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Le gene flamenco

de la drosophile,

ou comment resister
a un rétrovirus

Pendant longtemps, on a pensé que les rétrovirus étaient
spécifiques des vertébrés. Or, des résultats récents mon-
trent que I’élément gypsy de la drosophile, considéré habi-
tuellement comme un élément transposable de la classe des
rétrotransposons, est un véritable rétrovirus, le premier
identifié chez les invertébrés. Un gene de I’hote, appelé fla-
menco, maintient le virus a I’état réprimé dans la plupart des
souches de drosophile. Lorsque le gene est muté, gypsy est
transposé avec des fréquences tres élevées et produit des
particules infectieuses. De nombreux résultats indiquent
que le rétrovirus gypsy a envahi I’espece Drosophila melano-
gaster dans un passé relativement ancien, et que I’espece n’a
survécu a cette invasion que grace a la sélection d’alleles du
gene flamenco permettant de bloquer la propagation du vi-
rus. L’analyse des relations phylogénétiques entre rétro-
transposons et rétrovirus indique que gypsy pourrait cor-
respondre a la forme ancestrale des rétrovirus, a partir de
laquelle les rétrovirus des vertébrés sont apparus.
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es rétrovirus ont la remar-
quable propriété d’intégrer
leur information génétique,
contenue dans la particule
virale sous forme d’ARN,
dans les chromosomes des cellules
qu’ils infectent, grace a la transcripta-
se inverse pour laquelle ils codent.
Ce génome viral intégré est connu
sous le nom de provirus. Certains
provirus sont intégrés dans les chro-
mosomes de la lignée germinale. Ils
sont alors appelés rétrovirus endo-
genes, et ils sont transmis de généra-
tion en génération au méme titre
que les genes de I’hote, produisant

occasionnellement des particules
virales infectieuses susceptibles
d’infecter de nouveaux individus.

Jusqu’a une date récente, on pensait
que les rétrovirus n’étaient présents
que chez les vertébrés. Ils ont été
notamment bien étudiés chez les
oiseaux et les mammiféres. Cepen-
dant, le génome de la plupart des
groupes eucaryotes (par exemple les
invertébrés, les plantes, les champi-
gnons, mais aussi certains vertébrés)
contient des séquences dont la struc-
ture rappelle étrangement celle des
provirus des rétrovirus, connues sous
le nom de rétrotransposons a LTR
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(long terminal repeat), ou rétrotranspo-
sons de type viral. Ces éléments
représentent, en fait, une vaste classe
d’éléments transposables, c’est-a-dire
de parasites du génome ayant la pro-
priété de se déplacer dans les chro-
mosomes de leurs hotes. Temin a
avancé I'’hypothése selon laquelle les
rétrovirus auraient pour origine les
rétrotransposons a LTR [1]. Des
résultats récents montrent que les
rétrovirus se propagent, en fait, au-
dela des vertébrés, ce qui apporte des
informations intéressantes sur leur
origine et sur leurs relations avec les
rétrotransposons. La découverte
d’un rétrovirus chez la drosophile,
un des modeles d’étude préféré des
généticiens, ouvre des perspectives
trés importantes pour ’étude du
controle des rétrovirus par leur hote.

Rétrovirus
et réetrotransposons

Le rétrovirus le plus étudié est sans
aucun doute le VIH, agent du SIDA.
Le virus de la leucémie murine de
Moloney (MoMLV) est plus simple
et peut étre pris comme modéele
d’organisation générale des rétrovi-
rus (figure 1). Ces derniers sont carac-

térisés par la présence de séquences
de quelques centaines de nucléotides
répétées en orientation directe aux
extrémités du provirus, les LTR. Il
existe trois geénes rétroviraux
typiques, localisés dans la partie
interne du génome viral comprise
entre les LTR. Le geéne gag code pour
les constituants de la nucléocapside.
Le géne pol code pour les enzymes
nécessaires au cycle rétroviral: une
protéase (PR), nécessaire au clivage
des produits de traduction du rétrovi-
rus, qui sont synthétisés sous la forme
d’une polyprotéine; la transcriptase
inverse (RT pour reverse transcriptase),
requise pour produire ’ADNc a par-
tir de ’ARN; une RNase H (RH) res-
ponsable de la dégradation de ’ARN
dans la molécule hybride ADN/ARN
résultant de la transcription inverse;
enfin, l'intégrase (IN) nécessaire a
I'intégration du provirus dans ’ADN
de I'hote. Le troisieme geéne, env,
code pour les protéines de I’envelop-
pe du virus qui sont responsables de
son pouvoir infectieux.

Les rétrotransposons de type viral se
caractérisent eux aussi par la présence
de LTR typiques, mais ils ne contien-
nent que deux phases ouvertes de lec-
ture (ORF, open reading frame) corres-
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Figure 1. Rétrovirus et rétrotransposons. La figure représente I'organisation
d’un rétrovirus de mammifere, le virus de la leucémie murine de Moloney
(MoMLYV), d’un rétrotransposon a LTR de la levure, I'élément Ty1, et d’un
rétroélément de la drosophile, le rétrovirus gypsy. Les LTR sont représentés
en grisé, et les phases ouvertes de lecture (ORF) sont schématisées par des
rectangles. Les différents domaines du géne pol sont figurés dans I'ordre ot
ils sont localisés dans la phase de lecture pour chacun des éléments. Ces dif-
férents domaines dans I’'élément gypsy sont organisés de la méme maniére
que chez les rétrovirus des vertébrés. PR, protéase,; RT, transcriptase inver-

se,; RH, RNase H; IN, intégrase.
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pondant aux geénes rétroviraux gag et
pol (figure 1). L’ensemble des informa-
tions dont on dispose indique qu’ils
transposent selon un mécanisme tout
a fait semblable au processus d’inté-
gration des provirus rétroviraux dans
le génome de leur hoéte. La principale
différence est finalement que, étant
dépourvus d’'un geéne d’enveloppe,
leur cycle est entiérement intracellu-
laire. Ils ne sont donc pas infectieux et
ne peuvent se maintenir que parce
qu’ils sont présents dans la lignée ger-
minale. Les éléments Tyl chez la levu-
re, copia chez la drosophile, Tntl
chez le tabac, les IAP chez les ron-
geurs ou THE chez ’homme sont des
exemples de ce type de rétrotranspo-
sons tres largement répandus chez les
eucaryotes.

La vision initiale d’une distribution
des rétrovirus restreinte aux verté-
brés posait cependant un certain
nombre de questions. En effet, le
génome des insectes possede des
séquences qui sont beaucoup plus
proches des rétrovirus que des élé-
ments de type copia. C’est le cas par
exemple de I’élément gypsy de Droso-
phila melanogaster (figure 1). Tout
d’abord, cet élément possede trois
ORF, au lieu de deux seulement
pour les éléments de type Tyl ou
copia. D’autre part, la séquence et
I’organisation du gene pol de gypsy
sont beaucoup plus proches de celles
des rétrovirus des vertébrés que de
celles des éléments de type copia,
dont un grand nombre cohabite
pourtant avec lui dans la méme espe-
ce. Par exemple, les différents
domaines du gene pol des rétrotrans-
posons sont disposés dans I’ordre PR
— IN - RT - RH, de l'extrémité 5’
vers I'extrémité 3’, alors que chez les
rétrovirus, l'ordre est systématique-
ment PR — RT — RH - IN (figure 1). Le
geéne pol de gypsy posseéde cet arran-
gement typique des rétrovirus (figu-
rel). Des éléments ressemblant a gyp-
sy ont été mis en évidence, parfois
depuis longtemps, chez plusieurs
espéces d’insectes. Il s’agit de 297 et
17.6 chez Drosophila melanogaster, tom
chez Drosophila ananassae et TED
chez Trichoplusia ni. Malgré leurs
similitudes avec les provirus rétrovi-
raux, ces €léments étaient considérés
comme des éléments transposables,
sans doute en vertu du dogme selon
lequel les rétrovirus ne sont présents
que chez les vertébrés.

m/s n°8-9, vol. 12, aott-septembre 96

La démonstration de propriétés
infectieuses d’éléments de ce type
chez les insectes n’est toutefois pas
tres facile. Cela implique qu’au
moins trois conditions puissent étre
réunies. Tout d’abord, il est nécessai-
re de disposer de souches dans les-
quelles le virus est actif et susceptible
de se multiplier et de produire des
particules infectieuses. De telles
souches pourraient servir de don-
neuses dans des expériences desti-
nées a mettre en évidence un pou-
voir infectieux. I1 faut également
disposer de souches ne contenant
pas le virus, pouvant étre utilisées
comme receveuses. Il est enfin néces-
saire de disposer d’un test permet-
tant de détecter facilement la présen-
ce du virus.

L’activité de gypsy
conduit a des instabilités
génétiques

Toutes les souches de Drosophila mela-
nogaster contiennent des éléments
gypsy défectifs localisés dans I’hétéro-
chromatine péricentromérique. Des
expériences de Southern blot montrent
qu’ils sont localisés aux mémes sites
dans des souches d’origine indépen-
dante, ce qui suggere qu’ils se sont
intégrés dans ces régions chromoso-
miques tres tot au cours de I’histoire
évolutive de l’espéce, peut-étre
méme dans une espéce ancétre [2].
Beaucoup d’autres souches posse-
dent, en plus, des éléments gypsy
localisés dans 1’euchromatine, a des
sites différents selon les souches, ce
qui indique qu’au moins certains
d’entre eux sont capables de transpo-
ser et sont donc fonctionnels. Il
n’existe qu’'un tres petit nombre de
ces éléments dans la plupart des
souches, souvent moins de trois ou
quatre par génome. Bien que fonc-
tionnels, ils ne transposent pas avec
des fréquences appréciables car ils
sont réprimés.

Des souches contenant des éléments
actifs en nombre bien supérieur ont
toutefois été caractérisées. Gypsy
transpose apparemment avec des fré-
quences tres élevées dans ces
souches, et certaines peuvent conte-
nir jusqu’a 50 ou 60 copies de I’élé-
ment. Si gypsy produit des particules
infectieuses, on peut penser que
celles-ci sont particuliecrement abon-
dantes dans de telles souches.

Deux d’entre elles, appelées MG et
MS, ont été spécialement étudiées.
La fréquence élevée de transposition
de gypsy se traduit dans ces deux cas
par une forte mutabilité, les muta-
tions produites résultant de l'inser-
tion de I’élément dans des genes [3,
4]. En particulier, de nombreuses
mutations se produisent dans le gene
ovo [4], ce qui permet, comme nous
allons le voir, de détecter et de quan-
tifier avec une relative facilité la
transposition de gypsy.

Le gene ovo, localisé sur le chromo-
some X, est requis pour la différen-
ciation de la lignée germinale femel-
le. 11 existe une mutation dominante
de ce geéne, appelée ovd”!, qui cause
la stérilité des femelles qui le posse-
dent a I’état hétérozygote, leurs
ovaires ne se développant pas.
Cependant, lorsque des femelles des
souches MG et MS sont croisées avec
des males portant la mutation ovo™,
elles produisent des filles fertiles avec
une fréquence pouvant atteindre
15%. Ce phénomeéne résulte de la
mutation de l'alléle dominant ovo”
vers un allele récessif nul, permettant
ainsi le développement d’'un ovaire.
La mutation est due a I'insertion de
I’élément gypsy dans le gene ovo,
dans les cellules souches de la lignée
germinale. Ce géne est donc un
point treés chaud pour 'insertion de
I’élément gypsy [4]. La réversion
phénotypique de la mutation ovo”
représente un moyen simple de
détecter D’activité de gypsy,
puisqu’elle fournit un crible positif
trés puissant consistant a rechercher
des femelles fertiles dans une popula-
tion de femelles stériles.

Il existe également des souches de
drosophile ne possédant aucun élé-
ment gypsy fonctionnel. C’est le cas
notamment d’une souche, appelée
SS (stable strain). Lorsque des femelles
de cette souche sont croisées avec des
males ovo”, elles ne produisent que
des filles stériles. La souche SS est
néanmoins permissive pour l'activité
de gypsy. Cela a pu étre démontré en
introduisant dans son génome un
élément gypsy fonctionnel, grace aux
techniques utilisées couramment
pour produire des lignées transgé-
niques de drosophile. Gypsy se multi-
plie dans les lignées ainsi obtenues,
conduisant a des souches possédant
de nombreuses copies de I'élément,
dites MSN. Gypsy est transposé a fré-
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quence tres élevée dans ces lignées et
produit des mutations [5]. Lorque
des femelles MSN sont croisées avec
des males portant la mutation owvo™,
elles donnent des filles dont une cer-
taine proportion sont fertiles. Les
souches SS et MSN sont donc isogé-
niques et difféerent uniquement par
la présence dans ces derniéres d’élé-
ments gypsy fonctionnels transposant
a fréquence élevée.
Un rétrovirus
chez les invertébrés

Les trois conditions permettant de
démontrer des propriétés infec-
tieuses de gypsy sont donc remplies.
Il existe en effet des souches, comme
les souches MSN, dans lesquelles il
est tres actif, et dans lesquelles des
particules infectieuses sont suscep-
tibles d’étre produites. Il existe égale-
ment des souches, comme SS,
dépourvues de copies actives de I’élé-
ment, mais permissives pour son acti-
vité. Enfin, le test de la réversion de
la mutation ovo” permet de détecter
aisément des mouches dans les-
quelles gypsy est présent et actif. Si
gypsy est infectieux, les particules
virales éventuellement produites
dans les souches MSN devraient pou-
voir infecter des individus de la
souche SS.

Les propriétés infectieuses de gypsy
ont été étudiées dans deux séries
d’expériences [6]. Dans la premiére,
du cytoplasme prélevé dans des
embryons d’une souche MSN a été
micro-injecté dans des embryons de la
souche SS. Dans la seconde, des indi-
vidus de la souche SS ont été élevés
en présence de broyats d’individus de
la souche MSN. Les femelles prove-
nant de ces deux séries d’expériences
ont été croisées avec des males ovo"’,
et la fertilité de leurs filles a été étu-
diée. Dans les deux cas, des filles fer-
tiles ont été obtenues. L’analyse molé-
culaire de leur descendance a montré
que, dans tous les cas, la restauration
de la fertilité était bien diie a 'inser-
tion d’'un élément gypsy dans le geéne
ovo. Ces résultats montrent que gypsy
a un pouvoir contaminant et peut
infecter des mouches. C’est donc le
premier rétrovirus identifié chez un
invertébré.

Ces résultats ont en outre apporté
d’autres informations intéressantes sur
ce rétrovirus. En effet, dans les expé-

riences résumeées ci-dessus, seuls les
événements résultant de I'infection de
la lignée germinale pouvaient étre
détectés. Le virus a donc un trés net
tropisme pour des cellules germinales.
La seconde observation est que tous
les «révertants» de la mutation ovo™
correspondent a des insertions dans
une méme petite région du gene, ce
qui révele 'existence d’un point
chaud d’intégration du provirus.

Les propriétés infectieuses de gypsy
ont été confirmées par la suite grace
a une approche expérimentale simi-
laire, mais en utilisant des particules
purifiées sur gradient de sucrose a
partir de la souche MG [7].

Tous ces résultats montrent que les
rétrovirus se propagent au-dela des
vertébrés, et que les séquences res-
semblant a gypsy et présentes dans le
génome des insectes, sont vraisembla-
blement aussi des rétrovirus. En fait,
il ne fait guére de doute que si ces
éléments avaient été identifiés chez
les vertébrés, ils auraient été
d’emblée qualifiés de rétrovirus
endogénes.

Flamenco,
un géne de I'héte
qui contréle gypsy

Les éléments transposables se propa-
gent dans les génomes grace a leur
pouvoir invasif. Toutefois, la transposi-
tion se manifeste par des mutations et
diverses autres anomalies, et a le plus
souvent des conséquences néfastes
pour 'individu. Les éléments transpo-
sables ne se maintiennent donc dans
leur hote que parce qu’ils sont soumis
a des régulations trés strictes qui per-
mettent leur transposition seulement
a un tres faible niveau. La méme
remarque s’applique aux rétrovirus
endogénes. L’'une des questions les
plus intéressantes que l'on peut se
poser au sujet de gypsy est donc celle
de son controle. On peut en effet se
demander pourquoi ce rétrovirus est
habituellement stable, et pourquoi il
est déréglé et transpose a fréquence
élevée dans certaines souches. L’exis-
tence de ces dernieres offre une excel-
lente opportunité d’étudier les moda-
lités de sa régulation.

L’étude génétique détaillée des phé-
nomenes d’instabilité observés dans
la souche MG a permis de montrer
que gypsy est controlé par un gene de
la drosophile, qui a été appelé flamen-
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co [8]. Ce geéne est localisé sur le
chromosome X, pres de I’hétérochro-
matine péricentromérique. L’allele
apparemment le plus répandu dans
les souches de drosophile, flam* (qua-
lifié également de non permissif),
réprime l'activité de gypsy. L’allele
présent dans la souche MG, flam!, est
permissif pour 'activité de gypsy. Le
gene flamenco a un effet maternel sur
la transposition (figure 2). En effet,
celle-ci ne se produit que dans la
lignée germinale des descendants de
femelles homozygotes pour la muta-
tion flamenco, quel que soit le génoty-
pe de ces descendants. Cette fréquen-
ce élevée de transposition se traduit
par des taux de mutations €levés. Les
mutations se produisent aussi bien
dans la lignée germinale male que
dans la lignée germinale femelle.
Elles sont dues a des insertions de
I’élément gypsy dans des geénes, et
elles apparaissent souvent sous forme
de clones, ce qui indique que la trans-
position est préméiotique. Elle ne se
produit pas dans la descendance des
femelles flam*/flam', ce qui montre
qu’une dose de I'allele flam* est suffi-
sante pour la réprimer (figure2).

Le géne flamenco contréle
les transcrits de gypsy

Des expériences ont été réalisées dans
le but de comprendre comment le
gene flamenco contrdle I'activité de
gypsy. Les transcrits du rétrovirus ont
été comparés dans des femelles
Sflam*/flam’ (non permissives pour la
transposition) et flam'/flam’ (permis-
sives) [9]. Ces transcrits sont plus
abondants chez les femelles permis-
sives que chez les femelles non per-
missives. Deux transcrits dont I’abon-
dance est augmentée chez les femelles
permissives sont particuliérement
intéressants. Leur structure est repré-
sentée sur la figure 3. L’'un d’eux a une
taille de 7kilobases (kb) et avait déja
été caractérisé dans des cellules de
drosophile en culture [10]. Il s’agit de
’ARN génomique du virus, dont la
transcription débute dans le LTR 5’ et
se termine dans le LTR 3’, qui posse-
de la séquence complete de gypsy. La
transcriptase inverse l'utilise comme
matrice pour produire 'ADNc qui
s’intégrera dans le génome de I'hote.
Cet ARN est également utilisé pour la
synthése des produits des génes gag et
pol, les seconds étant synthétisés grace
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a un déphasage traductionnel dans la
région de chevauchement des deux
genes.

L’autre transcrit a une taille de 2,1 kb
et n’avait jamais été décrit. Il s’agit
d’un ARN épissé, dont la transcrip-
tion débute et se termine de la méme
maniere que celle de 'ARN géno-
mique. L’épissage élimine les
séquences correspondant aux genes
gag et pol, et crée un AUG qui se trou-
ve dans un contexte favorable pour
débuter la traduction de ’ORF3, dont
le produit présente des similitudes
avec les produits des geénes env rétro-
viraux [9]. Ce transcrit est tout a fait
semblable a 'ARN sous-génomique
utilisé par les rétrovirus pour produi-
re les protéines de ’enveloppe.

Des produits de traduction de
I’ORF3 de gypsy ont été détectés gra-
ce a des anticorps monoclonaux sous
forme de glycoprotéines dans des
extraits de femelles flam!/flam!. Ces
glycoprotéines sont associées a des
particules ayant une activité trans-
criptase inverse [7].

La régulation de gypsy
par le géne flamenco

est spécifique des cellules
folliculaires de I'ovaire

L’une des propriétés troublantes de
la régulation de gypsy par le géne fla-
menco est son caractére maternel (voir
ci-dessus et figure 2). Des expériences
d’hybridation in situ ont été réalisées
pour comparer la distribution des
transcrits de gypsy dans les ovaires de
femelles flam'/flam’ (donnant des
descendants chez lesquels la transpo-
sition se produit) et flam*/flam* (don-
nant des descendants chez lesquels la
transposition ne se produit pas) [9].
Ces transcrits s’accumulent au stade
10 de l'ovogenése dans les ovaires
des femelles homozygotes pour la
mutation flam!. Curieusement, cette
accumulation ne se produit pas dans
les cellules de la lignée germinale,
mais dans les cellules folliculaires qui
entourent I’ovocyte et sont d’origine
somatique (figure4). Des expériences
d’immunodétection avec des anti-
corps monoclonaux dirigés contre les
protéines de I'’enveloppe de gypsy
indiquent également que ces pro-
duits sont localisés dans les mémes
cellules [9]. Les ARN et les protéines
Env ne sont d’ailleurs pas distribués
de maniere uniforme dans les cel-

lules folliculaires, mais concentrés
dans le cytoplasme de la partie apica-
le des cellules, proche de I'ovocyte.

Il peut sembler contradictoire que
I’accumulation des transcrits soit
observée dans des cellules soma-

flam?
9 X 6\ flam?
flam*
flam?
9 X 6\ (quelconque)
flam

Transposition
de gypsy

a4

Mutations
(notamment dans le géne ovo)

Figure 2. Contréle du rétrovirus gyp-
sy par le géne flamenco. Le geéene fla-
menco (flam) est localisé sur le chro-
mosome X de la drosophile. La
plupart des souches possédent des
alleles non permissifs (flam*), qui
répriment I'élément gypsy. Certaines
portent des alléles permissifs, com-
me flam" qui permettent la transposi-
tion et l'expression des propriétés
infectieuses de gypsy. Le géne fla-
menco a un effet maternel sur la
transposition. En effet, celle-ci n’est
observée que chez les descendants
(méles ou femelles) de femelles
homozygotes pour des alleles
mutants du géne flam, quel que soit
leur génotype. La fréquence élevée
de transposition se produisant dans
la lignée germinale de ces individus
se traduit par la production de muta-
tions qui peuvent étre observées a la
génération suivante. Le géne ovo est
un point trés chaud d’intégration du
provirus, et des mutations de ce
géne sont trées fréquemment obser-
vées. Une dose de l'allele flam* est
suffisante pour réprimer la transposi-
tion. En effet, celle-ci ne se produit
pas chez les descendants de femelles
hétérozygotes flam'/flam*.
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LTR 5' gag

pol

>

ARN génomique (7 kb)

ARN sous-génomique (2,1 kb)

Figure 3. Structure de I'’ARN génomique et de I'’ARN sous-génomique de
gypsy. La figure représente deux transcrits surexprimés chez les femelles
flam'/flam" par rapport aux femelles flam'/flam* ou flam*/flam*. L’'un d’entre
eux a une taille de 7 kb. C’est le transcrit génomique, dont la transcription
commence dans le LTR 5’ et se termine dans le LTR 3’. Il contient toute la
séquence de gypsy, et est utilisé comme matrice pour la transcription inver-
se, ainsi que pour la synthése des produits des génes gag et pol. L’autre a
une taille de 2,1kb. C’est un ARN épissé, dont la transcription commence et
se termine aux mémes sites que I’ARN génomique. Il est utilisé pour la syn-
these des produits du géne env. Cet ARN sous-génomique n’est détecté que
chez les femelles portant a I’état homozygote des alléles mutants (permis-

sifs) du gene flamenco.

tiques de l'ovaire, alors que la trans-
position se produit a la génération
suivante. L’hypothése avancée pour
expliquer cet apparent paradoxe est
que, dans les cellules folliculaires des
femelles homozygotes pour la muta-
tion flamenco, des particules virales
enveloppées, et donc infectieuses,
seraient produites. Ces particules
infecteraient I’ovocyte et seraient
ainsi transmises a la descendance. La
transposition observée a la généra-
tion suivante correspondrait a I'inté-
gration de provirus dans les chromo-
somes des individus issus des
ovocytes infectés [9]. La recherche
de particules virales dans les ovaires
des femelles flamenco devrait per-
mettre d’apporter des précisions sur
I'effet maternel de ce gene. La carac-
térisation moléculaire du gene fla-
menco devrait aussi apporter des
informations importantes sur la
facon dont il agit sur le rétrovirus,
ainsi que sur sa fonction premicre
chez la mouche.

L’acquisition

d’une résistance

de la drosophile

a une invasion rétrovirale

Nous avons vu que toutes les souches
de Drosophila melanogaster possedent
des éléments gypsy défectifs localisés
dans I’hétérochromatine péricentro-
mérique [2]. Ces éléments sont au
nombre de 20 ou 30, et sont inca-
pables de transposer. L’analyse de
leur localisation génomique montre
qu’ils occupent une position fixe
dans des souches non apparentées.
D’une maniere générale, les copies
défectueuses d’éléments transpo-
sables tendent a s’accumuler dans
cette méme région du génome. Par
exemple, I’étude détaillée d'un élé-
ment transposable de la drosophile
semblable aux LINE (long interspersed
nucleotidic element) des mammiferes, le
facteur I, a montré que des copies
défectueuses de cet élément se sont
accumulées dans I’hétérochromati-
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Figure 4. Localisation des transcrits
de gypsy dans les cellules follicu-
laires. La figure représente les résul-
tats d’expériences d’hybridation in
situ sur les ARN dans des ovaires de
femelles permissives (flam'/flam’) et
non permissives (flam*/flam*) a I'aide
d’une sonde de I’'élément gypsy. Pra-
tiquement aucune hybridation n’est
détectée chez les femelles non per-
missives. Un trés fort signal est
observé dans les ovaires des
femelles permissives. Celui-ci n’est
pas détecté dans la lignée germinale,
mais seulement dans le cytoplasme
des cellules folliculaires qui entou-
rent I'ovocyte, et sont d’origine
somatique. oc, ovocyte; nc, cellules
nourriciéres, fc, cellules folliculaires.

ne, du fait de I'inactivation des élé-
ments fonctionnels tres tot au cours
de T’histoire évolutive de l’espece
Drosophila melanogaster [11, 12]. 11 est
trés vraisemblable qu’il en soit de
méme pour gypsy, et que les élé-
ments défectueux localisés a des sites
semblables dans I’hétérochromatine
soient les vestiges d’une invasion
ancienne par le rétrovirus gypsy. Il
est ainsi probable qu’a cette période,
I’espece Drosophila melanogaster, ou
son ancétre, était permissive pour
Iactivité de gypsy, et possédait des
alléles permissifs comme flam'.

Nous savons que les souches de dro-
sophile possédant a la fois des all¢les
permissifs de flamenco et des éléments
gypsy fonctionnels sont caractérisées
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par des fréquences élevées de muta-
tions, et présentent des anomalies
telles qu’une fertilité ou une viabilité
réduites. Il est donc tout a fait conce-
vable que la propagation de gypsy
dans les populations ait été accompa-
gnée de l'apparition d’anomalies
diverses. L’espeéce n’aurait survécu
que grace a la sélection de formes
alléliques de certains geénes ayant la
propriété de stopper la propagation
du rétrovirus. On peut imaginer que
les alleles non permissifs de flamenco
ont été sélectionnés de cette facon.
Cela expliquerait pourquoi gypsy est
maintenant stable dans la plupart des
souches. La mutation des alléles non
permissifs vers des alleles permissifs
restaurerait ainsi la situation qui pré-
valait dans les populations avant
I'invasion du virus. La sélection
d’alleles non permissifs dans une
souche instable qui possédait au
départ lalléle flam' et des éléments
gypsy fonctionnels a déja été obser-
vée. Ce fait vient a I'appui de I’hypo-
these selon laquelle les différentes
formes alléliques de flamenco pour-
raient résulter de la pression de sélec-
tion exercée par le rétrovirus.

Le geéne flamenco et le rétrovirus gypsy
représentent ainsi une situation
exceptionnelle dans le domaine de la
rétrovirologie pour étudier les rela-
tions entre un rétrovirus et son hote.
Celleci est particuliéerement intéres-
sante pour étudier les conséquences
de la présence d’un rétrovirus dans le
génome de son hoéte, et pour déter-
miner les mécanismes qui peuvent
étre sélectionnés dans une espece
pour répondre a des invasions rétrovi-
rales. Il est presque impossible
d’aborder expérimentalement ce
genre de questions chez les vertébrés.
Seuls quelques cas de régulation de
rétrovirus de mammiféres par des
séquences de 1’hote, qui restent
d’ailleurs pour l’essentiel treés mal
compris, ont été rapportés [13-17].
La drosophile est sans aucun doute le
modele le plus approprié au dévelop-
pement d’une étude génétique
détaillée des relations rétrovirus-hote.

I L’ancétre des rétrovirus ?

La différence fondamentale entre
rétrovirus et rétrotransposons réside
dans leur mode de propagation [18].
Les rétrovirus typiques, comme le
VIH, ont un mode de transmission

strictement horizontal, car ils n’infec-
tent que des cellules somatiques. Les
rétrotransposons, comme les élé-
ments copia de la drosophile ou les
éléments Tyl de la levure, sont trans-
mis uniquement verticalement car ils
ne sont pas infectieux. Ces éléments
ne se propagent donc que parce
qu’ils se multiplient dans les cellules
de la lignée germinale. Les rétrovirus
endogénes comme gypsy possedent
les deux propriétés. Etant installés
dans la lignée germinale, ils sont
transmis verticalement comme les
rétrotransposons, mais la présence
d’un gene env permet la production
de particules infectieuses assurant
une dissémination horizontale. Gypsy
posseéde une particularité supplémen-
taire qui est, comme nous I'avons vu
plus haut, son tres fort tropisme pour
la lignée germinale.

Des arbres phylogénétiques des rétro-
éléments ont été établis par compa-
raison de certains domaines de la
transcriptase inverse [19, 20]. La
figure 5 donne une représentation
schématique de ces arbres. Les rétro-
virus des vertébrés forment une clas-
se particulicre de rétroéléments, et
les rétrotransposons appartenant au
groupe nommé groupe Tyl/copia
forment une autre classe bien distinc-
te de la prédédente. Ce groupe
Tyl/copia comprend des rétrotrans-
posons d’animaux (principalement
des invertébrés), de plantes et de
champignons.

Comme nous l’avons vu précédem-
ment, Temin a avancé I’hypothese,
communément admise, selon laquel-
le les rétrovirus ont évolué a partir
des rétrotransposons a LTR, par
acquisition du gene env [1]. Cette
hypothese se heurte a une difficulté
majeure, qui est la séparation com-
pléte du groupe des rétrovirus des
vertébrés de celui des rétrotranspo-
sons de la classe Tyl/copia. En effet,
aucun rétrovirus ne possede un gene
pol du type Tyl/copia. Inversement,
aucune transcriptase inverse sem-
blable a celle des rétrovirus de verté-
brés n’a été décrite dans la classe
Tyl/copia. Gypsy appartient a un
autre groupe de rétroéléments
connu sous le nom de groupe
Ty3/gypsy. Ce groupe, jusqu’a une
date récente, était considéré comme
homogéne, puisqu’il n’était censé
contenir que des éléments transpo-
sables, les propriétés infectieuses de

905



906

gypsy étant inconnues. On sait main-
tenant qu’il est en fait hétérogene et
comprend d’une part de vrais rétro-
transposons, comme 1’élément Ty3
de la levure, qui ne possedent que
deux ORF correspondant aux genes
gag et pol, et d’autre part tous les élé-
ments identifiés jusqu’a présent chez
les insectes qui, comme gypsy, posse-
dent trois ORF et sont vraisemblable-
ment des rétrovirus endogénes. Ain-
si, les éléments 17.6, 297, tom et TED
appartiennent a cette classe. La trans-
criptase inverse des éléments de cette
catégorie est plus proche de celle des
rétrovirus de vertébrés que de celle
des rétrotransposons du groupe
Tyl/copia. Originellement, on pen-
sait que les éléments du groupe
Ty3/gypsy étaient restreints aux
champignons et aux invertébrés,
mais des résultats récents ont permis
de mettre en évidence des éléments
de cette classe chez les poissons [21].
Il est donc tout a fait clair mainte-
nant que le groupe Ty3/gypsy com-
prend a la fois des rétrotransposons
et des rétrovirus, appartenant a des
especes tres diverses, allant des cham-
pignons aux invertébrés et vertébrés.
Cela laisse penser que les rétrovirus
se sont formés a partir de rétrotrans-
posons du type Ty3, par acquisition
d’un gene d’enveloppe, comme cela
est illustré sur la figure 5, et que cet
événement a pu se produire trés tot
au cours de I’évolution, avant la
divergence des vertébrés et des inver-
tébrés. En ce sens, gypsy représente-
rait une classe d’éléments correspon-
dant a une forme ancestrale de
rétrovirus, dont les rétrovirus des ver-
tébrés seraient issus.

Des perspectives
dans le domaine médical

L’existence de rétrovirus chez les
insectes, tout particuliérement chez
la drosophile, ouvre de nombreuses
perspectives. Les travaux réalisés sur
cet organisme modele ont générale-
ment eu des retombées importantes
pour I’étude des autres organismes.
11 suffit pour s’en convaincre de son-
ger par exemple aux genes homéo-
tiques, initialement découverts chez
la drosophile, dont I’étude a permis
d’identifier les génes Hox chez les
mammiféres (notamment chez
I’homme) et de mettre en évidence
la remarquable conservation de ces

gag pol
=
(Ty1, copia)
Rétroéléments
aLTR
Nouvelle organisation
du gene pol
gag pol
=
Aquisition du gene env (Ty3)
gag pol env
s ]
(gypsy)
gag pol env
e ]
(rétrovirus des vertébrés)

Figure 5. Relations phylogénétiques entre rétrovirus et rétrotransposons a
LTR. Cet arbre schématique est fondé sur la comparaison des séquences des
domaines transcriptase inverse du gene pol [19, 20]. Les événements dont
on peut penser qu’ils ont conduit aux rétrovirus des vertébrés sont indiqués
sur la figure. Il s’agit tout d’abord d’une réorganisation du géne pol d’élé-
ments transposables semblables a Ty1 ou copia, caractérisée par une nou-
velle localisation terminale du domaine intégrase, aboutissant aux éléments
transposables du groupe Ty3. Le second événement serait I'acquisition du
gene env par un élément du groupe Ty3, et serait a I'origine des rétrovirus
endogénes du type gypsy. Dans cette hypothése, gypsy appartiendrait a un
groupe représentant la forme ancestrale des rétrovirus, a partir duquel les
rétrovirus des vertébrés auraient évolué. Les différents domaines du géne
pol sont représentés : PR, protéase; RT, transcriptase inverse; RH, RNase H;

IN, intégrase.

genes et de leur role au cours de
I’évolution. La drosophile peut se
révéler aussi un modéele de choix
pour I'analyse des relations, sur le
plan génétique, entre les rétrovirus et
leurs hotes. L’intérét de comprendre
comment cette espéce a probable-
ment survécu a une invasion rétrovi-
rale est évident. De ce point de vue,
I'étude du gene flamenco est promet-
teuse.

La présence de rétrovirus chez les
invertébrés est également intéressan-
te sur un plan plus pratique. La per-
formance du matériel biologique
qu’est la drosophile repose tres large-
ment sur l'utilisation d’'un élément
transposable (I’élément P), fondée
sur des connaissances précises du
mécanisme de sa transposition et de
son contrdle. Les outils développés a
partir de cet élément permettent en

particulier de réaliser tres facilement
des mutageneéses par insertion en vue
de cloner des génes, et des expé-
riences de transgenese. La drosophi-
le est cependant le seul insecte chez
lequel la génétique moléculaire est
aussi performante. Cela est du,
notamment, au fait que les outils
dérivés de cet élément transposable
ne fonctionnent pas chez des especes
plus éloignées. Ainsi, la constitution
de lignées transgéniques, indispen-
sable a un grand nombre d’études,
n’est pour l'instant pas possible chez
les autres insectes, y compris ceux
d’intérét médical ou agronomique.
De nombreux domaines de recher-
che pourraient progresser plus rapi-
dement si I’étude des autres insectes
n’était pas ainsi limitée. Citons le cas
du paludisme dans lequel les difficul-
tés 2 mettre au point un vaccin ou a
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proposer des traitements efficaces
contre la maladie aménent nombre
de chercheurs a penser qu’il serait
peut-étre judicieux de lutter contre
le parasite responsable de la maladie
non pas chez ’homme, mais chez le
moustique. Il est possible d’envisager
de construire, a partir de gypsy, des
vecteurs rétroviraux du méme type
que ceux développés chez les verté-
brés, qui pourraient étre utilisés pour
la transgenese chez les insectes. Ain-
si, la découverte d’un rétrovirus chez
les invertébrés pourrait bien ne pas
avoir que des retombées sur le plan
fondamental, mais aussi sur le plan
agronomique et médical ®
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Summary

The flamenco gene of Drosophila: how to resist a retrovirus

For a long time, retroviruses, that
are responsible for serious diseases,
have been thought to be restricted
to vertebrates. They are actually
more widely dispersed. Recent
results indicate that the gypsy ele-
ment of Drosophila melanogaster,
usually considered as a transposable
element of the class of retrotranspo-
sons, has infective properties and is
therefore the first retrovirus identi-
fied in invertebrates. The genome
of insects contain other retroele-
ments which, like gypsy, are strikin-
gly similar to vertebrates proviruses
of retroviruses. It is likely that they
are also endogenous retroviruses.
Gypsy is controlled by a Drosophila
gene called flamenco. Many strains
contain non permissive alleles of
this gene that maintain the retrovi-
rus in a repressed state. When the
flamenco gene is mutated gypsy
transposes at high frequency and
produces infectious particles. Many
results show that gypsy invaded the
Drosophila melanogaster species, or an
ancestor of this species, a long time
ago, indicating that the species at
that time was permissive for propa-
gation of the retrovirus and presu-
mably contained permissive alleles
of the flamenco gene. The simulta-
neous presence in flies of permissi-
ve alleles of the gene and of func-

tional gypsy elements results in the
occurrence of many abnormalities,
and one can imagine that the spe-
cies survived the retroviral invasion
because non permissive alleles of
flamenco were selected. The charac-
terization of a retrovirus in Drosophi-
la, one of the most advanced model
organisms for molecular genetics,
provides us with an exceptional clue
to study how a species can resist a
retroviral invasion. Similar investiga-
tions are presently not possible in
vertebrates. Analysis of the phyloge-
netic relationships between retrovi-
ruses and retrotransposons indicate
that gypsy might be a member of an
ancestral class of retroviruses from
which vertebrate retroviruses evol-
ved. Therefore the identification of
a retrovirus in Drosophila provides a
very powerful experimental system
to investigate both the genetic rela-
tionships between retroviruses and
their hosts and the evolutionary
relationships between retroviruses
and retrotransposons. In addition,
this endogenous retrovirus might
be used to construct retroviral vec-
tors. Therefore the characterization
of a retrovirus in Drosophila might
be extremely useful to develop tools
which could be used also to study
insects of medical and agricultural
interest.
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