expérience (M1), au 100éme passage (M2), au 150éme passage (M3) et aprés un filtrage de 0,40 um sur le
150éme surnageant amibien sous-cultivé (M4). (Barre d'échelle, 500 nm.)

B : Electrophorése en champ pulsé comparatif de ' ADN génomique intact de M1, M2, M3 et M4.

C : Ultrastructure du cycle de réplication du Mimivirus M4 chez A. polyphaga a plusieurs moments apres
l'infection (pi). A 0,5 h pi (a), des particules virales (fléches noires) ont été observées a l'intérieur des vacuoles
phagocytaires. A 4 h pi (b), l'usine de virion précoce apparait comme une structure dense avec des aspects
multilobés. A 6 h pi (c), les premiéres étapes de 1'assemblage des particules (fléches blanches) ont été observées
autour de I’usine virale. A 11 h pi (d ), des virions s'accumulent autour de 1’usine virale, imitant parfois un fil (
Encart inférieur gauche). Selon les observations, c'est la derniére étape avant la libération des particules. Apres
ce point, il y a souvent I’observation des usines virales libres a I'extérieur de la cellule (en haut a droite).

L : Les chromosomes de Hansenula wingei ont ét¢ utilisés comme marqueurs de taille. Nu, noyau de la cellule.
VF : usine virale
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Figure 39 : Micrographies électroniques de particules de Mimivirus M4 hydratées et congelées[45].

A : Les particules individuelles avec certaines montrant des structures de type étoile de mer
(fleche) a un sommet spécial. Les particules manquent de la couche fibreuse du Mimivirus M1.
(Barre d'échelle, 500 nm.)

B : Reconstruction cryo-EM 3D du Mimivirus M4. (Barre d'échelle, 50 nm.).

3-2-2 Virophages envahissent I'usine de virus géant :

- Entre une et deux heures aprés l'infection, des vacuoles endocytaires peuvent étre
observées dans le cytoplasme amibien. Ensuite, une phase d'éclipse se produit qui dure

environ 2-4 h [4,16].

- Pendant la phase d'éclipse, La réplication de sputnik et de mimivirus commence dans

I’usine virale formée par le mimivirus [16,22,27].

- A ce stade, il n'est pas possible d'observer ou d'isoler une particule de virophage

[16,22].
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3-2-3 Propagation de la progéniture de virophages :

- Apres la phase d'éclipse, l'usine virale se développe et les virions de la progéniture
virophage commencent a étre produits dans un pdle de l'usine virale géante, avant la

production de virions de mimivirus. [16].

» Dans les usines virales de 'APMV, l'infection par sputnik entraine 1'émergence de
particules nouvellement générées 6 h apres l'infection avec une diminution concomitante des

particules infectieuses de 'APMV [4].

» Autour de 16 h pi, toutes les amibes infectées sont complétement remplies de
particules de virophages et de mimivirus nouvellement formées. Les virions libres de
virophage peuvent €tre détectés dans le cytoplasme ou peuvent s'accumuler dans les vacuoles

amibiennes| 16].

> A 24 h pi, plus des deux tiers des amibes co-infectées ont été lysées, libérant ainsi

toute la progéniture du virophage [16].
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Figure 40 : Sputnik avec les virus des différents groupes de Mimiviridae [26].

(A) Un DAPI et marquage par immunofluorescence de Sputnik 1 avec les virus des groupes A (Mimivirus), B

(Moumouvirus) et C (Courdol1) de Mimiviridae 6 h aprés 1'infection.

Cette figure montre les particules de Sputnik marquées avec le sérum d'anticorps de souris (vert) et les acides
nucléiques sont indiqués par la coloration DAPI (bleu / violet). Les usines de virus sont particulierement visibles

par l'abondante tache verte.

(B) Aspect de Sputnik 3 produit en usine virale du groupe A (Mimivirus) (échelle 1 um), groupe B
(Moumouvirus) (échelle 200 nm) et groupe C (Courdol1) (échelle 2 um) de Mimiviridae.
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Figure 41: Croissance de Sputnik 1 et 2 dans différents virus géants [26].

Un histogramme de la croissance de Sputnik 1 et 2 dans différents virus géants en fonction de leur
position phylogénétique dans les groupes A, B et C de Mimiviridae en se basant sur des séquences du géne Pol
B. La croissance, mesurée par quantification PCR en temps réel, a été calculée entre le jour O et le jour 3 et

correspondait a une lyse amibienne compléte.
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3-3 Cycle réplicatif d'autres virophages :
3-3-1 Zamilon [16]:

- Le virophage de zamilon est sélectif et se propage uniquement lorsqu'il est associé¢ a

des mimivirus des lignées B ou C (voir systéeme mimivire).

- La co-infection des amibes avec le zamilon et les mimivirus ne semble pas interférer

ni la propagation du mimivirus ni la lyse amibienne.
3-3-2 Mavirus [1,14,16,17,28] :

Le mécanisme d'entrée du mavirus dans la Cafeteria roenbergensis différe du
mécanisme d'entrée de sputnik dans 1’amibe, la microscopie €lectronique a transmission a
montré que le mavirus pénetre indépendamment de CroV "mode d'entrée indépendant” tres

probablement via les voies d'endocytose médiées par la clathrine.

Une fois a l'intérieur de la cellule hote, le mavirus cible 1'usine virale cytoplasmique de
son virus géant CroV associé, inhibe la production de nouvelles particules de CroV et

augmente la survie des cellules hotes.
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4-Effets des virophages sur le virus géant et la cellule hote :

- Certains virophages ont la capacité de réguler les membres de virus géants, qui
infectent les amibes et également qui infectent les algues, en affectant leurs cycles de
réplication ce qui permet de générer des particules avec des morphologies anormales et
¢galement ce qui permet de mettre en évidence le rdle particulier des virophages comme

« parasites viraux d'un virus » [5,9,12].
- Cette capacité a €té¢ démontrée pour Sputnik, Mavirus et Rio Negro :

e Sputnik a été cultivé en association avec I'ACMV au sein des cellules
amibiennes. Cette co-infection a donné une réplication abortive de 'ADN et une
perturbation de la biogenese de la capside pour ’ACMYV. Ce qui a entrainé une
réduction du rendement de 'ACMYV jusqu'a 70% du titre viral et une diminution
de sa capacité lytique et infectieuse vis-a-vis de son hote, ce qui a permis une

diminution de trois fois la lyse de la cellule hote [3,4,8,16,22,24,28].

e Egalement, la coinfection du virophage Rio Negro avec son virus géant (virus
samba) entraine une réduction supérieure a 80% du titre viral, ainsi qu'une

récupération partielle des cellules hotes (amibes) [32].

e De la méme manicre, le mavirus peut inhiber la réplication du virus de la
Cafeteria roenbergensis (CroV) et augmente la survie de la C. roenbergensis en
diminuant considérablement le taux de multiplication du virus géant et en

entrainant des particules virales anormales [6,8,13,16,21].

- En revanche, pour le virophage de Zamilon, aucun effet n’a été¢ détecté sur la
réplication du virus géant co-infectant. Par conséquent, il n'inhibe pas la reproduction du virus

géant ou la lyse de la cellule hote [8,13,22].

- En utilisant la microscopie électronique, la morphologie anormale des particules de
virus géants a été observée, certaines particules présentent une accumulation membranaire
asymétrique des couches de la capside ou bien des fibres dans une seule partie de la capside.

En plus de ces malformations, des particules ouvertes sont ¢galement trouvées[5,13,16,21,28].
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- Ce parasitisme fait donc partie d'une relation complexe entre les virus géants, leurs
hotes et les virophages. Cette relation peut étre expliquée en considérant que les virus
géants et les virophages sont en compétition pour les ressources cellulaires, ce qui conduit
a une diminution de la réplication du virus géant. En revanche les mécanismes exacts
derriére lesquels les virophages détournent les usines virales sont inconnus et comme la
plupart des virophages ne sont connus qu'a partir de données métagénomiques, on ne peut pas

savoir combien d'entre eux puissent sauver leur hote eucaryote [8,28,32].

- Luis Villarreal a étendu le modéle protecteur / destructif pour incorporer les virus
géants, les virophages et leurs hotes eucaryotes. Les virus géants sont supposés étre la
composante destructrice du mod¢le, car ils sont connus pour induire une infection lytique. La
plupart des virophages ont un effet négatif sur la réplication des virus géants en jouant un role
parasitaire lors de la co-infection et donc ils sont supposés étre la composante protectrice dans
le modele. Ensemble, ces éléments sont supposés créer une collaboration stable au cours de

I'évolution [13,25,53,57].

Samba
Virus

Figure 42: Image au microscope €lectronique a balayage du virus Samba et du virophage Rio
Negro. La figure représente la morphogenése du virus de Samba dans 1'usine virale qui est formée
chez Acanthamoeba castellanii, ainsi que les particules de virophage intercalées parmi les virions

géants [32].
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Figure 43 : Impact des virophage Zamilon et sputnik sur les virus géants et cellules hotes [22] .

A-B : Images en microscopie €lectronique a transmission de particules anormales de virus Montl

(fleches) produites a partir de 1'usine virale avec (A) et sans (B) Zamilon (échelle 0,1 pm).

C : Cinétique de survie des amibes infectées par Montl ou Mamavirus, avec ou sans le virophage
Zamilon (Bleu: Montl, Rouge: Montl et Zamilon, Vert: Mamavirus, Violet: Mamavirus et

Zamilon, Turquoise: contrdle négatif).

L'axe des abscisses montre les points temporels, et 1'axe des y montre le nombre d'amibes par

millilitre.

D : Histogramme de la croissance du virus Courdol1 seul (bleu), avec Spoutnik (rouge) et avec
Zamilon (vert). La différence du seuil de cycle (Ct) entre les points de temps HO et H24 est

montrée.
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5-Les provirophages :

- Les provirophages présentent un troisieme mode de co-infection qui se base sur la
capacité de certains virophages a intégrer leur génome dans le génome du virus géant ou bien
dans le génome de leur hote cellulaire et restent latent jusqu’a la survenue d’une coinfection
permettant [’activation et la transformation des provirophages a des particules virales
(virophages) [1,14,16,28,34,35,57].

5-1 Découverte :

- L'intégration de génome des virophages dans le génome des virus géants et des

protistes a ¢t¢ démontrée [3,57].

- La premicre observation des provirophages provient de l'analyse d'un génome de
lentillevirus dans lequel une copie intégrée du génome de virophage sputnik 2 a été identifiée
[4,13,16,27,34,57].

- Mais Ceci est resté un résultat isolé jusqu'a ce qu'une étude a grande échelle des
assemblages génomiques eucaryotes a révelé plusieurs résidus de virophages intégrés du
groupe spoutnik ainsi que des virus géants dans le génome de l'algue Bigelowiella natans
(Chlorarachniophyte). En outre, il a ét¢ démontré que les genes virophages intégrés sont

exprimeés, certains a un niveau ¢levé [1,13,57].

- Egalement un génome de type virophage (PgVV) mais pas une particule virale, a
¢té 1solé avec le virus Phaeocystis globosa qui infecte les algues, il est proposé¢ que le
PgVV se réplique comme un génome de type plasmidique linéaire "provirophage" qui peut

étre intégré dans le génome de PgV [28].

- Récemment, le virophage de Mavirus a été trouveé pour s'intégrer dans le génome de C.

roenbergensis [6].

- L’intégration du génome du virophages comme provirophage, dans le génome du virus
géant ou de la cellule hote est assurée par une protéine intégrase codée par le virophage lui-

méme :

= En cas de sputnik, I’intégration de son génome dans le mimivirus se fait a 1’aide

d’une intégrase type lambda codée par sputnik [4,57].
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= En cas de mavirus, l’intégration de son génome dans le génome la C.

roenbergensis se fait a ’aide d’une intégrase rétrovirale [4,57].

= Pour ’algue B. natans, les éléments types virophage de B. natans qui codent les

intégrases [14].

- Donc les outils moléculaires pour l'intégration génomique sont présents, suggérant que
l'intégration du génome est un processus actif plutdét qu'un événement incident et que les

provirophages sont biologiquement fonctionnels [4,14].

5-2 Scénario d’intégration des provirophages dans la cellule hote :

e Mavirus / C. roenbergensis :

En 2016, Fischer et Hackl ont réussi a surveiller l'intégration du mavirus dans

le génome de la C. roenbergensis et ont proposé le scénario suivant [4,6,57,63] :

- Lorsque le flagellé marin C. roenbergensis est co-infect¢ avec CroV et Mavirus, de
multiples copies du génome du Mavirus s'intégrent dans le génome de 1'hote a I’aide d’une
intégrase rétrovirale dans environ 30% des cellules infectées et lorsque ces cellules survivent,

l'expression et la réplication du virophage s’induisent suite a la coinfection par le CroV.

- L’activation de la transcription des copies de Mavirus intégrées se fait par un facteur
de transcription codé par CroV car les promoteurs du Mavirus sont presque identiques aux

promoteurs du CroV, ce qui entraine la formation de particules infectieuses de Mavirus.

- La mort de la cellule héte (C. roenbergensis) semble étre le résultat inévitable une fois
infecté par CroV car ces virophages intégrés affectent seulement la production des virus
géants par une production importante du virophage. Par conséquent, les particules de Mavirus
endogeéne ne semblent pas exercer un effet mesurable sur la reproduction de CroV dans la

méme cellule de la C. roenbergensis.

- Par la suite, les deux CroV et Mavirus sont libérés dans I'environnement et le mavirus
protege les cellules voisines d'une infection ultérieure de CroV, ce quiempéche Ila

propagation du CroV dans la population protistes.
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e Eléments types virophage / Bigelowiella natans :

Egalement, Blanc et al ont propos¢ un modéle d’intégration des éléments types

virophages dans le génome Bigelowiella natans :

Figure 44 : Mod¢le d’intégration des éléments types virophages dans le génome B. natans [1].

N : noyau, P : plastide, VF : usine de virus.

La figure montre une cellule schématique de B. natans (A) qui peut étre infectée et lysée par un virus géant
(B). Un virophage puisse s'intégrer dans le génome nucléaire de la cellule héte (B. natans) en 1'absence d'un
virus géant. La cellule porteuse de provirophage (C) ne produit pas de particules de virophages jusqu'a ce
qu’elle soit infectée par un virus géant, qui est ensuite inhibé dans son cycle d'infection par le virophage
réactivé (D). Par conséquent, un nombre limité de particules de virus géants est produit, conduisant a des
taux accrus de survie cellulaire. Potentiellement, les nouveaux virophages et le nombre limité de particules
de virus géants sont libérés dans l'environnement par exocytose ou un autre mécanisme inconnu qui ne tue
pas la cellule hote (E) [1,14].
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- Bigelowiella natans appartient a un groupe de protistes mixotrophes appelés
chlorarachniophytes qui ont emprunté un chemin évolutif intéressant, aucun virus géant
infectant Bigelowiella n'a été décrit mais cette lignée d'algues est un témoin de multiples
rencontres avec des virus a ADN de différentes tailles, en plus la découverte de
provirophages dans le génome de B. natans suggere fortement 1'existence de virus géants,

spécifiques aux chlorarachniophytes, eux-mémes infectés par des virophages [1,14].

5-3 Role des provirophages :

v’ Les provirophages présentent une stratégie adaptative des virophages pour rester en

contact avec ses partenaires afin d’augmenter la fréquence de la co-infection [1,13,14,27].

v’ La stratégie d’intégration fournit une relation mutualiste entre le virophage et la
cellule hote, la cellule hote offre au virophage la possibilité de persister et de se propager
verticalement dans la population héte et en retour, en cas de co-infection par un virus géant, le
virophage protége la cellule hote de la lyse ce qui est le cas pour B. natans ou bien il protége
la population hote apres que la mort de la cellule hote survient comme étant une mort

cellulaire programmée ce qui est le cas pour C. roenbergensis [1,14,57,63].

= Par conséquent, l'intégration des virophages fonctionne comme un systéme
immunitaire adaptatif impliquant une mémoire immunologique d'infections antérieures
imprimées sur le génome de 1'hote cellulaire ou du virus géant. Il existe une analogie
frappante entre ce mécanisme et le systéme CRISPR-Cas de 1'immunité adaptative procaryote

(figure4d5) [57].

v' Egalement les provirophages peuvent jouer un rdle trés important dans le transfert

horizontal des genes [16].

- La découverte des provirophages a soulevé plusieurs autres questions intéressantes,
telles que la fréquence et les conditions dans lesquelles un virophage peut s'intégrer de
manicre stable dans le génome de 1'hote également la facon dont la cellule hote conserve

cette mémoire antivirale et les fonctions supplémentaires de cette derniere [1,28].
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Figure 45 : Virophage et CRISPR-Cas: deux formes non apparentées mais analogues d'immunité

acquise [57].
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Figure 46 : Mod¢les récapitulatifs d'infections et d'effets protecteurs dans la relation tripartite cellule

hoéte-virus géant- virophage [13].

Un protiste unicellulaire peut étre I'ndte d'un virus géant et de son virophage associé.

(a)Lorsqu'il est infecté par le virus géant seul (hexagone jaune), une usine virale est établie dans le

cytoplasme de I’héte, produisant de nouvelles particules de virus géants. L'infection provoque

finalement la mort cellulaire et la libération des particules virales nouvellement formées.

(b)Cependant, quand un virophage entre en jeu, les choses peuvent devenir sérieusement plus difficiles

pour le virus géant. La réplication du virophage a lieu dans I’usine virale, ce qui inhibe la réplication

du virus géant entrainant un taux plus élevé de survie cellulaire.

(c) La découverte d'inserts virophages transcrit dans le génome de B. natans a suggéré une nouvelle

stratégie pour augmenter la probabilité de co-infection et pour se défendre contre les virus géants.

Caché dans le génome de I'héte cellulaire, le virophage inséré peut étre réactivé par une infection

virale, qui est a son tour inhibée, permettant une propagation des virophages et une protection de la

population héte. N : noyau, VF : usine de virus.
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6-Systeme mimivire :

Parmi les trois lignées des mimivirus, la lignée A est résistante a zamilon alors que les

deux autres lignées B et C y sont sensibles [3,13,28,29,40].

Cette spécificité a été étendue aux 59 souches de la collection des mimivirus (dont 28 de
la lignée A, 8 de la lignée B et 23 de la lignée C), qui ont été infectées par les virophages
zamilon ou sputnik. Apres 24 heures, une augmentation de I’ADN de sputnik a été observée
dans I’ensemble des trois lignées de mimivirus. En revanche, Zamilon a été capable de se

répliquer uniquement avec les souches des lignées B et C de mimivirus, mais aucune souche
de la lignée A [16,29].

Récemment, cette différence a été exploré par Fischer et attribuée a un systéme proposé
semblable a CRISPR-Cas chez les mimivirus appelé MIMIVIRE qui représente une défense

des mimivirus de lignée A contre le virophage de zamilon [28,29,40,53].
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Q 2 4 6 8 10

< n )
: Mimivirus
g Mamavirus
@ | Moumouvirus
5 ]
8 Monve

Courdo11
@)
=7
§ Terrat
Q

Mont1

Figure 47 : Croissance de Zamilon chez les Mimiviridae [22].

(A) Histogramme de la croissance de zamilon dans le groupe A, B et C des Mimiviridae, mesurée par PCR

en temps réel.

(B-E) Images en microscopie électronique a transmission de 'usine virale chez des amibes co-infectées par
Zamilon / Mimiviridae. Aucune particule de virophage n'a été¢ détectée en présence de Mimivirus (B),

contrairement 2 Moumouvirus (C), Terral (D) et Montl1 (E) (échelle 0,1um).
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6-1 Systéme CRISPR-Cas [29]:

Les procaryotes sont capables d’acquérir une immunité adaptative contre I’invasion
d’¢éléments génétiques, tels que les plasmides ou les phages, via I’incorporation dans leur
génome de courtes séquences d’ADN étrangers (de 21 a 72 nucléotides) ce systéme est appelé
CRISPR-Cas (courtes répétitions palindromiques groupées et régulicrement espacée).
L’acquisition de ces séquences d’ADN ¢étrangers survient de fagon adjacente aux génes Cas
qui ont pour réle de cliver ’ADN étranger en fragments de petites tailles, ce qui confére une

résistance face a une seconde infection.
6-2 Mécanisme du systeme mimivire :

- L’incorporation d’ADN étranger est 'une des conditions pré-requises dans le systéme

CRISPR-Cas.

- Si cette hypothese est exacte, les séquences spécifiques de zamilon (absentes chez les
autres virophages) doivent €tre retrouvées exclusivement chez les virus qui lui sont résistants

[29].

= Effectivement, des séquences spécifiques a zamilon ont été retrouvés dans
I’ensemble des génomes des mimivirus de la lignée A dans un emplacement orthologue : une

séquence de 28 nucléotides et des séquences de 15 nucléotides répétées quatre fois [16,29,40].

= Ces séquences sont localisées dans un géne codant une transposase A chez zamilon
et elles sont intégrées dans le gene R349 des mimivirus et dans des emplacements orthologues

chez tous les mimivirus de la lignée A [29] .

= De plus, les génes au voisinage des répétitions dans les mimivirus de lignée A codent
pour une nucléase et une hélicase qui pourraient étre impliquées dans la dégradation du

génome spécifique des séquences de zamilon [16,29,40].

= Le silencage de ces genes a rendu les mimivirus de la lignée A sensible a I'infection

par zamilon [13,28,29,40].
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Par conséquent, MIMIVIRE (MIMlvirus VIrophage Resistant Element) présente un
systeme de défense virale adaptative qui représente une immunité a base d'acide nucléique
contre l'infection virophage et se base sur l'intégration génomique de courtes séquences

d'ADN provenant de I’envahisseur (virophage) [13,16,29].

De futures études sont nécessaires pour montrer si il y a d’autres mécanismes de

résistance spécifiques aux virophages également présents dans d'autres virus géants [40].
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1-Distribution des virus :

Les genes viraux évoluent généralement beaucoup plus vite que les genes des
organismes cellulaires, par conséquent la plus grande partie de la diversité génétique sur Terre
est concentrée dans le monde viral. Les études du virome montrent que le nombre de

particules virales est généralement 10 a 100 fois supérieur au nombre de cellules [12,42].

La détection des nouveaux virus ou hautement divergents est difficile en raison des
limitations d'isolement et des méthodes de culture et de l'absence d'é¢léments génétiques

conservés parmi les génomes [42].

2-Distribution des virus géants :

- La découverte de nouveaux virus géants dans divers échantillons environnementaux et
humains, témoigne leur diversité et leur ubiquité sur terre ( sol, eau douce, eau de mer, sol
hypersalin...) et pour certains leur présence chez I'homme (échantillons de sang,

nasopharyngés et des selles ) [11,16,24].

- Récemment, le nombre et la diversité des virus géants amibiens sont considérablement
accrus et il est probable que la diversité est encore largement inexploitée. Leur isolement a été
récemment renforcé par l'utilisation de protocoles a haut débit et de nouveaux protistes

comme support de culture [3].

- Les données métagénomiques renforcent ces observations car des séquences liées a
des virus géants amibiens et a des virophages ont été détectées dans plusieurs études
d'échantillons environnementaux et humains. De plus, de nouvelles approches pour trouver
des séquences liées aux virus géants dans des ensembles de données métagénomiques, en
utilisant des séquences ancestrales putatives reconstruites de genes conserves, permettent de

découvrir d’autres virus géants précédemment négligés [3].

- L'identification récente des pandoravirus et du pithovirus, qui sont non seulement
énormes selon les normes virales mais posseédent également une nouvelle structure de virion

asymétrique, montre que la diversité réelle des virus géants reste a découvrir [12].
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2-1 Famille des Mimiviridae :

Leur répartition mondiale et leur présence semblent étre communes dans notre
environnement, ce qui est conforme avec celles des Acanthamoeba spp, hotes de la plupart
des membres de cette famille, qui sont des organismes omniprésents et communs dans tous

les environnements [6,18,36,55].

Des stratégies a haut débit d'isolement de virus géants d'amibes menées a Marseille ont
permis d'isoler a ce jour une centaine de mimivirus amibiens provenant de différents
échantillons d'eau, de sols et aussi d'échantillons humains collectés en France, en Tunisie et

au Brésil, ce qui suggere une distribution ubiquitaire [3].
= Présence dans I’environnement[3,18,21,64]:

- IIs sont généralement trouvés dans le sol, I'eau douce et I'eau de mer dans des zones
géographiques trés diverses, y compris I’antarctique qui présente I'endroit le plus froid et le

plus sec sur terre.

- D'autres ¢études ont rapporté l'isolement des mimivirus des huitres et d’une sangsue et

leur détection par PCR chez les singes et les bovins.

- De plus, des séquences de type mimivirus ont été identifiées dans les métagénomes

générés par les chauves-souris, les rongeurs, les dromadaires et les culicoides.
= Présence chez ’Homme [3,17,18,36]:

- En plus du Lentillevirus trouvé en cultivant la solution de nettoyage de lentilles de

contact d'une patiente atteinte de kératite.

- Mimivirus a été trouvé dans des échantillons respiratoires et des échantillons de selles

de patients atteints de pneumonie.

- Egalement, il a été récemment rapporté que les représentants des Mimiviridae dominent,
avec les représentants des Poxviridae, le virome eucaryotique de l'intestin humain dans des

¢chantillons métagénomiques du projet sur le microbiome humain.
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- Des séquences semblables au mimivirus ont été¢ détectées dans des métagénomes

générés par :

v

v
v
v

Des coprolithes humains.
Des selles de patients diarrhéiques et des personnes en bonne santé.
Des aspirations nasopharyngées de patients souffrant d'infections respiratoires.

De la muqueuse buccale, de la salive, des plis rétroauriculaires et du vagin de

personnes en bonne santé.

Des échantillons de sang de personnes en bonne santé ou de patients atteints de

maladies hépatiques d'étiologies diverses.
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Figure 48 : Carte qui représente les emplacements d'échantillons ou les virus géants d'amibes ont été

isolés ou dans lesquels des lectures métagénomiques liées a ces virus ont été détectées [3].
, : Indique I'emplacement des échantillons a partir desquels un virus amibien a été isolé.

’. : Indique l'emplacement des échantillons a partir desquels des lectures liées & un virus amibien ont été
générées par la métagénomique.

' : Indique la découverte de particules virales géantes pour lesquelles un virus n'a pas pu étre isolé.

La couleur bleue indique des échantillons environnementaux.

la couleur verte indique des échantillons humains.

la couleur rouge indique des échantillons animaux.
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3-Distribution des virophages :

- La découverte continuelle de virophages par isolement de culture et analyses
métagénomiques révele leur large distribution dans divers milieux environnementaux et

éventuellement chez ’homme [6,15,16,25].

- La distribution des virophages semble cohérente avec celle des virus géants associés et

leurs cellules hotes [51].

- A ce jour, divers virophages ont été découverts en Europe, en Amériques, et méme en
Antarctique. Cependant, les rapports de virophages manquent en Asie, en Afrique et en

Australie [15].
= Présence dans ’environnement [6,8,9,15,16,21,23,25,65,66,67] :

Leurs profils d'abondance distincts et leur teneur en geénes suggerent que les virophages

occupent différentes niches écologiques.
» Les profondeurs des océans et a l'intérieur des terres sur différents continents.
» Les sédiments d'eau douce et d'océan.
» Le sol, les glaciers, 1'air sur la cote de Singapour.
» Les lacs antarctiques.

» Divers systémes lacustres frais a hypersalins, un estuaire, une rencontre d’eau

océanique et une tour de refroidissement d’eau.
» Un métagénome du rumen de mouton (des virophages du rumen).

» L’écosysteme de trous cryoconites du Svalbard et de l'inlandsis du Groenland.
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= Présence chez ’Homme [16,18,36,51] :

- Les humains pourraient €tre couramment exposés aux virophages, bien qu'il existe

actuellement des preuves limitées sur la base de la sérologie et la métagénomique.
- L'exposition humaine aux virus géants et aux virophages devrait étre concomitante.
» Sputnik 2 a été isolé a partir d'un liquide de ringage pour lentilles de contact.

» Une sérologie positive dirigée contre le virophage Sputnik a été décrite chez deux

patients fébriles.

» Des séquences de métagénome des virophages ont été détectées dans des échantillons

respiratoires et des échantillons de selles.

» Récemment, des séquences de métagénome des virophages ont été détectées dans des
¢chantillons de plasma humain de patients atteints de maladies du foie et dans l'intestin

humain.
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- Pour mieux comprendre la diversité inhabituelle, la distribution globale et I'abondance
des virophages, des bases de données métagénomiques sur le portail de la cyberinfrastructure
communautaire pour la recherche et l'analyse de 1'écologie microbienne avancée ont été

analysés globalement et les résultats obtenus sont représentés dans les figures 49 et 50 [48] :

® 48 - 12.58
® 13.44 - 27.34

® 28.48 - 80,71
® 81.29 - 164.57
@ 167.56 - 1078.43

Figure 49 : Distribution géographique et abondance des virophages[48].

Les points colorés indiquent des abondances distinctes de virophages dans les ensembles de données

métagénomiques obtenus a partir d'une zone spécifique de latitude et de longitude.
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e Les résultats révelent une abondance distincte et une distribution mondiale de
virophages impliquant presque toutes les zones géographiques allant des profondeurs

océaniques a l'intérieur des terres (figure 49 et 50) [48].

e L'abondance des virophages avait tendance a augmenter de I'océan vers les milieux

terrestres [48].

e L’abondance la plus ¢levée a été détectée dans les habitats d'eau douce ( figure S0A )

[48].

e En ce qui concerne la distribution verticale, en général, I'abondance des virophages
diminue avec l'augmentation de la profondeur de la mer (figure 50B). La zone épipélagique
semble étre enrichie en virophages. C'est probablement parce que cette zone éclairée a la
surface de la mer est colonisée par les organismes les plus vivants de la mer. De maniere
intéressante, bien qu'il y ait une grande différence entre les conditions des zones
abyssopé¢lagique et mésopélagique, il semble que les nombres de séquences liées aux

virophages observées dans ces deux zones soient assez similaires [48].

¢ En termes de zones géographiques, les zones les plus froides se sont révélées avoir la
plus grande abondance de virophages, suivies des zones tropicales (figure 50C). Par
conséquent, ces résultats indiquent que les virophages se sont adaptés aux habitats avec une

large gamme de variations de température [48].

= En résumé, ces résultats élargissent les connaissances actuelles sur la diversité des
virophages. En revanche, d'autres études sont nécessaires pour mieux connaitre leur tropisme

et leur prévalence dans notre biosphére et chez 'homme [48,51].
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1-Pouvoir pathogéne des virus géants d’amibes :

Deés le début, la présence et le role pathogene éventuel des virus géants d'amibes chez
I'homme ont été observés ou étudiés en toute sérénité grace a un large éventail d'approches
technologiques : la sérologie, l'i'mmunohistochimie, l'immunofluorescence, l'isolement de
culture, la microscopie ¢électronique, 1’hybridation in situ en fluorescence (FISH), diverses
techniques basées sur la biologie moléculaire y compris la métagénomique (Figures 51). Les

résultats répondent a plusieurs critéres considérés comme des preuves de causalité d'une

maladie virale ( figure 54) [18].
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Figure 51: Schéma indiquant les sites du corps humain pour lesquels des preuves de la présence et le
role pathogéne des virus géants d’amibes ont été obtenues chez des personnes en bonne santé (les
cercles verts) et chez des personnes malades (les cercles rouges) respectivement, avec différentes

approches technologiques [18].
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- Rappelant que le mimivirus a été isol¢ lors d'une enquéte de pneumonie dans le
contexte d’une épidémie de légionellose. Depuis, le role pathogéne des mimivirus a été le plus

abordé [2,3,18].

- Un certain nombre de cas rapportés montrant 1’association entre le mimivirus et la

pneumonie [24] :

v En premier, une séroconversion de mimivirus est survenue chez un technicien de 38
ans manipulant de grandes quantités de mimivirus. Il a signalé une douleur transfixiante dans
la poitrine et des infiltrats basilaires bilatéraux suggérant une pneumonie virale. Les infections
avec les agents de la pneumonie habituels ont été exclues, alors que la séroconversion a 23
protéines de mimivirus a été documentée. ce cas a présenté la premiére preuve d’infection par

un virus géants d’amibe [3,18].

Figure 52 : Cliché thoracique du technicien de laboratoire infecté par le mimivirus, montrant des

infiltrats basilaires bilatéraux [20].

111



v’ Par la suite, deux mimivirus sont isolés en 2013 d'échantillons cliniques, chez des

patientes tunisiennes atteintes de pneumonie inexpliquée [3,18] :

- Le premier mimivirus, dénommé virus LBA111, a été retrouvé dans le liquide
broncho-alvéolaire d’une patiente de 72ans qui a ¢été admise a 1'hopital pour une fievre de 3
jours avec toux, dyspnée, hémoptysie et leucocytose. La radiographie thoracique a révélé une
consolidation du lobe inférieur droit. Parallelement, des anticorps dirigés contre 9 protéines

du virus LBA111 ont été détectés par Western Blot.

- Le deuxiéme mimivirus, dénommé virus Shan, a été retrouvé dans les excréments
d’une fille de 17 ans admise pour fievre (40 °C) et toux pendant 15 jours, avec opacité
pulmonaire inférieure gauche, diarrhée et leucocytose. Aucun échantillon respiratoire n'était

disponible.

v" De plus, le lentillevirus qui a été isolé du liquide de stockage de lentilles de contact
d'une patiente atteinte de kératite, montre que les virus géants peuvent infecter

des protozoaires responsables de maladies humaines [18,40].

e Egalement, dans le cadre de 1’établissement du role possible du mimivirus en tant
qu'agent pathogéne humain, un modéle expérimental d’infection chez la souris a été
développé, les caractéristiques histopathologiques de la pneumonie avec des parois
alvéolaires épaissies, des infiltrats inflammatoires et des Iésions alvéolaires diffuses, sont

apparues apres l'inoculation de mimivirus [3,20,24,36].

- Le lien entre les mimivirus amibiens et la pneumonie a été le plus documenté, avec des
résultats qui remplissent plusieurs critéres considérés comme une preuve de causalité d'une
maladie virale. Philippe Colsonet al ont présenté les mimivirus comme agents de la
pneumonie (la pneumonie communautaire ou associée aux soins de santé) qui peuvent étre

associés a de mauvais résultats chez les patients des unités de soins intensifs [3,18,24,53].

- En revanche, des ¢tudes impliquant des cohortes de tailles importantes n’ont pas réussi

a démontrer une association convaincante de mimivirus avec les pathologies respiratoires [2].

- Etablir un role causal des virus dans les maladies peut étre un long voyage. Ainsi, il
manque des preuves concluantes pour établir les virus géants comme de pathogénes humains ,

d’ou la nécessité d’autres ¢tudes supplémentaires [18,24,40].
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2-Virus géants et les autres hotes :

- Un certain nombre d’études a permis de montrer que les virus géants peuvent avoir des

cellules hotes autres que les amibes phagocytaires :

e Des ¢tudes ex vivo sur des lignées cellulaires humaines ont révélé que 'APMV est
capable d'infecter les cellules sanguines my¢loides et mononucléaires et d’interférer avec le
systeme d'interféron de type I. De plus, il a été¢ démontré qu'un membre de la famille des
NCLDV, apparenté¢ a I'APMV, peut infecter de maniere productive les lymphocytes T dans

des conditions de laboratoire [4,18].

e Le mimivirus était également capable d'infecter les macrophages ainsi que des

cellules my¢loides de souris [18,24,36].

- Les virus géants d’amibes infectent ses hdtes par phagocytose et donc la capacité des
mimivirus a pénétrer dans les macrophages humains a été illustrée par un mécanisme
ressemblant a la phagocytose, agissant ainsi comme une bactérie. Cela différe des
mécanismes d'entrée des virus «traditionnels» qui impliquent des interactions spécifiques avec
les récepteurs cellulaires. Pour cette raison, il a été soupgonné que les amibes peuvent étre un
terrain d’entrainement des microorganismes pour les rendre capables de pénétrer dans les

macrophages humains [3,11,18].

3-Pouvoir pathogéne des virophages :

- Le pouvoir pathogene des virophages n’est pas encore clair [24].

- Une sérologie positive a sputnik a été observée chez deux patients présentant de la

fieévre en revenant du Laos [3,18,36].

Les patients étaient une femme de 29 ans et son mari de 36 ans, d'origine laotienne et
ayant immigré en France en 2008 et 2000, respectivement. Du 20 décembre 2009 au 22
janvier 2010, ils se sont rendus a Laos avec leur bébé de 4 mois. C'était leur premier retour
depuis l'immigration a Laos ou ils ont mangé de la nourriture locale, y compris du poisson cru

[68].
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Cinq jours apres leur retour en France, ils ont souffert d'asthénie, de fievre 1égere, de
myalgie et de nausée. Ils n'avaient pas d'autres antécédents de voyage et leur bébé ne

présentait aucun signe clinique [68].

Les résultats des analyses sanguines ont indiqué une hyperéosinophilie, une cytolyse
hépatique et une cholestase. A j7 aprés l'apparition des symptomes, les patients ont été
hospitalisés, I'examen physique de I'homme n’a détecté aucune anomalie et l'examen de la
femme a détecté une tachycardie. L'échocardiographie de la femme a montré un épanchement
péricardique mince mais les radiographies thoraciques n'ont montré aucune anomalie. Le
sérum de la femme contenait des anticorps contre les Toxocara, les Trichinella et
les trématodes Fasciolia et le sérum de 'homme contenait des anticorps contre les trématodes
Fasciolia. Aucun parasite n'a été retrouvé dans les échantillons de selle des deux patients. Les
patients ont regu un traitement antiparasitaire apres ils se sont completement rétablis et leurs

taux d'éosinophiles se sont normalisés [68].

Des tests sur les échantillons de sérum ont été effectués a la recherche des anticorps

contre les micro-organismes intracellulaires [68].

Egalement, des tests de micro-immunofluorescence sur les échantillons de sérum en
utilisant des antigenes de sputnik et de mamavirus ont été effectués, des taux élevés d'lgG et
d'IgM contre le virophage sputnik ont été détectés a partir des premiers échantillons de sérum
(échantillons en phase aigu€). Pour la femme, le sérum obtenu lorsqu'elle était enceinte, 5

mois avant l'apparition de la maladie, était négatif [68].

Les réactivités sérologiques ont €té obtenues par Western blot, électrophorese sur gel
bidimensionnel et spectrométriec de masse sur 2 échantillons sériques positifs (1 de chaque

patient) et I'échantillon de sérum négatif de la femme [18,68].

- Le taux des anticorps contre le virophage étaient €levés. Cependant, chaque patient

¢tait probablement infecté par un autre parasite non identifié¢ [68].

- Seulement les anticorps spécifiques contre le virophage qui ont été détecté mais pas
ceux contre le virus géant. En outre, une séroconversion a été notée dans 1 de ces 2 cas

[3,18,36].
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- L’analyse environnementale (en particulier d’un lac d'eau douce) a permis la

récupération du virophage et des séquences de I'hote viral [68].

- Avec les parasites transmis par les poissons crus, les milieux aquatiques peuvent étre
une source d'exposition humaine aux virophages comme ils le sont pour d'autres

microorganismes associés a l'amibe [68].

= La détection sérologique de Sputnik chez 'homme suggere I'exposition des

humains a ce virophage avec exposition simultanée aux mimivirus [17,18,68].

= Egalement, la séroconversion suggeére que, sous certaines conditions, les
virophages pourraient potentiellement étre répertoriés comme pathogénes

humains émergents et dans tous les cas immunogéne [17,18,68].

Silver staining 2-D Western blotting

—_—

o ™ Woman : positive serum  Man : positive serum Woman : negative serum

. --

Figure 53 : Les résultats de 1'électrophorése bidimensionnelle sur gel avec coloration a I'argent (a

Mam avlrus

gauche) et du Western blot (a droite) pour 3 échantillons de sérum provenant de patients ayant visité le

Laos [68].
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Figure 54 : Schéma de la chronologie des principaux résultats qui soutiennent la présence et le role pathogéne

possible chez I'nomme de virus géants d'amibes[ 18].
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I'mpacts des virophages
et persepective
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1-Impact des virophages :

La relation parasitaire entre les virophages et les virus géants, conduisant a la régulation
indirecte et positive de la taille de la population hdtes eucaryotes, entraine des interactions

complexes au niveau de la communauté [14,66].

Compte tenu de I'abondance des virophages dans divers et différents environnements et
des résultats de l'interaction tripartite hote - virus géant - virophage , les virophages peuvent
avoir des impacts significatifs a 1’échelle mondiale et agissent comme des régulateurs

essentiels des interrelations écologiques [13,16,22,24].
Et comme la plupart des virus, les virophages peuvent jouer 2 principaux roles :
v’ Le premier est la régulation de la dynamique des populations.

v’ Le deuxiéme est le transfert de génes.
1-1 impact des virophages des virus géants amibiens :

e Régulation de la dynamique des populations :

Les virophages se répliquent sympatriquement au sein des amibes avec leurs virus
géants associ€s et aussi avec des bactéries, champignons ou archées en plus du mobilome des
virus géants eux méme, par conséquent, ils sont capable d'influencer la croissance bactérienne
qui peut confronter des contraintes similaires a celle d'autres bactéries environnementales tels

que la compétition pour la survie, la multiplication et 1'acces aux nutriments [ 16,54].

Ceci a été démontré dans une ¢tudie utilisant un modeéle composé d’amibe, virus géant,

bactérie pathogéne amibienne lytique (nommée BABL1 dans I’étude) et virophage [54].

Cette ¢étude a révélé la facon dont différents micro-organismes au sein des amibes
modulent les populations hotes et les populations d'autres micro-organismes qui coexistent au
sein de ces hotes et elle a montré que le virophage a la capacité de réguler, par le controle de

I'APM, son héte amibien et les bactéries concurrentes [54].

Ce type de régulation des virus géants et de leurs hotes eucaryotes par des virophages a

¢galement été suggéré comme un modele d'interactions algue -virus géant - virophage [54].
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Figure 55 : Modéle de régulation de la dynamique des populations par les virophages [54].

(a) Cinétique de la croissance de I'APM et de la bactérie BABL1 chez 4. polyphaga.
(b) Cinétique de la croissance de 'APM, du virophage Sputnik et de la bactérie BABL1 chez 4. polyphaga .
(c) La co-infection chronique de 4. polyphaga avec I'APM et la bactérie BABLI1.

(d) La co-infection chronique de A. polyphaga avec I'APM, la bactérie BABL1 et le virophage Sputnik.
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e Transfert de génes :

Egalement le mode de vie sympathrique favorise le transfert latéral de génes [45].

Bacteria

Amoeba

Figure 56 : Le creuset génétique de 'amibe produit des organismes avec des génomes chimériques [69].

Nu = Nucleus; VF = virus factory

Cette représentation schématique représente de multiples microorganismes intracellulaires infectant une
amibe. Les génomes de chaque organisme sont représentés par de multiples fragments colorés selon leurs
origines : eucaryote (rose), virus (vert), bactéries (bleu), archée (jaune). L'échange latéral de génes
(fleches rouges en pointillés) pourrait se produire pendant la multiplication de micro-organismes, faisant
de l'amibe un hote approprié pour le mélange de génes entre 'hote eucaryote, ses divers virus et les

parasites bactériens et symbiotes [69].
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1-2 Impact des virophages des écosystémes marins :

- Les virus sont numériquement les agents biologiques les plus abondants dans 1'océan.
Ils exercent un contréle important sur les micro-organismes marins y compris les bactéries,
les archées et les planctons eucaryotes. Classiquement, ils ont deux roles principaux dans les

¢cosystemes marins [13,31]:

e Le premier est la lyse des cellules hotes et la libération subséquente de la maticre
organique, des gaz biogéniques et des nutriments ce qui affectent le cycle de ces éléments et

influencent directement la structure des écosystemes.

e Le second est leur role dans la course aux armements co-évolutionnaire avec les
hotes qu'ils infectent, facilitant le transfert des genes hotes d'une cellule a l'autre

par des processus de transfert de génes horizontaux .

- Parmi ces virus, on trouve les virus géants qui sont présents dans divers écosystémes
marins et qui sont des tueurs importants du phytoplancton qui sont abondants dans la mer.
Basé sur des estimations prudentes il y a plus de 100 000 especes de phytoplacton, ces algues
forment la base du réseau trophique marin car leurs activités photosynthétiques fournissent
des sources de carbone et de 1'énergie pour la vie dans 1'écosystéme marin et elles régulent de

nombreux aspects de I'environnement mondial[13,14,41].

- En induisant la mortalité cellulaire, les virus géants contrélent la composition des
communautés planctoniques et jouent un rdéle de catalyseurs essentiels du cycle global des
matériaux organiques et inorganiques ce qui a un impact important sur les cycles

biogéochimiques [13,14].

= Les virophages sont ¢galement abondant dans les milieux aquatiques. En contrdlant
la virulence des virus géants, les virophages marins influencent l'impact global des virus
géants, ce qui influence €galement la stabilité des réseaux trophiques dans les €cosystemes
aquatiques naturels. L’exemple type de cet effet est le virophage OLV qui est considéré
comme un manipulateur essentiel de flux de carbone et de cycle énergétique

[9,13,14,15,25,47,66,67].
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= De plus, ces parasitismes enchevétrés favorisent I'émergence de stratégies
sophistiquées d'infection et de défense, par exemple les provirophages et le systéme mimivire,
et fournissent une interface étendue pour l'échange génétique grace aux transferts latéraux
contribuant au mosaicisme et a I’élargissement de la taille des génomes des virus géants d’une

part et au changement évolutionnaire d’autre part[13,21,23,24,26,38,48,70].

- Par conséquent, les virophages peuvent avoir un grand impact sur l'évolution des
virus, également I'¢lucidation du réle du flux génétique entre ces entités microscopiques peut
contribuer a la révélation de leur dynamique évolutive en plus de certains aspects de 1’origine

des virus et de la vie cellulaire [28,32].
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NCLDVS\ O Viral shunt &
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Current Opinion in Virology

Figure 57 : Le monde des NCLDV marins[13].

Panneau en haut a gauche: image de SeaWiFS (capteur de champ de vision large) montrant la
concentration moyenne de chlorophylle sur Terre. Les régions riches en chlorophylle dans les océans
(pixels rouges, jaunes et verts) sont les plus productives au fil du temps en raison de la prolifération
dense du phytoplancton. En haut a droite: image de la puce a ADN symbolisant l'analyse génétique
d'échantillons environnementaux. Panneau inférieur: vue schématique des interactions virophage /

transpoviron / NCLDYV / eucaryote et sorties putatives de I'écosystéme.

122



2-Perspective :

Les virophages peuvent éventuellement étre utilisés comme une nouvelle fagon de lutter
contre les infections virales émergentes. Les bactériophages sont utilisés avec succes contre
les bactéries dans une pratique clinique, il est vraisemblable qu'un schéma similaire ne semble
pas impossible dans le cas des virophages et des virus pathogénes humains. Des recherches
plus poussées sur le phénoméne des virophages, éclaireront définitivement leur rdle, sont

nécessaires [24].
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Conclusion
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Retardée par le paradigme construit au cours du premier siecle de la virologie, la
découverte du premier virus géant (Mimivirus) et virophage (sputnik) n’a constitué¢ que la
premiere étape d’une aventure scientifique encore plus étonnante dans laquelle on est encore

plongé et on a probablement a peine commencé I’inventaire.

On sait maintenant que les virus géants et les virophages non seulement existent mais

qu’ils sont ubiquitaires, abondants et présentent une trés grande diversité.

La diversité génétique des isolats peut fournir un apercu de quoi s'attendre pour d'autres

clades viraux.

La compréhension de la biologie de ces virus s'améliore en raison d'une combinaison de
données biologiques, génétiques ainsi que d'images de plus en plus claire résultant de

différentes techniques microscopiques.

En revanche beaucoup d’aspects restent flous d’ou la nécessité de futures études afin

de dévoiler les certitudes ignorées.
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RESUME

Titre : Les virophages et les virus géants.
Auteur : ZINEDDINE Kaoutar.
Directeur de thése : Pr. Y. SEKHSOKH.

Mots clés : Acanthamoeba polyphaga mimivirus, sputnik, virophages, virus géants.

La découverte accidentelle des virus géants a élargi le champ de la virologie d’une
maniere brutale et spectaculaire car 1ils présentent des caractéristiques génétiques,
protéomiques et structurales complexes qui n’existaient pas chez les virus et qui sont

comparables a celles des bactéries, des archées et des petits eucaryotes.

Dans le méme contexte, la découverte d'un groupe de virus, appelé virophages, associé
aux virus géants appartenant a la famille des mimiviridae, a également étonné la communauté

scientifique.

Les virophages présentent les premiers virus infectant véritablement un autre virus dans
une cellule hote commune. Pour se répliquer ils détournent la machinerie de réplication du
virus géant au lieu de celle de la cellule hote, de plus, certains membres de ce groupe
inhabituel peuvent entrainer la formation de particules défectueuses de virus géants. Ce qui

définit une relation parasitaire entre les deux virus.

Acanthamoeba polyphaga mimivirus et sputnik présentent les premiers virus géant et

virophage découverts respectivement, par la suite d’autres représentants ont été décrits.

L’existence des virus géants et des virophages, qui se révelent progressivement tres
diversifiés et largement distribués, a profondément modifi€ la vision vis-a-vis des bases de la
virologie, ce qui a incité des débats autour du concept et de la définition conventionnelle des
virus, €galement sur leurs classification, interactions, impact et origines potentielles, en plus

de leur nature et caractére vivant ou non vivant .



ABSTRACT

Title : Virophages and giant viruses.
Author : ZINEDDINE Kaoutar.
Supervisor : Pr. Y. SEKHSOKH.

Keywords : Acanthamoeba polyphaga mimivirus, sputnik, virophages, giant viruses.

The accidental discovery of giant viruses has broadened the field of virology in a brutal
and spectacular way because they present complex genetic, proteomic and structural
characteristics which did not exist in viruses and which are comparable to those of bacteria,

archaea and small eukaryotes.

In the same context, the discovery of a group of viruses, called virophages, associated
with giant viruses belonging to the mimiviridae family, also surprised the scientific

community.

Virophages present the first viruses actually infecting another virus in a common host
cell. To replicate, they hijack the replication machinery of the giant virus instead of the host
cell, in addition, some members of this unusual group can lead to the formation of defective

particles of giant viruses. This defines a parasitic relationship between the two viruses.

Acanthamoeba polyphaga mimivirus and sputnik present the first giant virus and

virophage discovered respectively, subsequently other representatives were described.

The existence of giant viruses and virophages, which are gradually proving to be very
diversified and widely distributed, has profoundly modified the vision to the basics of
virology, which has prompted debates around the concept and the conventional definition of
viruses, also their classification, interactions, impact and potential origins, in addition to their

nature and living or non-living character.
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