Université du Québec
INRS-Institut Armand-Frappier

Comparaison des déterminants génétiques de
I'allotropisme in vitro des souches prototypes du
Parvovirus Porcin

Par

Sandra Fernandes

Thése présentée pour I'obtention du grade de Philosophiae Doctor
(Ph.D.) en Virologie et Immunologie

Jury d'évaluation

Présidente du jury et Angela Pearson, Ph.D., INRS-Institut Armand-Frappier
examinateur interne

Examinateur externe Benoit Barbeau, Ph.D., Université du Québec a Montréal
Examinateur externe Daniel Martineau, DMV., Ph.D., Université de Montréal

Directeur de recherche Peter Tijssen, Ph.D., INRS-Institut Armand-Frappier




Résumé

Le parvovirus porcin (PPV) est un virus ubiquitaire responsable de diverses
pathologies de reproduction porcine regroupées sous I'acronyme SMEDI (mortinatalite,
momification foetale, mort embryonnaire, et infertilité). Ce syndrome est une source
importante de pertes économiques dans les élevages de porcs domestiques et peut faire
des ravages dans les populations sauvages de sangliers. Malgré les nombreuses annees
écoulées depuis son identification, les mécanismes qui régissent I'allotropisme in vivo et in
vitro de ce virus demeurent obscurs. Le cycle infectieux du PPV n'a été que trés peu
étudié au niveau cellulaire, la plupart des informations concernant sa réplication étant
dérivées des travaux sur des virus qui lui sont apparentés.

Afin de mieux définir les mécanismes impliqués dans le controle de l'allotropisme
du PPV in vitro, nous avons établi et caractérisé un systéme modéle basé sur la
comparaison des deux souches prototypes de ce virus; soit I'une des souches vaccinales,
NADL-2, et I'une des souches hautement virulentes chez I'animal, Kresse. Ces souches
different au niveau de leur séquence par 13 nucléotides répartis sur 'ensemble du
génome et par la présence d'une répétition de 127 nucléotides en aval des régions
codantes. Le systéme modéle est composé d’'une lignée de cellules porcines hautement
susceptibles a l'infection par le PPV et de trois lignées de cellules bovines, établies a partir
d’une culture primaire. Ces lignées démontrent divers phénotypes (permissif, semi-
permissif ou restrictif) suite a I'infection par 'une ou l'autre des souches virales. Dans la
lignée permissive porcine, l'efficacité de la réplication du génome différe entre la souche

vaccinale et la souche pathogéne du PPV.

Dans un premier temps, nous avons comparé diverses étapes du cycle de
réplication afin d'identifier celles qui étaient déterminantes pour T'allotropisme du PPV.
Nous avons observé que la réplication virale était bloquée au niveau des étapes précoces
lors des infections restrictives et que I'efficacité des étapes intermédiaires et tardives du
cycle infectieux influengait le degré de permissivité et donc la productivité finale de

I'infection.

Dans un deuxiéme temps, nous avons développé un systéme de clonage
permettant la manipulation du génome du PPV afin de générer une banque de souches

chimériques. La comparaison de l'infection par ces chiméres a ensuite permis de cibler les




difféerences génétiques qui modulent lefficacité de la réplication virale et qui sont
impliquées dans le contréle l'allotropisme in vitro. Ainsi, une interaction entre la séquence
répétée et un fragment du géne des protéines structurales altere I'efficacité de la
production virale. Enfin, un essai de compétition entre les différentes chiméres a permis de
cibler des éléments génétiques agissant a titre de déterminants ultimes de I'efficacité de la
réplication du PPV.

Somme toute, cette caractérisation de divers déterminants de I'allotropisme et de
I'efficacité de la réplication virale constitue une étude de base qui permettra ensuite I'étude
plus détaillée des interactions du PPV avec la cellule hote.
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Préface

Les travaux effectués dans le cadre de cette thése sont présentés sous la forme
de trois articles, qui forment la partie centrale de cet essai. En guise d'introduction, une
revue de la littérature sur le Parvovirus Porcin et sur les virus qui lui sont apparentés
propose d'exposer les connaissances actuelles sur le sujet. Enfin, limplication des
résultats et les perspectives de recherche sont discutées a la fin du manuscrit. Les deux
annexes présentent des travaux indirectement reliés au théme de cette thése, sous la
forme de deux articles, auquel I'auteur de ce manuscrit a participé. La contribution de

I'auteur aux articles présentés dans cette thése est décrite ici-bas.

Premier article :

Fernandes, S., Boisvert, M., Szelei, J. and Tijssen, P. Multiple steps of the Porcine

Parvovirus infectious cycle are involved in tropism control in bovine cell lines.

Les expériences ont été congues par S.F et P.T. et réalisées par majoritairement S.F.

M.B. a participée a la récolte des échantillons pour les cinétiques et a commente le
manuscrit. J.S. a effectué la sélection des lignées cellulaires bovines.

L'article a été rédigé par S.F. et P.T.

Deuxiéme article :

Fernandes, S., and P. Tijssen. 2009. Seamless cloning and domain swapping of synthetic
and complex DNA. Anal. Biochem, 385 (1):171-3.

Les expériences ont été congues par S.F. et P.T. et réalisées par S.F.

Le manuscrit a été rédigé par S.F. et P.T.
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Troisiéme article :

Fernandes, S., Boisvert, M. and Tijssen, P. (2011). Genetic elements in the VP region of
Porcine Parvovirus are critical to replication efficiency in cell culture. J.Virol. 85, 3025-9.

Les experiences ont été congues par S.F et P.T. et réalisées par majoritairement S.F.

M.B. a contribué & la récolte des échantillons pour les cinétiques, aux essais de gPCR et a
commenté le manuscrit.

L'article a été rédigé par S.F. et P.T.

Annexe l :

Boisvert M., Fernandes S. et Tijssen P. (2010). Multiple pathways involved in Porcine
Parvovirus cellular entry and trafficking toward the nucleus. Journal of Virology, 84 (15):
7782-92.

S.F. a établi le systeme de qPCR spécifique au PPV et pour c-myc porcin, a généré le
clone infectieux de la souche NADL-2 et a commenté le manuscrit.

Annexe ll :

Szelei, J., Liu, K., Li Y., Eernandes, S. and Tijssen, P. (2010). Parvovirus 4-like Virus in
Blood Products. Emerging Infectious Diseases. 16 (3): 561-4.

Les expériences ont été congues par J.S., S.F. et P.T.

S.F. a criblé un tiers des échantillons, a amplifié les fragments du génome a partir des

échantillons positifs pour le séquencgage et a commenté le manuscrit.
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Introduction




Le Parvovirus Porcin (PPV) est un virus distribué globalement. Sa présence au sein
des populations porcines est répandue dans les élevages domestiques et dans les
troupeaux sauvages de sangliers. Toutefois, la nature méme de ce virus le rend plutdt
sournois, puisqu’il ne cause aucune pathologie apparente chez 'animal adulte. Les jeunes
porcelets et les animaux en cours de gestation sont par contre hautement susceptibles au
PPV. Ceci entraine donc des pertes économiques considérables pour les éleveurs malgré
les pratiques de vaccination. Néanmoins, peu de recherches sont centrées sur I'étude de ce
pathogéne, dont la pathologie et le cycle de réplication demeurent largement inconnus. Les
études in vivo sont limitées entres autres par le cout élevé de manutention des porcs en
conditions « stériles » et les travaux in vitro demeurent restreints par le faible nombre de
modeéles de culture cellulaire permettant la réplication productive de ce virus. De surcrott, il
est souvent pris pour acquis que les mécanismes de réplication du PPV se résument a ceux
identifiés pour les virus qui lui sont apparentés tels le parvovirus murin Minute virus of Mice
(MVM) et le parvovirus canin (CPV). Cependant, nos études récentes sur les étapes
précoces de linfection in vitro ont identifi€ une nouvelle voie par laquelle le PPV est
internalisé par la cellule hote et plusieurs différences dans le transport des virions vers le
noyau par rapport aux autres parvovirus (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). La
dissection des étapes du cycle infectieux du PPV constitue donc un axe de recherche
important pour comprendre la pathologie et le tropisme de ce virus. D'ailleurs, lorsqu'on
considére que plusieurs produits biologiques d'origine porcine sont utilisés pour le traitement
de maladies chez I'humain, tels les préparations de pancrélipases ou de concentrés de
facteur VIII, et que ceux-ci peuvent étre contaminés par le PPV et d'autres virus apparentés
(Szelei et al., 2010), I'analyse des mécanismes qui influent sur le tropisme de ces virus

devrait étre un sujet préconisé.

La revue de littérature suivante propose d’'exposer la plupart des connaissances
actuelles sur le PPV et les Parvovirus, en débutant par I'épidémiologie du PPV et
'organisation de la famille des Parvoviridae. Puis, une description de la structure et de
I'organisation du génome viral et de la capside permet de révéler I'organisation physique de
ce virus. Le résumé des fonctions connues des protéines virales et de leurs interactions
avec les protéines cellulaires est ensuite décrit puis intégré dans la description du cycle de
réplication viral. Enfin, la revue de littérature se conclue par I'exposé des connaissances
actuelles sur les mécanismes qui influencent le tropisme de divers Parvovirus et du PPV, ce
qui permettra en demier lieu d’énoncer la problématique et les objectifs de cette thése.




1. Découverte et épidémiologie du Parvovirus Porcin

Le syndrome de reproduction porcine SMEDI a été caractérisé par Howard Dunne
en 1965 (Dunne et al., 1965). L'acronyme de la maladie correspond aux diverses
pathologies observées fréquemment dans les élevages, soit la mortinatalité, la momification
foetal, la mort embryonnaire et linfertilité¢ (Stillbirths, Mummification, Embryonic Death,
Infertility). Cette premiére étude avait toutefois identifié I'agent étiologique comme étant un
picornavirus, bien que la caractérisation subséquente ait permis de le classer parmi les
parvovirus (Cartwright, Lucas, et Huck, 1969; Cartwright, Lucas, et Huck, 1971; Johnson et
Collings, 1969). Dans les années suivant son identification, il a été démontré que la
prévalence d'animaux séropositifs au PPV était élevée dans I'ensemble des Etats-Unis
(>40% de 420 échantillons de sérum porcin) (Mengeling, 1972). A I'heure actuelle, il est
bien établi que ce virus est retrouvé globalement au sein des élevages porcins et des
populations sauvages de sangliers (Roic et al., 2005; Vicente et al., 2002).

Le PPV est un virus trés résistant qui persiste plusieurs mois en conditions
environnementales et est considéré enzootique des élevages porcins (Mengeling et Paul,
1986). La transmission horizontale se fait surtout par voie orale-fécale, le virus étant
retrouvé dans les sécrétions et les excrétions lors d'infections aigués chez le porc.
L'infection par le PPV chez I'animal adulte séronégatif est généralement asymptomatique,
bien qu’une virémie transitoire (2-4 jours) et une légére leucopénie peuvent souvent étre
observées dans la premiére semaine suivant l'infection (Johnson et Collings, 1971). Les
anticorps hémagglutinants et neutralisants sont détectés dés 6-9 jours, les titres étant
maximaux (1:20 000) autour de 14-21 jours post-infection. La réplication du PPV a été
observe in vitro dans les leucocytes et monocytes du sang périphérique porcin (PBMC)
(Harding et Molitor, 1988; Paul, Mengeling, et Brown, 1979), tandis que le génome viral peut
étre detecté dans les ganglions lymphatiques et dans la rate in vivo (Choi et Chae, 2000).

L'infection de la cochette ou de la truie au cours du premier tiers de la gestation peut
entrainer d'importants problémes de reproduction suivant la propagation du virus a
I'embryon ou au feetus. La transmission verticale du PPV dépend toutefois de la souche en
cause et du moment de la gestation ol I'infection a lieu. L'infection précoce, avant le 35°
jour de gestation, entraine la résorption de I'embryon (Mengeling, Paul, et Brown, 1980)
tandis que linfection foetal entre le 35° et le 70° jour de gestation engendre la mort
embryonnaire. Si l'ossification du foetus a lieu avant la mort de 'embryon, la momification
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foetale et/ou la mortinatalité peuvent étre observées (Joo, Donaldson-Wood, et Johnson,
1976; Mengeling et Cutlip, 1975; Mengeling et al., 1975). L'immunocompétence foetale se
développe autour du 70° jour de gestation, suite a laquelle les foetus deviennent séropositifs

et survivent généralement a l'infection (Mengeling et Paul, 1981).

Plusieurs souches et variants du PPV ont été caractérisés et classés selon leur
capacité pathogéne. Les souches non-pathogénes telles qu'utilisées pour la vaccination
(ex. : NADL-2) ne causent gqu'une faible virémie chez I'animal et ne traversent pas la
barriére placentaire (Johnson et Collings, 1971; Mengeling et Cutlip, 1976; Mengeling,
Pejsak, et Paul, 1984). Ces souches entrainent toutefois la mort foetale lorsqu’elles sont
injectées in utero dans les liquides extra-foetaux (Cutlip et Mengeling, 1975b; Mengeling et
Cutlip, 1975). Au contraire, les souches pathogénes, telles que NADL-8 et Kresse,
traversent la barriere placentaire et entrainent diverses conséquences chez le foetus, selon
le moment de la gestation ou I'infection a lieu (Choi et al., 1987). La souche Kresse, isolée a
partir de Iésions cutanées, a été impliquée dans la mort foetale aprés le développement de
Fimmunocompétence (Choi et al., 1987; Kresse et al., 1985). La réplication du virus a été
observée dans de nombreux tissus foetaux (Oraveerakul, Choi, et Molitor, 1993) et l'infection
au niveau des cellules du systéme vasculaire cause I'hémorragie, I'oedéme et I'accumulation
de liquides sériques dans les cavités corporelles (Joo et al., 1977). Bien que les
mécanismes permettant au virus de traverser la barriére placentaire n'aient jamais été
établis, il a été suggéré que les virions pourraient étre transportés par les macrophages
suite a la phagocytose. Certaines études ont noté I'cedéme et la calcification de la
membrane placentaire suggérant au contraire que le virus se réplique directement dans les
tissus de la barriére placentaire (Joo et al., 1977). Ainsi, les mécanismes régissant la

transmission verticale du PPV demeurent incertains.

La vaccination des animaux est une méthode efficace pour contrdler la transmission
du PPV, réduisant significativement I'ampleur des pertes économiques engendrées par
l'infection des animaux en cours de gestation (Wrathall, 1988). Il a été démontré que la co-
infection par le PPV et le circovirus porcin 2 entraine I'exacerbation du syndrome du
dépérissement post-sevrage (PMWS) (Choi et Chae, 2000; Krakowka et al., 2000),
augmentant ainsi les co(ts associés a l'infection par ces virus. Bien que les mécanismes du
développement de cette maladie demeurent encore obscurs, il a été proposé que la
potentialisation résulte de l'infection aigué des cellules des lignées monocytaires (Allan et
al., 2004).




2. Classification et organisation de la famille des
Parvoviridae

Le PPV s'inscrit dans la famille des Parvoviridae, soit un groupe de petits virus non-
enveloppés, ayant une capside a symétrie icosaédrique. Le génome de ces derniers
consiste en une molécule linéaire d’ADN monocaténaire variant entre 4 et 6 kb. Celle-ci est
caractérisée par la présence de séquences terminales palindromiques qui permettent le
repliement du génome et la formation de structures en épingle a cheveux (Tattersall, 2006).
Cette famille de virus se divise en deux sous-familles, selon le type d’espéce héte. Ainsi I’
« International Committee on Taxonomy of Viruses » (ICTV) reconnait la sous-famille des
Densovirinae, qui infectent les invertébrés (arthropodes et insectes) et la sous-famille des
Parvovirinae qui infectent les vertébrés (Figure 1) (Tattersall et al., 2005). Chez les
Densovirinae, quatre genres sont reconnus : Brevidensovirus, Densovirus, lteravirus, et
Pefudensovirus. Les espéces propres a chacun de ces genres se distinguent d’abord par le
degré d'identité de séquence, puis par leur organisation génomique (profil de transcription
mono ou ambisense), par la longueur totale du génome et par le type de structures
secondaires formées par les séquences terminales (forme de T ou J).

2.1 La sous-famille des Parvovirinae

Quant a la sous-famille des Parvovirinae, elle se divise en cing genres : Parvovirus,
Erythrovirus, Dependovirus, Amdovirus et Bocavirus. Les trois premiers genres comptent les
especes les mieux étudiés au sein de la famille, tandis que le genre Amdovirus ne compte
qu’un seul membre, le virus de la maladie Aléoutienne du vison ou AMDV. Néanmoins,
plusieurs souches de 'AMDV sont connues et la présence de ce virus est commune dans

les populations sauvages de mustélidés et d'autres rongeurs.

2.1.1 Le genre Bocavirus

A son origine, le genre Bocavirus a été ainsi désigné pour les deux espéces quiy
appartenaient, le Parvovirus Bovin type 1 (BPV-1) et le Canine Minute virus (CnMV). En
2005, un groupe de chercheurs suédois a identifi@ un nouveau parvovirus humain a partir
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Figure 1. Phylogénie des membres de la famille des Parvoviridae basée sur la
comparaison de la séquence de la protéine NS1.
programmes inclus dans le progiciel Phylip sur le site http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py website (ClustalW-multialign, Phylip distance matrix, PROTDIST, Neighbor-
Joining method, et phylogenetic tree drawing). Le pourcentage des réplicas de tragage
de la phylogénie permettant le jumelage des taxons (1000 réplicats) est indiqué sur la
branche. La barre représente le degré de substitutions des acides aminés. Les couleurs
des branches représentent les organisations génomiques semblables. L'analyse permet
de distinguer les deux sous-familles des Parvoviridae ainsi que I'organisation monosense
ou ambisense des génomes de la sous-famille des Densovirinae formant les différents
genres. Les autres genres actuellement reconnus sont indiqués ainsi que la phylogénie
des nouveaux parvovirus récemment identifiés. Les astérisques indiquent les clades ne
portant pas le motif de phospholipase virale A,. Tiré de (Tijssen et al., 2010).
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d’'un mélange d'échantillons des voies respiratoires (Allander et al., 2005). L'organisation
genomique et la présence d'une petite phosphoprotéine nucléaire (NP-1) suggéraient que
ce virus serait un bocavirus humain. Par la suite, I'analyse de nombreux spécimens
cliniques, issus de jeunes patients atteints d'infections respiratoires a étiologie inconnue, a
révelé la présence trés fréquente de ce type de virus. Depuis ces premiéres identifications,
plusieurs autres bocavirus humains ont été identifiés dans les féces et ceux-ci constituent
diverses espéces au sein de ce genre (Chieochansin, Simmonds, et Poovorawan, 2010;
Chow, Ou, et Esper, 2010; Kapoor et al., 2009). De nouveaux bocavirus d'origine porcine
(Blomstrom et al., 2009; Zhai et al.) et de primates (Kapoor et al., 2010; Sharp et al., 2010)
ont éte identifiés, suggérant que ces virus sont beaucoup plus abondants que 'on ne le
reconnaissait auparavant. La prochaine édition de la taxonomie et de la nomenclature de
PICTV, attendue pour 2011, inclura officiellement les Bocavirus Humains 1 & 4 (Tijssen et
al,, 2010).

2.1.2 Le genre Erythrovirus

Pour sa part, le genre Erythrovirus a longtemps été reconnu comme le seul des
Parvovirinae auquel appartenait un pathogéne humain, soit le B19 (Brown, 2006). Les
antigénes de ce dernier avaient été détectés dans un échantillon de sérum portant le
numero de lot d’ou il tire son nom (Cossart et al.,, 1975). Par la suite, divers isolats de ce
virus ont été identifiés et ont été mis en cause dans diverses pathologies, dont la cinquiéme
maladie (Anderson et al., 1983) ou Erythema Infectiosum, et dans les incidents de crises
aplasiques chez les personnes souffrant d’anémies (Anderson et al., 1982; Summers,
Jones, et Anderson, 1983). Le B19 peut aussi étre responsable d'anasarque foetale et foeto-
placentaire (Brown et al., 1984), une pathologie souvent mortelle, caractérisée par I'cedéme
sous-cutanée du feetus. Plusieurs autres parvovirus de primates font aussi parti du genre
Erythrovirus et certains virus apparentés restent a étre classifiés parmi ceux-ci (Mayo, 2005;
Tattersall, 2006; Tijssen et al., 2010). Ces virus se caractérisent par la présence d'un seul
promoteur et de deux signaux de polyadénylation ainsi que des séquences terminales
répétees inverses (ITR, inverted terminal repeats). Les érythrovirus ont aussi deux protéines
(nommées 7.5kDa et 11kDa) n’ayant pas d'analogues chez les parvovirus ou chez les
dépendovirus (Luo et Astell, 1993; St Amand et Astell, 1993; St Amand et al., 1991). Aucune
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fonction n'a été attribuée a la protéine 7.5kDa (Kerr et Modrow, 2006) mais la protéine
11kDa a récemment été impliquée dans l'induction de I'apoptose suite a l'infection par le
B19 dans des cellules primaires érythroides (Chen et al., 2010b; Fan et al., 2001).

2.1.3 Le genre Dependovirus

Le genre Dependovirus, comme le nom l'indique, était au départ un groupe de
parvovirus qui dépendaient de la présence d’un virus auxiliaire pour leur réplication (Bowles,
Rabinowitz, et Samulski, 2006). Les premiers dépendovirus ont été identifiés comme
contaminants dans les préparations d’Adénovirus simiens et ont donc été nommés Adeno-
Associated-Viruses ou AAV (Atchison, Casto, et Hammon, 1965). Divers virus auxiliaires ont
été identifiés par la suite, notamment les virus de I'herpes simplex (HSV) (Blackiow, 1975;
Buller et al., 1981), les papillomavirus (Walz et al., 1997) et le virus de la vaccine
(Schlehofer, Ehrbar, et zur Hausen, 1986). A 'heure actuelle, il existe officiellement cing
especes d'’AAV humains (soit les types 1-5) (Mayo, 2005); plus d'une centaine de souches
et de variantes d’AAV sont toutefois connues et leur classification, selon leur sérologie,
selon la capacité de former des capsides chimériques ou selon la séquence de leur
génome, sera sans doute révisée dans les prochaines années (Bowles, Rabinowitz, et
Samulski, 2006). En effet, la prochaine édition du rapport de la taxonomie de I'lCTV devrait
inclure les AAV-7, -8 et -9 comme nouvelles espéces (Tijssen et al., 2010). Outre les AAVs
humains, il existe des souches animales des AAVs (i.e. bovines, aviaires et serpents) et
plusieurs espéces de dépendovirus, tels les parvovirus de I'oie (Goose parvovirus GPV) et
du canard (Duck parvovirus DPV) qui ne dépendent pas de la présence de virus auxiliaires
pour leur réplication. A linstar des espéces du genre Erythrovirus, les dépendovirus
possédent des séquences ITR aux extrémités de leur génome. lIs comptent toutefois trois
promoteurs, deux pour les protéines non-structurales (ou Rep) et un pour les protéines
structurales (ou Cap) (Green et Roeder, 1980a; Green et Roeder, 1980b). En présence des
protéines Rep78/68 (Surosky et al., 1997), il a aussi été démontré que le génome des AAVs
peut s'intégrer de fagon site-spécifique au niveau du chromosome 19 dans le génome de la
cellule (Kotin et al., 1991; Kotin et al., 1990; Samuiski et al., 1991). Enfin, 'un des intéréts
majeurs pour I'étude des dépendovirus est la capacité de génomes recombinants a persister
de fagon épisomale dans de nombreux types cellulaires (Carter, 2006). Cette caractéristique
les rend particulierement appropriés pour la thérapie génique. D'ailleurs, aucune maladie




n'est associée a l'infection par les AAVs, rendant leur utilisation sécuritaire chez I'humain.
La petite taille du génome pouvant étre encapsidé (= 5kb) demeure toutefois I'un des
facteurs limitant la nature des génes pouvant étre livrés par des vecteurs recombinants.

2.1.4 Le genre Parvovirus

Le parvovirus murin MVM (minute virus of mice) est I'espéce type du genre
Parvovirus. Au contraire des érythrovirus et des dépendovirus, les séquences terminales
des génomes des membres du genre Parvovirus sont distinctes, de longueur différentes et
se replient de fagon caractéristique (Tattersall, 2006). L'extrémité gauche du génome des
parvovirus se replient en forme « Y », tandis que le palindrome de droite peut se replier sur
lui-méme (forme allongée) ou adopter la forme d'un « T ». Les deux promoteurs, nommés
P4 et P40, permettent la synthése des protéines non-structurales (NS) et structurales (VP),
respectivement (Pintel et al., 1983). Les espéces du genre Parvovirus ont aussi une nette
prédominance pour 'encapsidation du génome de polarité négative (Rhode et Klaassen,
1982; Salzman et Fabisch, 1979), a I'exception de Lulll, qui encapside le génome de
chaque polariteé & fréquence égale (Bates et al., 1984; Diffoot et al., 1989). Les autres
espeéces du genre sont le PPV, le parvovirus du hamster H1 (H1-PV ou H1), le parvovirus
de rat Kilham (KRV), le parvovirus de souris 1 (MPV1) et les souches de la panleucopénie
féline, c’est-a-dire le virus de la panleucopénie féline (FPV), le parvovirus canin (CPV), le
parvovirus de raton-laveur (RPV, racoon parvovirus) et le virus de I'entérite du vison (MEV,

mink enteritis virus).

2.2 Les nouveaux Parvovirus non-classifiés

Le développement de nouvelles techniques d'analyse d’échantillons sanguins et
cliniques a recemment entrainé la découverte de plusieurs espéces de parvovirus. En 2005,
Jones et al. ont détecté la présence d'ADN viral, dont la séquence en acides aminés
correspondante avait une similarité avec celles des parvovirus (Jones et al., 2005). Le
séquencage subséquent du génome entier a suggéré que ce virus appartiendrait a un
nouveau genre de la sous-famille des Parvovirinae. La détection globale de virus




apparentés a ce parvovirus, nommé Parv4, a suggéré l'existence d’au moins trois
génotypes (Fryer et al., 2007a; Fryer et al., 2007b; Fryer et al., 2006; Simmonds et al.,
2008) et que ceux-ci seraient transmis entres autres par voie parentérale puisque leur
prévalence est plus forte chez les utilisateurs de drogues intraveineuses et chez les
personnes hémophiles (Sharp et al., 2009). Deux autres virus apparentés au Parv4, soit le
Hokovirus Bovin et le Hokovirus Porcin (PoHV), ont aussi été identifiés dans des
échantillons d'origine bovine et porcine, respectivement, en provenance de Hong Kong (Lau
et al., 2008). A I'heure actuelle, la prévalence globale de ces deux virus demeure inconnue,
bien qu'une étude a récemment démontré que le PoHV était présent au sein des
populations de sangliers en Allemagne (Adlhoch et al., 2010). Le nom Partetravirus a été

suggéré pour ce genre (Tijssen et al., 2010).

En somme, l'identification de nouveaux parvovirus au cours des derniéres années a
laide de techniques basées sur I'analyse moléculaire d'échantillons cliniques, a suscité
d'importantes questions sur la prépondérance de ces derniers au sein des populations
humaines et animales. En effet, les bocavirus humains sont maintenant considérés comme
une cause supplémentaire de pathologies respiratoires et entériques (Chow et Esper, 2009).
Pour leur part, les virus de type Parv4 ont été fréquemment retrouvés dans les produits
sanguins (Fryer, Hubbard, et Baylis, 2007; Schneider et al., 2008; Szelei et al., 2010) et de
nouvelles etudes ont détecté ces virus dans des échantillons provenant de personnes
saines (Botto et al., 2009), suggérant que ce virus est sans doute plus répandu qu'on le
reconnait actuellement. La découverte de nouveaux parvovirus au cours des cing derniéres
années a donc entrainé un regain d'intérét envers cette famille de virus méconnus.

3. Les composantes physiques des parvovirus

3.1 Legénome

Les parvovirus possédent tous des génomes d'ADN simple-brin linéaires
caractérisés par la présence de séquences palindromiques aux deux extrémités. Ces
repétitions de séquences sont organisées de fagon a permettre le repliement des deux
bouts du génome en structures d'épingle a cheveux de conformations diverses. Chez le
genre Parvovirus, les séquences terminales du génome sont des palindromes imparfaits de
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longueurs et de séquences différentes aux extrémités. Par convention, afin de simplifier la
designation des palindromes terminaux, I'extrémité 5’ du brin codant pour les protéines NS
est nommee l'extrémité gauche, tandis que le palindrome opposé constitue de I'extrémité
droite (Cotmore et Tattersall, 1987; Rhode, 1977). Les protéines NS sont donc issues du
cadre de lecture dans la moitié gauche du génome et le géne des protéines de la capside se
trouve dans la moitié droite. Puisque la plupart des membres du genre Parvovirus
encapsident le génome de polarité négative (a I'exception de Lulll), le brin non-codant est
genéralement schématisé, et les extrémités 3'-OH et 5'-P du génome se trouvent du coté
gauche et du coté droit, respectivement (Figure 2A). L'organisation des séquences répétées
a l'extremité gauche permet le repliement du génome en « Y », caractérisé par un « tronc »
et deux branches, nommée la conformation repliée ou en oreilles de lapin. Une bulle formée
de deux ou trois nucléotides de part et d’autre du tronc joue un réle important dans la
réplication du génome. Ce palindrome est court, variant entre 115-121 nucléotides chez les
differentes espéces (Tattersall, 2006) et a une taille de 117 nucléotides chez le PPV
(Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). Pour sa part, le palindrome de droite peut adopter
une forme repliée en « T » (i.e. forme de croix) ou une forme allongée ou seuls trois des
nucléotides ne sont pas appariés et, comme a l'autre bout du génome, la transition entre les
diverses formes est régulée au cours de Ia réplication. La longueur du palindrome de droite
varie entre 200 et 248 nucléotides et contient 220 nucléotides chez le PPV (Bergeron,
Menezes, et Tijssen, 1993). Une bulle de trois nucléotides est retrouvée sur I'un des brins
du génome du MVM tandis que chez le PPV, cette bulle porte six nucléotides d'un cété et
trois de l'autre. Ces nucléotides correspondent aux séquences formant les bouts de la barre
du « T » en conformation repliée et leur orientation détermine les versions nommées « Flip »
et « Flop » des extrémités (Figure 2B). Le mécanisme de réplication du génome entraine le
changement des orientations Flip et Flop & chaque ronde de duplication. Ainsi, dans une
population donnée de parvovirus, la moitié des génomes portent 'orientation Flip et l'autre,
l'orientation Flop. En principe, la présence d'une bulle a I'extrémité gauche permet aussi de
distinguer des orientations Flip et Flop. Le mécanisme de réplication de ce palindrome
entraine toutefois I'excision d’'une seule orientation, discuté plus en détails dans la section
traitant spécifiquement de la réplication du génome. Pour simplifier la nomenclature des
differentes régions du génome des parvovirus, la position des promoteurs est désignée en
unités de cartographie (map units) selon laquelle le brin codant compte 100 unités au total.
Chez les espéces du genre Parvovirus, le promoteur des protéines NS se trouve en position
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Figure 2. Organisation du génome des Parvovirus. A. Schéma de la structure du
génome de polarité négative avec les palindromes de gauche (extrémité 3’-OH du
génome) et de droite (extrémité 5'-P du génome). Par convention de nomenclature,
l'extrémité gauche porte la région 5 du géne des protéines non-structurales (NS) tandis
que la moitié droite du génome porte le géne des protéines structurales (VP). Chez les
membres du genre Parvovirus les promoteurs de ces génes se situent aux positions P4
et P40, respectivement. B. Repliement du palindrome de droite du PPV en conformation
allongée entraine la formation d’'une bulle de six et de trois nucléotides mal-appariés.
L'orientation des nucléotides de la bulle détermine les orientations « Flip » et « Flop » du
génome. La séquence illustrée est celle du génome de polarité positive (brin codant).
Tiré de (Bergeron et al., 1993).
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P4 (donc a 4% de lI'extrémité gauche du génome) et le promoteur des protéines VP est en
position = P40 (P38-P40, chez les différentes espéces), soit a 40% de I'extrémité gauche.

3.1.1 Organisation du génome : profil de transcription

L'organisation du génome des Parvovirinae est relativement simple : ils possédent
deux grands cadres de lecture ouverts et quelques-uns plus petits qui se superposent (Qiu
et al., 2006b). Due a la petite taille de leur génome (environ 5kb), ces virus utilisent divers
patrons d'épissage alternatif afin d'augmenter leur capacité codante (Pintel et al., 1983).
L'expression des génes se fait a partir d'un, de deux ou de trois promoteurs, régulés de
fagcon temporelle, qui entrainent la synthése précoce des protéines NS et I'expression plus
tardive des protéines VP (Clemens et Pintel, 1988). Des différences notables existent
toutefois au niveau des stratégies d'épissages entre les divers genres de la sous-famille des
Parvovirinae (Chen et al., 2010a; Green et Roeder, 1980b; Qiu et al., 2006a; Shade et al.,
1986) et I'organisation génomique des Densovirinae différent encore davantage de ceux-ci.
En effet, le génome des virus des genres Densovirus et Pefudensovirus sont organisés de
facon ambisense, la séquence des génes codant pour les protéines NS et VP étant sur les
brins opposés (Guo, Zhang, et Hu, 2000; Tijssen et al., 2003; Yamagishi et al., 1999). La
description suivante se limite donc aux profils de transcription des espéces du genre

Parvovirus.

Chez les parvovirus, les deux promoteurs (P4 et P40) se situent en amont d’'un petit
intron, qui est épissé dans tous les transcrits suite a la polyadénylation (Jongeneel et al.,
1986; Pintel et al., 1983). Chez les parvovirus de rongeurs MVM et H-1, il existe deux sites
donneurs (D1 et D2) et deux sites accepteurs (A1 et A2) pour I'épissage de cet intron
(Jongeneel et al., 1986; Lebovitz et Roeder, 1986; Morgan et Ward, 1986). Chez le PPV et
le CPV, un seul site accepteur a été identifié (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993; Reed,
Jones, et Miller, 1988). Un grand intron peut aussi étre excisé des transcrits initiés au
promoteur P4, produisant le transcrit R2 (Cotmore et Tattersall, 1986b; Cotmore et
Tattersall, 1990). Enfin, bien que la transcription des divers ARNm soit initiée a deux
endroits dans le génome des membre du genre Parvovirus, les transcrits sont polyadénylés
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avant I'epissage au niveau d'une séquence présente prés de I'extrémité droite du génome,
et sont exportés du noyau suivant I'ajout d'une coiffe (Clemens et Pintel, 1987).

3.1.2 Profil de transcription du PPV

3.1.2.1  Transcription a partir du promoteur précoce P4

Chez le PPV, trois ARNm peuvent étre générés a partir du promoteur P4 (Figure 3)
(Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). Le transcrit R1, codant pour la protéine NS1, n'est
épissé qu'au niveau du petit intron (nucléotides 2281 & 2388). L'utilisation de I'un ou de
l'autre des sites donneurs pour I'épissage n'a pas d'influence sur la séquence de la NS1
puisque le codon terminal de cette protéine se situe en amont de ces sites (patrons
d'épissage A ou B, Figure 3) (Tijssen et al., 1995). L'épissage supplémentaire de R1 au
niveau du grand intron (nucléotides 548-2021 chez le PPV, patron d'épissage C, Figure 3)
permet de joindre le premier exon (premier cadre de lecture ouvert) & un petit exon dans le
troisieme cadre de lecture ouvert. Ce deuxiéme transcrit, R2, permet la synthése de la petite
protéine non-structurale NS2 (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). Par conséquent, les
protéines NS ont la méme séquence en acides aminés dans leur région N-terminale, soit
I'une des particularités des parvovirus (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993; Cotmore et
Tattersall, 1986b; Pintel et al., 1995; Wang et al., 1998). Par ailleurs, chez le MVM,
lefficacité de I'épissage différentiel entre les sites D1/D2 et A1/A2 du petit intron est a
l'origine de I'existence de trois isoformes de NS2 (Haut et Pintel, 1998; Haut et Pintel, 1999;
Pintel et al., 1995) : l'isoforme majeur NS2-P (D1-A1), l'isoforme mineur NS2-Y (D2-A1/A2)
et l'soforme rare NS2-L (D1-A2) (Figure 4A, en bas). Chez le PPV (et le CPV), il n'existe
qu'un seul isoforme de NS2 puisque le codon terminal de la protéine se situe en amont du
site D1 du petit intron (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). Enfin, une situation unique est
retrouvée chez le PPV puisqu'un troisiéme transcrit (R3) permettrait la traduction d’une
protéine NS3 (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). L'épissage serait effectué entre le
nucléotide 548 et I'accepteur du petit intron (patron d'épissage D, Figure 3). La séquence
des 86 premiers acides aminés de NS3 serait donc identique a celles des protéines NS1 et
NS2, tandis que les 20 résidus de sa région C-terminale lui seraient uniques. L'existence de
la protéine NS3 n'a été jamais été confirmée in vivo ou in vitro. |l est possible que cette
protéine ne soit essentielle que dans certains types cellulaires et ce, a de trés faibles

niveaux (Tijssen et al., 1995).
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Figure 3. Organisation du génome et profil de transcription du PPV. Le génome du
PPV posséde deux grands cadres de lecture ouvert et de nombreux plus petits qui se
superposent. Les deux promoteurs se trouvent aux nucléotides 196 (P4) et 2004 (P40).
Un seul transcrit (pré-ARNm, non illustré) est généré par le P4 au nucléotide 225 et
polyadénylés au nucléotide 4833. L'excision du petit intron (A-B) génére le transcrit R1,
codant pour la protéine NS1. L'épissage supplémentaire du transcrit R1 au niveau du
grand intron (C) génére le transcrit R2, codant pour la protéine NS2. Le transcrit R3 est
generé par épissage entre le donneur du grand intron et I'accepteur du petit intron (D), et
permet la synthése de la protéine NS3. Un seul transcrit est généré a partir du P40
(nucléotides 2035-4833) et n'est épissé qu’au niveau du petit intron (A-B). Le choix des
sites donneurs pour cet intron détermine la production de VP1 ou de VP2 (Figure 4A).
Une petite protéine NS tardive (SAT) peut aussi étre traduite & partir de 'ARNm R4
épissé pour la production de VP2 (Figure 4B). Les extrémités des cadres de lecture
ouverts et la position des sites d’épissages sont indiquées. Tiré et modifié de (Bergeron,
Menezes, et Tijssen, 1993).
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3.1.2.2  Profil de transcription a partir du promoteur tardif P40

Les protéines structurales VP1 et VP2 sont traduites a partir de R4 chez le PPV, le
seul transcrit généré a partir du promoteur tardif P40 (ou P38 chez le MVM) (Bergeron,
Menezes, et Tijssen, 1993; Jongeneel et al., 1986; Labieniec-Pintel et Pintel, 1986;
Tattersall, Shatkin, et Ward, 1977). La transcription débute au nucléotide 2035, en amont
du petit intron, et se termine au site de polyadénylation au 4833° nucléotide, comme les
ARNm transcrits a partir du promoteur P4 (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993).
L’épissage alternatif du petit intron génére deux formes d’ARNm matures pour la synthése
des protéines structurales. L'utilisation du site D1 au nucléotide 2287 lors de I'épissage
entraine I'excision du codon de départ AUG de la VP1 (profil A en haut, Figure 4A). Ce
profil d'épissage est prédominant lors de l'infection par le PPV de sorte que la protéine VP2,
dont le codon d'initiation est situé au nucléotide 2810, est traduite de fagon préférentielle. A
I'opposé, I'utilisation du deuxiéme site donneur D2 (nucléotide 2314) pour |'épissage du petit
intron permet de conserver TAUG nécessaire a la synthése de la VP1 mais en quantité
moindre que la VP2 (profil B en haut, Figure 4A) (Tijssen et al., 1995). Enfin, I'existence
d'une protéine non-structurale tardive, traduite a partir des ARNm R4, a récemment été
démontrée chez le PPV (Zadori, Szelei, et Tijssen, 2005). En effet, tous les membres du
genre Parvovirus et les parvovirus apparentés au PARV4 ont un petit cadre de lecture
ouvert superposé a celui des protéines VP, permettant la synthése d'une petite protéine de
50 a 68 acides aminés. Le codon d'initiation de la protéine SAT (small alternatively
translated) se situe a sept nucléotides en aval de celui de la VP2 chez le PPV ou a quatre
nucléotides chez les autres parvovirus (Figure 4B). Bien que le mécanisme précis de
linitiation de la traduction de la SAT n’ait pas été déterminé, il a été suggéré que le contexte
défavorable (aux positions -3 et +1) du codon d'initiation de VP2 permettrait a une partie des
ribosomes 40S de se lier a celui de la SAT plutét qu'au premier AUG, selon I'exception a la
régle proposée par Kozak par le mécanisme de « leaky scanning » (Kozak, 1995).

3.1.3 Régulation de I'épissage

La régulation des patrons d'épissage alternatif des ARNm chez les parvovirus est un
processus complexe qui résulte d’un équilibre entre les signaux d'épissage a l'intérieur des
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Figure 4. Profil d’épissage du petit intron (A) et de la traduction de la protéine SAT
chez différents Parvovirus (B). A. L'épissage du transcrit R4 (haut) selon A est
majoritaire et permet la traduction de VP2 (et de SAT), tandis que I'épissage selon B
entraine la synthése de la protéine minoritaire de la capside VP1. Le profil d'épissage du
petit intron du pré-R1 (en bas) n'a pas d'influence sur la séquence de NS2 chez le PPV
puisque le codon de terminaison de NS2 se situe en amont des sites pour |'épissage du
petit intron. Chez le MVM, I'épissage du petit intron entraine la formation de trois
isoformes de NS2 qui difféere au niveau de leur région C-terminale. L'efficacité de
I'épissage détermine la production de la forme maijoritaire, NS2-P, de la forme minoritaire
NS2-Y et de la forme rare NS2-L selon l'utilisation des profils a, b et c, respectivement.
Tiré de (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). B. Le codon d'initiation de la SAT (en
gras) se situé & quatre nucléotide en aval de celui de la VP2 (en gras souligné) chez la
plupart des Parvovirus (exemple donné MVM et du CPV). Chez le PPV, ce codon se
situe a sept nucléotides en aval de celui de la VP2. Tiré et modifié de (Zadori, Szelei, et
Tijssen, 2005).
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introns et aux extrémités des exons (Pintel et al., 1995; Qiu et al., 2006b). Suite a la
polyadénylation, la premiére étape de la maturation des ARNm est I'excision du petit intron
(Clemens et Pintel, 1988). Puisque I'accepteur A1 a une plus forte identité aux séquences
consensus et que la position du donneur D1 est plus favorable & I'excision de I'intron (Haut
et Pintel, 1998; Morgan et Ward, 1986), la majorité des transcrits sont épissés en utilisant la
combinaison des sites D1-A1 chez le MVM (D1-A chez le PPV). Ceci entraine la production
de lisoforme majeur NS2 a partir du transcrit R2 et de la VP2 avec le transcrit R4.
L'épissage minoritaire & partir du site D2 (permettant la synthése de l'isoforme mineur de
NS2 et de VP1 a partir des transcrits R2 et R4, respectivement) est rendu plus favorable par
la présence d'un « stimulateur » d’excision (intron splice enhancer, IES) au niveau du petit
intron et par la haute identité de D2 a la séquence consensus (Haut et Pintel, 1998; Zhao,
Schoborg, et Pintel, 1994). De plus, la liaison de la machinerie d'épissage a cette séquence
IES permet aussi de favoriser l'inclusion de I'exon spécifique & NS2 lors de I'épissage du
grand intron (Haut et Pintel, 1999; Zhao, Gersappe, et Pintel, 1995), ce qui empécherait la
production d’un transcrit R3 observé chez le PPV. Par ailleurs, les séquences présentes a
I'extrémité 3' du grand intron difféerent dans deux souches de MVM, soit MVMp et MVMi
(Choi et al., 2005; Choi et Pintel, 2009; Sahli, McMaster, et Hirt, 1985). L'efficacité¢ de
I'épissage de R2 est donc facilitée chez I'une ou I'autre de ses souches, selon le type de
cellulaire, ce qui altére le ratio des protéines NS1 et NS2 au cours de linfection. Ceci
constitue I'un des mécanismes qui contribue a l'allotropisme des souches du MVM
(Brownstein et al., 1992; Gardiner et Tattersall, 1988b; Naeger, Cater, et Pintel, 1990).

3.2 Structure de la capside des parvovirus

Agissant a priori a titre de barriére protectrice du génome, la capside des parvovirus
joue des réles & de nombreuses étapes du cycle de réplication, notamment au niveau de
I'attachement et du transport jusqu’au noyau. Les parvovirus sont parmi les plus petits virus
connus et leur capside porte un nombre de triangulation T=1, soit la forme la plus simple
correspondant & un icosaédre (Figure 5A) (Caspar et Klug, 1962). Bien que la séquence des
genes de la capside des membres de la famille des Parvoviridae varie largement, le
repliement des protéines structurales est fortement conservé (Chapman et Agbandje-
McKenna, 2006). La comparaison de plusieurs capsides des membres des Densovirinae, a
toutefois permis d'observer linversion de [lorientation des régions N-terminales
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des protéines par rapport a celles des Parvovirus (Kaufmann et al., 2010; Simpson et al.,
1998). L'une des exceptions étant la capside du densovirus Aedes albopictus C6/36 dont la
structure ressemble plus a celle du virus B19 qu'a celle des autres densovirus tels que
GmDNV ou PstDNV (Cheng et al.,, 2004; Cheng et al., 2007; Kaufmann, Simpson, et
Rossmann, 2004).

Chez les membres du genre Parvovirus, les capsides ont un diamétre d'environ 25
nm, formées majoritairement par la protéine VP2, ou de sa version tronquée, la protéine
VP3 (Tsao et al., 1991). Les capsides sont denses (1.39-1.45g/cm’) et trés stables
(Tattersall et al., 2005), permettant la résistance aux températures élevées (jusqu'a 75°C
aux pH physiologiques ou légerement acides) (Hernando et al., 2000), aux pH supérieurs a
11 pendant plus d’'une heure (Boschetti ef al., 2003), aux solvants organiques et détergents
(Tattersall et al., 2005; Tijssen et al., 2010) et a I'action de plusieurs protéases (Weichert et
al., 1998). La structure de plusieurs parvovirus a été déterminée par cristallographie, ce qui
a permis l'identification de caractéristiques communes (Agbandje-McKenna et al., 1998;
Agbandje et al., 1993; Chapman et Rossmann, 1996; Simpson et al., 2002; Tsao et al,,
1992; Wu et Rossmann, 1993; Xie et Chapman, 1996). Le repliement de chacune des
protéines structurales forme des barils-B, dans lesquels huit brins antiparalléles sont
juxtaposés pour former deux feuillets-B (BIDG et CHEF), dont I'organisation théorique est
présentée a la Figure 5B (Tsao et al., 1991). Une particularité commune a tous les
parvovirus est I'existence d'un neuviéme brin (A) qui forme des ponts hydrogénes avec le
brin B (Chapman et Agbandje-McKenna, 2006). Chez les densovirus GmDNV et PstDNV,
F'orientation des brins A et B est inversée, ce qui les distingue des autres parvovirus, tel que
mentionné ci-haut (Kaufmann et al., 2010; Simpson et al., 1998). Chez le CPV, le MVM et le
PPV, le brin C est en fait formé de deux petites sections, séparées par trois acides aminés
(Simpson et al., 2002; Xie et Chapman, 1996). Les brins composant le feuillet BIDG chez
les parvovirus sont longs et se situent preés de la surface interne de la capside tandis que le
feuillet CHEF est plus court et se replie sur le premier feuillet pour former le « baril » (Figure
5D). Par ailleurs, les boucles qui relient chacun des brins sont de longueurs variables, soit
entre cing et 72 acides aminés. L'exception est la trés longue boucle GH qui compte 220
résidus chez le PPV, ce qui est comparable aux autres membres du genre Parvovirus
(Simpson et al., 2002; Xie et Chapman, 1996). Ainsi, prés de 80% des acides aminés des
protéines VP forment les boucles qui se retrouvent prés de la surface externe des capsides
(Chapman et Agbandje-McKenna, 2006). Ces séquences sont faiblement conservées entre
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C-terminal

Figure 5. Repliement des protéines structurales dans la capside. A. Schéma de la
symétrie T=1 de la capside des parvovirus. Tiré de (Bioformatics, 2010) B. Organisation
des deux feuillets-B (BIDG et CHEF) de chacune des protéines VP, formés de huit brin-
antiparalléles (B- | a partir de I'extrémité N-terminale). Chez les parvovirus, un neuviéme
brin (A) est positionné & proximité du brin B. Tiré de (Chapman et Agbandje-McKenna,
2006). C. Micrographie électronique en contraste négatif de capsides du PPV. La barre
correspond a 50nm. Tiré et modifié de (Tijssen et al., 2010) D. Superposition des
structures repliées des protéines VP2 du MVM (en rouge; 549 acides aminées, PDB
1mvm) et du PPV (en bleu; 542 acides aminés, PDB 1k3v). Les séquences des protéines
VP2 ne comptent que 52% d'identité bien que 97% des paires de résidus (528 a.a.)
occupent la méme position dans [a structure repliée (RMSD = 1.0). Le baril- forme la
structure interne de la capside tandis que les boucles de longueur variable (comportant
environ 80% des acides aminés des protéines VPs) forment la surface externe. La trés
longue boucle GH est divisée en sous-boucles (3 et 4). Tiré de (Tijssen et al., 2010).
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les différentes espéces et sont responsables de la structure antigénique distincte de chacun
(Agbandje-McKenna et al., 1998; Hernando et al., 2000; Kontou et al., 2005; Llamas-Saiz et
al., 1996; Simpson et al., 2000; Simpson et al., 2002; Truyen, Agbandije, et Parrish, 1994).
En revanche, malgré la faible conservation des séquences, ces boucles forment les
structures caractéristiques de la surface des capsides des parvovirus (Figure 6A) (Chapman
et Agbandje-McKenna, 2006).

Au niveau des axes de symétrie 3, les boucles GH de protéines adjacentes
contribuent a la formation de protubérances, nommées spicules, sur la surface de la capside
(Figure 6A) (Tsao et al., 1991). Chez le CPV et le FPV, les spicules ont un diamétre de 70A
et une hauteur de 22A,; les acides aminés qui les composent sont impliqués dans la liaison
au récepteur a la surface cellulaire, soit le récepteur de la transferrine (TfR) (Chang, Sgro, et
Parrish, 1992; Govindasamy et al., 2003; Hueffer et al., 2003; Parker et Parrish, 1997;
Simpson et al., 2000). Les régions analogues de la capside du MVM portent aussi des
résidus impliqués dans le tropisme des diverses souches de chacun de ces virus (Agbandje-
McKenna et al., 1998; Ball-Goodrich et Tattersall, 1992: Gardiner et Tattersall, 1988b).
D'autre part, au niveau des axes de symétrie 2 se trouvent des fossettes, soit des
dépressions a la surface des capsides (Tsao et al., 1991 ). Les résidus présents dans la
région de la fossette permettent la liaison a l'acide sialique, responsable de ['activité
d’hemagglutination observée chez plusieurs parvovirus (Barbis, Chang, et Parrish, 1992;
Lopez-Bueno et al., 2006; Tresnan et al., 1995). Au niveau des axes de symétrie 5 se
trouvent des protubérances entourées d'une dépression: les canyons (Chapman et
Rossmann, 1993; Tsao et al., 1991). Un pore, formé par le repliement des régions N-
terminales riches en glycines des protéines structurales, est aussi présent au niveau l'axe
de symetrie 5 (Figure 6 B-C) (Wu, Keller, et Rossmann, 1993; Wu et Rossmann, 1993; Xie
et Chapman, 1996). Ce pore est indispensable pour I'encapsidation du génome et pour
I'externalisation des régions N-terminales de VP2 et de la région unique de VP1 (Agbandje-
McKenna et al., 1998; Chapman et Agbandje-McKenna, 2006: Chapman et Rossmann,
1996; Farr et Tattersall, 2004; Xie et Chapman, 1996). Enfin, selon les différences dans la
stabilité et le degré d'interaction entre les sous-unités protéiques, il a été proposé que les
premiers intermédiaires d'assemblage de la capside soient des triméres (Figure 6D) ou
possiblement des pentaméres, formés de trois ou cing copies des protéines VP,
respectivement (Chapman et Agbandje-McKenna, 2006; Xie et Chapman, 1996; Yuan et
Parrish, 2001).
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Figure 6. Morphologie des capsides des parvovirus. A. Structures des capsides du
PPV, du Dependovirus AAV-2 (PDB 1LP3) et de I'Erythrovirus Humain B19 (B19V; PDB:
1858), illustré par CHIMERA & une résolution de 4A. B. Schéma de la capside du PPV
ou les cing triméres supérieurs sont décalés de 120A le long de I'axe de symétrie 5 &
partir des 10 triméres formant la partie centrale de la capside (colorés en bleu péle et
foncé en alternance). Les cing triméres inférieurs ne sont pas illustrés. Les axes de
symétrie 5 sont localisés a lintersection de cinq triméres (la fléche indique I'axe de
symétrie 5 a la jonction des triméres magenta, vert, bleu péle et 2 bleus foncés. C. Vue
plongeante sur les cing triméres décalés en (A), illustrant le pore formé a l'intersection
des triméres. D. Structure d'un trimére formé par le repliement des protéines VP. La
fleche indique les enchevétrements des boucles GH d’une sous-unité avec la sous-unité
avoisinante. Les boucles GH (fléeche pointe ronde) sont formées par les sous-boucles 3
et 4 (jaune et turquoise, respectivement). Les modéles B-D ont été tracés en utilisant
PyMol et CHIMERA. Tiré et modifié de (Tijssen et al., 2010).
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4. Roles des protéines

4.1 La protéine NS1

La protéine NS1 est absolument requise dans toutes les cellules pour la réplication
des Parvovirus (Niiesch, 2006). Les diverses fonctions de la protéine sont essentielles tout
au long du cycle de réplication, tant pour la réplication du génome (Rhode, 1989) que
I'activation du promoteur tardif (Rhode, 1985) et les effets cytotoxiques développés au cours
de l'infection (Brandenburger et al., 1990). Chez le PPV, la protéine NS1 est le produit de
FARNm R1, le transcrit de 4,7kb initié au promoteur P4 et épissé uniquement au niveau du
petit intron (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). Le codon terminal de la protéine
(nucléotide 2278-TAA) se situe immédiatement en amont du premier site donneur pour
I'épissage du petit intron (nucléotide 2280) qui n'influe donc pas sur la séquence protéique
(Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). La masse moléculaire théorique de la protéine de
662 acides aminés est de 75,5 kDa (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993; Brandenburger et
al., 1990), mais les modifications post-traductionnelles entrainent une masse apparente de
84-86 kDa selon I'état de phosphorylation de la protéine (Molitor, Joo, et Collett, 1985). La
majorité des recherches portant sur la dissection des divers domaines fonctionnels sont
basées sur I'étude de la NS1 du MVM. Toutefois, la séquence de cette protéine a environ
80% de similarité avec celle du PPV, ce qui suggére que la plupart de ses fonctions
essentielles sont conservées (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996; Bergeron, Menezes, et
Tijssen, 1993).

Les domaines de la protéine NS1 sont répartis sur 'ensemble de sa séquence
(Figure 7), la majorité de ses fonctions étant impliquées directement dans la réplication du
génome. Seule la partie C-terminale de la protéine est nécessaire pour trans-activer le
promoteur des protéines VP (Legendre et Rommelaere, 1994). L'étude de la stabilité des
protéines a déterminé que la demi-vie de la NS1 est longue de sorte gqu'elle est présente en
quantité importante, méme apres la diminution de l'activation du promoteur P4 (Cotmore et
Tattersall, 1990; Schoborg et Pintel, 1991). La NS1 exerce la plupart de ses fonctions au
niveau du noyau et la protéine est rapidement relocalisée a ce compartiment aprés sa
synthése (Cotmore et Tattersall, 1986a; Rhode et Paradiso, 1989). Le signal de localisation
nucléaire (NLS) riche en résidus lysines est bipartite et se situe a l'intérieur de domaine de
liaison a FADN (Nuesch et Tattersall, 1993). Il a été démontré que la protéine forme des
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Figure 7. Domaines fonctionnels de la protéine NS1 du MVM. Les divers domaines
sont repartis le long de la séquence de la protéine NS1 du MVM (672 acides aminés). Le
domaine de liaison a I'ADN est situé dans sa région N-terminale (résidus 16-275). Ce
domaine comprend la région commune des protéines NS, le site d’endonucléase site-
spécifique incluant la tyrosine en position 210 qui forme un lien covalent avec I'ADN clivé
et le NLS (gris péle, résidus basiques formant le NLS indiqués en gras). Les résidus
critiques se liant spécifiguement aux ions métalliques, aux acides nucléiques et formant
les sites catalytiques du domaine de liaison a 'ADN sont indiqués en gras. Le site
nécessaire a l'oligomérisation des NS1 est situé a 'extrémité du domaine de liaison a
FADN et celui-ci est absolument essentiel pour les diverses fonctions de la protéine. Le
domaine hélicase a une haute similarité avec celui de l'antigéne « T » du SV40 et
comprend le site de liaison des NTPs ou les résidus critiques a I'activité de la protéine
sont indiqués en gras. Plusieurs résidus ciblés par les PKC se trouvent au niveau du
motif hélicase sont identifiés en gras au dessus du domaine. Le domaine de trans-
activation se situe a I'extrémité C-terminale de la protéine. La position des résidus Y585
et S588, impliqués dans la régulation des activités cytotoxiques est indiquée en gras.
Voir le texte pour plus de détails. Tiré et modifié de (Cotmore et Tattersall, 2006).
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oligomeéres suite a sa synthése au cytoplasme puisque le transport nucléaire des protéines
NS1 mutées au niveau du NLS peut étre complémenté par I'ajout de la protéine sauvage
(Nuesch et Tattersall, 1993). Le motif VETTVT(Xg) IQT permettant I'oligomérisation des
protéines NS1 est absolument conservé au sein du genre Parvovirus (Pujol et al., 1997).
D’ailleurs, le blocage de ce motif a I'aide de peptides artificiels abolit I'activité hélicase de
NS1 et empéche la réplication du génome viral, suggérant que l'oligomérisation de la
protéine est nécessaire a ses fonctions (Pujol et al., 1997).

Les protéines NS1 de divers parvovirus ont une forte similarité avec les domaines
hélicase et ATPase de l'antigéne « T » du virus SV40 (Astell, Mol, et Anderson, 1987;
Wilson et al., 1991). Les substitutions au niveau des résidus critiques du motif conservé
(GIAXXXXGK(S/T) ont permis de démontrer que cette région constitue le domaine de
liaison aux NTPs (Astell, Mol, et Anderson, 1987; Cotmore et al., 1995; Nuesch, Cotmore, et
Tattersall, 1992) qui est d'ailleurs essentielle a I'activité hélicase (Jindal et al., 1994). La
lysine 405 (K405) et l'acide aspartique 467 lient le phosphate et le nucléoside,
respectivement, tandis que les deux glutamates (EE) aux positions 443 et 444 permettent la
liaison des ions métalliques nécessaires a I'hydrolyse (Jindal et al., 1994; Niesch, 2006).
Tels que décrit dans la section sur la réplication du génome, la fonction hélicase-
dépendante de I'ATP est essentielle a plusieurs étapes de ce processus, particuliérement
pour le déroulement des structures en épingles aux extrémités du génome (Nuesch,
Cotmore, et Tattersall, 1992). Etonnamment, les substitutions de la K405 de la NS1
entrainent aussi une diminution de la capacité de la protéine a trans-activer le promoteur
tardif (Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1995; Nuesch, Cotmore, et Tattersall, 1992), bien
que le domaine de trans-activation soit situé a l'extrémité C-terminale de la protéine
(Legendre et Rommelaere, 1994). Ainsi, I'affinité de la liaison entre la NS1 et 'ADN au
niveau de I'élément tar (trans-activation response) en amont du promoteur P38 est stimulée
par la liaison a 'ATP (Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1995). Il a été suggéré que la
liaison du nucléotide facilite I'oligomérisation des protéines NS1 et que seules les formes
multimériques ont la capacité de stimuler la transcription (Christensen, Cotmore, et
Tattersall, 1995; Deleu et al., 2001). La trans-activation du promoteur tardif requiert toutefois
la présence de plusieurs facteurs de transcription, dont Sp1 (Ahn, Pitluk, et Ward, 1992; Gu,
Chen, et Rhode, 1992; Gu et Rhode, 1992). Enfin, la protéine NS1 régule aussi la
transcription a partir de son propre promoteur en interagissant avec les structures en

épingles (Hanson et Rhode, 1991).
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Le plus gros domaine fonctionnel de la NS1 est celui de liaison a TADN et comprend
les résidus 1 a 275 de la protéine. Ces acides aminés sont impliqués dans la liaison site-
spécifique a I'ADN double-brin, a la liaison non-spécifique a I'ADN simple-brin et a 'ARN
(Mouw et Pintel, 1998). Les acides aminés 1-16 sont toutefois facultatifs a la liaison site-
spécifique, bien que leur présence augmente l'affinité de la liaison. La NS1 se lie aux
séquences 5-TGGT-3' en tandem réparties sur 'ensemble du génome (Cotmore, Gottlieb,
et Tattersall, 2007), anciennement identifit¢es comme les séquences [5'-ACCA-3'].3
(Cotmore et al., 1995). Ces séquences sont présentes aux deux extrémités du génome, au
niveau des origines de réplication (Willwand et al., 2002) et aux éléments tar (Rhode et
Richard, 1987). L'affinité de liaison de la NS1 est variable aux différents sites, et seuls
quelques-uns sont stimulés par la présence d'ATP (Cotmore, Gottlieb, et Tattersall, 2007). |I
a été proposé que ces liaisons de basse affinité soient nécessaires au recrutement de
diverses protéines lors de la formation des corps de réplication nucléaires des parvovirus
(« autonomous-parvovirus associated replication bodies », APARs) générés au cours de
linfection (Bashir, Rommelaere, et Cziepluch, 2001; Cotmore, Gottlieb, et Tattersall, 2007;
Cziepluch et al., 2000).

L'une des activités essentielles de la NS1 est le clivage d'un brin du génome viral au
niveau de chacun des palindromes terminaux, ce qui permet 'amorgage de la réplication par
les polymérases cellulaires (Rhode, 1989). L'interaction de la protéine virale avec divers
facteurs cellulaires est toutefois requise pour l'activitt¢ de I'endonucléase. Le clivage a
Pextrémité gauche requiert la liaison de la protéine Parvovirus Initiation Factor (PIF ou
« glucocorticoid modulating element »), un complexe hétérodimérique de protéines de la
famille KDWK, impliquées dans la régulation de la transcription de plusieurs familles de
génes (Burnett, Christensen, et Tattersall, 2001; Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1997a;
Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1997b; Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1999). A
I'extrémite droite du génome, la NS1 nécessite la présence de la « High mobility group 1/2 »
(HMG1/2), des protéines qui se lient a 'ADN portant des structures secondaires complexes
(Cotmore, Christensen, et Tattersall, 2000; Cotmore et Tattersall, 1998; Russnak, Candido,
et Astell, 1988). L'activation de I'endonucléase virale entraine le clivage d’'un seul brin de
ADN, liberant une extrémité 3'-OH nécessaire a la polymérase cellulaire tandis que la NS1
devient liée de fagon covalente a I'extrémité 5'-P de I'ADN clivé (Cotmore et Tattersall,
1988; Faust, Brudzynska, et Morgan, 1989) par sa tyrosine en position 210 (Y210, Figure 7)
(Nuesch, Cotmore, et Tattersall, 1995). L'analyse des résidus conservés de la NS1 a
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déemontré que les tyrosines en position 188 et 192 sont aussi importantes pour la liaison a
'ADN (Skiadopoulos et Faust, 1993) et que r'histidine 129 permet la liaison avec les ions
métalliques. Le lien covalent permet la co-précipitation de 'ADN viral avec des anticorps
dirigés contre NS1 (Cotmore et Tattersall, 1988) et la protéine peut aussi étre co-purifiée
avec les virions néoformés, la NS1 étant reliée au virus par 24 nucléotides du génome se
trouvant a I'extérieur des capsides pleines (Cotmore et Tattersall, 1989).

En plus de ses réles au niveau de la réplication et de la transcription du génome, la
protéine NS1 est responsable de la grande majorité des effets cytopathiques des
parvovirus, bien que la NS2 peut agir en synergie avec celle-ci (Brandenburger et al., 1990;
Caillet-Fauquet et al., 1990; Legrand, Rommelaere, et Caillet-Fauquet, 1993). Un des
mecanismes proposés pour la cytotoxicité de la NS1 est la trans-activation (Vanacker et al.,
1996; Vanacker et al., 1993) et/ou la trans-inhibition de divers promoteurs cellulaires (Faisst
et al., 1993; Legendre et Rommelaere, 1992). En effet, les mutations de la protéine NS1 qui
abolissent ses fonctions de trans-activation réduisent aussi sa cytotoxicité (Li et Rhode,
1990; Vanacker et Rommelaere, 1995).

Par ailleurs, il a été démontré que la transformation cellulaire peut augmenter la
susceptibilité des cellules a l'infection et a la lyse par les parvovirus, plusieurs d'entres-eux
etant reconnus pour étre oncotropiques (Chen et al., 1986; Chen et al., 1989; Cornelis et al.,
1988a; Dupressoir et al., 1989; Legrand et al., 1992; Mousset et Rommelaere, 1988; Van
Hille et al.,, 1989). L'augmentation de la susceptibilité des cellules corréle souvent avec
Faugmentation de I'expression de NS1 et de la réplication virale (Cornelis et al., 1990;
Guetta et al., 1990; Spegelaere et al, 1991; Van Hille et al, 1989) bien que la
transformation cellulaire elle-méme n'est pas suffisante pour permettre ces effets (Mousset
et al., 1994; Salome et al, 1990). Ainsi, 'augmentation de la transcription a partir du
promoteur P4 est plutét due a l'activation de divers oncogénes (Perros et al., 1995;
Vanacker et al., 1996) et/ou a la réduction de I'expression de plusieurs suppresseurs de
tumeurs (Lopez-Guerrero et al., 1997; Rayet et al., 1998). Les effets cytotoxiques de la NS1
peuvent aussi resulter de clivages de la chromatine induits par la protéine virale (Op De
Beeck et Caillet-Fauquet, 1997a) et par la modification des patrons de phosphorylation de
diverses protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Anouja et al., 1997; Op
De Beeck et Caillet-Fauquet, 1997b). En ce sens, il a été démontré que linfection par le
parvovirus MVM provoque larrét du cycle cellulaire en phase S (Oleksiewicz et
Alexandersen, 1997; Op De Beeck et Caillet-Fauquet, 1997b) et en phase G2 (Op De Beeck
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et al., 1995) en entrainant I'accumulation des protéines p53 et p21°** (Op De Beeck et al.,
2001), qui regulent plusieurs kinases du cycle cellulaire dont le complexe Cycline A et la

« cyclin dependant kinase 2 » (Cdk2).

Les diverses activitéts de la protéine NS1 sont régulées par son état de
phosphorylation in vitro (Nuesch et al., 1998a; Nuesch ef al., 1998b) et in vivo (Corbau et
al., 1999). En effet, la phosphorylation de la thréonine en position 403 par les protéines
kinases C (PKC) régule sa capacité de trans-activation du promoteur P38 (Corbau et al.,
2000), tandis que la modification spécifique des résidus T435 et S473 par l'isoforme lambda
de PKC (PKCA) est nécessaire a l'activation de I'hélicase virale (Dettwiler, Rommelaere, et
Nuesch, 1999; Nuesch, Christensen, et Rommelaere, 2001). La phosphorylation
supplémentaire par l'isoforme éta de PKC (PKCn) est toutefois nécessaire pour I'activation
complete de NS1 lors de la réplication virale (Lachmann, Rommeleare, et Nuesch, 2003).
De plus, il a été démontré que deux acides aminés de la portion C-terminale de NS1, T585
et S588, sont phosphorylés tardivement au cours de [l'infection, ce qui contribue a la
régulation des effets cytopathiques de la protéine. En effet, la substitution T585A diminue la
toxicité de la NS1 lors de l'infection alors que la mutation S588A I'augmente, suggérant que
la régulation des modifications post-traductionnelles de la protéine par les PKC module
l'intensité des signaux menant a la lyse des cellules (Daeffler et al., 2003).

Etonnamment, linfection par le MVM entraine aussi une altération des profils de
phosphorylation et de la distribution intracellulaire de deux protéines de la cascade des
PKC, soit phosphoinositide-dependant-kinase 1 (PDK-1) et PKCn suggérant que la
phosphorylation de NS1 est partiellement autorégulée (Lachmann et al., 2008). D'une part,
l'infection par le MVM altére la distribution intracellulaire de PDK-1, et cette protéine interagit
avec PKCA pour partiellement activer PKCn (Lachmann et al., 2008). D'autre part, la
phosphorylation de NS1 par PKCA permet linteraction de la protéine virale avec la Caséine
Kinase Il alpha (CKila) (Nuesch et Rommelaere, 2006). Ce complexe active la radixine, de
la famille Ezrine-Radixine-Moesine, qui peut a son tour activer PKCn pour phosphoryler NS1
a nouveau (Figure 8) (Nuesch et al., 2009).

L'interaction de la NS1 avec la CKlla modifie aussi l'activité et la spécificité de
substrat de la kinase et entraine la modification de la tropomyosine (Nuesch et
Rommelaere, 2007) et de la gelsoline (Bar et al., 2008) lors des étapes tardives de
l'infection. Ces maodifications facilitent I'exocytose des virions en permettant un remodelage
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des structures de la cellule, caractéristiques des effets cytopathiques du virus (Nuesch,
Lachmann, et Rommelaere, 2005). Finalement, il a été suggére que l'activation de PKCn
(via NS1-CKlla et la radixine) pourrait permettre la phosphorylation de I'extrémité N-
terminale de la protéine VP2 (Nuesch et al., 2009), essentielle a I'exocytose de virions au
cours de l'infection (Maroto et al., 2004). En somme, la dissection d’au moins une partie des
diverses activités de la protéine NS1 des parvovirus démontre a quel point la capacité
codante limitée de ces virus a favorisé I'optimisation de domaines fonctionnels hautement

régulés au sein d'une seule et méme protéine.

4.2 La protéine NS2

La petite protéine non-structurale NS2 est issue de la traduction de TARNm R2, un
transcrit généré par le promoteur P4 épissé au niveau du grand et du petit intron. Chez le
PPV, les premiers 86 acides aminés de NS2 sont partagés avec la NS1 (nucléotides 292 a
547) (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). L'épissage du grand intron joint le premier exon
au nucléotide 2020, ou la séquence code pour les 75 acides aminés uniques a NS2 de la
partie C-terminale de la protéine. Le codon de terminaison de la protéine se situe au
nucléotide 2247, en amont du premier site donneur pour I'épissage du petit intron
(nucléotide 2280). La masse moléculaire prédite du seul isoforme de la protéine est de
18,1kDa, mais comme cette protéine peut étre modifiee par phosphorylation, sa masse
apparente est sans doute plus élevée (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993; Cotmore et
Tattersall, 1990). La région commune de NS1 et NS2 du PPV démontre une forte similarité
avec celles des autres membres du genre parvovirus (58% d'identité au MVMp, 51% au
CPV et 60% au KRP), tandis que la région unique de NS2 est plus divergente (24%, 14% et
5% d'identité avec MVMp, CPV et KRV, respectivement) (Figure 9). Ainsi, bien qu’aucune
étude n’ait été faite spécifiquement sur la protéine NS2 du PPV, ses fonctions présumées

au cours de l'infection sont tirées d’études faites sur le MVM.

Chez le MVM, la protéine NS2 est produite rapidement au début de l'infection, les
ARNm R2 résultant de I'épissage supplémentaire des transcrits R1 (Cotmore et Tattersall,
1990). Toutefois, contrairement a la NS1, la NS2 a une courte demi-vie d'environ 90
minutes et sa dégradation est entrainée par le protéasome par un mécanisme indépendant
de l'ubiquitination (Miller et Pintel, 2001). La NS2 est une protéine majoritairement
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Figure 8. Modéle proposé de Finteraction entre la NS1 et la CKlla et les PKC. (1). La
NS1 est ciblée au noyau puis activée pour la réplication par PKCA et PKCn. (2) La
phosphorylation de NS1 permet son interaction avec CKlia qui peut ensuite activer la
Radixine. (3). Cette derniére interagit avec PKCn (elle-méme activée par linteraction
PKCA et PDK-1(4), suite a l'interaction de la NS1 avec celle-ci) pour phosphoryler la
région N-terminale de la VP2 externalisée dans les capsides pleines lors de I'exocytose
des virions (5). Voir le texte pour plus de détails. Tiré de (Nuesch et al., 2009).
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cytoplasmique, bien que sa forme non-phosphorylée puisse étre observée au noyau des
cellules infectées (Cotmore et Tattersall, 1990). Ainsi, la NS2 interagit avec la protéine
survival motor neuron (Smn) au niveau de structures nucléaires APARs induites tardivement
dans linfection, soit les Smn-APAR bodies ou SAABs (Young et al., 2002a; Young et al.,
2002b). La formation des SAABs est toutefois indépendante de la présence de NS2 et la
conséquence de linteraction de la protéine virale avec Smn est inconnue (Young et al.,
2005).

Tel que mentionné ci-haut, la NS2 contribue au développement d'effets
cytopathiques lors de l'infection in vitro (Legrand, Rommelaere, et Caillet-Fauquet, 1993; Li
et Rhode, 1991) et dans la pathogenése du virus in vivo (Brownstein et al., 1992; Li et
Rhode, 1991). Ces effets résultent possiblement de linteraction de la NS2 avec les
protéines de la famille 14-3-3, ces derniéres étant impliquées dans la signalisation et dans la
régulation du cycle cellulaire (Brockhaus et al., 1996). La protéine NS2 est aussi impliquée
dans les étapes d'assemblage des capsides; lorsque la protéine est tronquée au niveau de
sa région unique, une quantité normale de protéines VP sont synthétisées et transportées
au noyau lors de linfection, mais les capsides ne sont pas formées (Cotmore et al., 1997).
Cependant, aucune interaction directe de la NS2 avec les capsides virales n'a été

démontrée.

De nombreuses autres fonctions ont été attribuées a NS2, notamment la régulation
de la traduction des ARNm viraux (Naeger, Salome, et Pintel, 1993) via une interaction avec
les séquences en 3' non traduites de ces ARNm (Li et Rhode, 1993), I'accumulation de
formes réplicatives du génome (Cotmore et al., 1997; Naeger, Cater, et Pintel, 1990) et la
productivité de l'infection (Cater et Pintel, 1992). Ces effets dépendent de [l'origine de la
cellule héte et les mécanismes qui régissent ces activités demeurent inconnus. Il a toutefois
éte démontreé que l'allotropisme de deux souches de MVM, soit la souche fibroblastique
MVMp et la souche lymphotropique MVMi, était en partie la conséquence de I'efficacité de
I'épissage du grand intron dans les divers types cellulaires (Colomar, Hirt, et Beard, 1998;
Gardiner et Tattersall, 1988b). En effet, I'excision de l'intron est accrue dans les fibroblastes
infectés par la souche MVMp par rapport a la souche MVMi; ceci se traduit en une
production accrue de NS2 et en une augmentation de la quantité de génomes simple-brin
disponibles pour I'encapsidation a la fin de l'infection (Choi et al., 2005).
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Figure 9. Alignement des séquences de la NS2 de plusieurs parvovirus. Les
séquences de la NS2 de divers membres du genre Parvovirus (PPV GenBank
AAV92674.1, NS2-P MVMp AAB03396.1, CPV AAV54181.1 et KRV AAB38325.1) ont
été alignées a laide du  programme  ClustalW2 de  EMBL-EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Les résidus sont colorés en fonction du
degré de conservation. La jonction entre les exons 1 et 2 est indiquée par une ligne
verticale et le domaine de liaison a la protéine Crm1 est souligné en rouge. Madifié de
(Wang et al., 1998).
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Par ailleurs, I'étude de la contribution des divers isoformes de NS2 a l'infection par le
MVM a indiqgué que la synthése de lisoforme dominant de la protéine (NS2P) était
nécessaire et suffisante pour la réplication du virus dans les cellules murines (Ruiz,
D'Abramo, et Tattersall, 2006). Il convient toutefois de noter que les réles la protéine NS2
chez le CPV semblent diverger de ceux chez le MVM, puisque l'insertion d'un codon de
terminaison au niveau de la partie unique de NS2 ne réduisait que légérement la
productivité de l'infection dans des cellules canines ou félines (Wang et al., 1998).

Enfin, 'une des interactions des mieux caractérisées de la NS2 est celle avec la
protéine Crm1 de la famille des karyophérines R. Cette derniére est impliquée dans I'export
nucléaire de protéines portant des séquences riches en résidus leucine qui agissent a titre
de signal d’export nucléaire ou NES (Bodendorf et al., 1999; Ohshima et al., 1999). Crm1 se
lie & la séquence (MxxxFxxLxl) dans le domaine C-terminal de la NS2 (acides aminés 82-91
chez le MVM) (Figure 9) (Eichwald et al, 2002; Ohshima et al, 1999) et exporte
préférentiellement les formes non-phosphorylées de la protéine (Bodendorf et al., 1999). De
plus, linactivation du NES par substitution d'un ou plusieurs des acides aminés
hydrophobes entraine la séquestration nucléaire de NS2 et des capsides virales aux étapes
tardives de l'infection ainsi qu'une réduction dans le nombre de virus infectieux produits
(Eichwald et al., 2002; Miller et Pintel, 2002).

Etonnamment, une étude de linfection par le MVM chez des souris
immunosupprimées a permis d'isoler des virus ayant un phénotype plus virulent que la
souche sauvage. Le séquencgage des génomes a révélé que plusieurs mutations niveau du
NES de NS2 avaient été sélectionnées qui augmentaient I'affinité de liaison de la protéine
virale avec Crm1 (Lopez-Bueno et al., 2004). In vitro, ces virus mutants entrainent une
séquestration de la karyophérine a la région périnucléaire des cellules infectées. Il a été
suggeére que la réduction du transport nucléaire des protéines cellulaires, entrainée par la
séquestration de la Crm1, contribue a la réduction de I'activation d’'une réponse antivirale au
niveau de la cellule et de I'organisme, ce qui augmenterait la virulence des virus mutants.
Toutefois, puisque l'activitt de Crm1 est aussi essentielle a I'export des virions néo-
synthétisés dans la cellule (Maroto et al., 2004), il était difficile de concilier ces différentes
observations dans un contexte infectieux. Finalement, il a récemment été démontré que le
NES de la NS2 du MVM agit a titre de signal d’export « supra-physiologique » (SupraNES),
permettant une liaison de trés forte affinité entre la protéine virale et la Crm1, et ce méme en
l'absence de linteraction avec RanGTP (Engelsma et al., 2008). Cette derniére est une
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proteine impliquée dans le transport nucléaire qui permet l'interaction entre la plupart des
NES classiques et la Crm1. L’hydrolyse de RanGTP en RanGDP au niveau du cytoplasme
permet la dissociation de Crm1 et de la protéine portant le NES (Pemberton et Paschal,
2005). Le SupraNES de NS2 permettrait I'export des virions matures (contenant le génome)
via Crm1, tandis que les mutations dans le domaine de liaison & Crm1 de NS2
entraineraient la sequestration de NS2 au noyau par les capsides (Engelsma et al., 2008).
Pour sa part, la séquestration de Crm1 au cytoplasme serait la conséquence de I'expression
elevee de NS2 et de sa forte affinité pour la karyophérine plutét que d'une inhibition du
transport en tant que tel. Enfin, aucune interaction directe n'a été démontrée entre la NS2 et
la capside ou les protéines structurales, indiquant que d’autres composantes cellulaires ou
virales sont impliquées dans l'interaction de ces protéines lors des étapes tardives du cycle
infectieux (Eichwald et al., 2002; Engelsma et al., 2008; Lopez-Bueno et al., 2004; Miller et
Pintel, 2002).

4.3 La protéine VP1

La protéine minoritaire de la capside est traduite a partir de FARNm R4 (2,9kb) issue
de promoteur tardif et épissé a partir du deuxiéme donneur de petit intron (nucléotides 2313-
2386) (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). Puisqu’elles sont traduites dans le méme
cadre de lecture, les protéines structurales ne différent que par la présence d'une extension
N-terminale de la protéine VP1 (Labieniec-Pintel et Pintel, 1986). Chez le PPV, la protéine a
une masse apparente de 84kDa (Molitor, Joo, et Collett, 1983) et 150 de ses 729 acides
aminés sont uniques & la protéine, cette région étant nommée VP1up (VP1 unique part).
Les premiers essais de production de capsides a l'aide de systémes d’expression de VP2
ont permis de determiner que la VP1 n'était pas nécessaire a l'auto-assemblage des
capsides (Lopez de Turiso et al., 1992; Martinez et al., 1992; Saliki et al., 1992). Toutefois,
les capsides formées en cours d'infection par un virus qui ne produit pas la VP1 ne peuvent
initier l'infection, bien qu’elles encapsident le génome et se lient a la surface cellulaire aussi
efficacement que le virus sauvage (Tullis, Burger, et Pintel, 1993). De plus, VP1up se trouve
a l'intérieur de la capside dans les virions relachés a la suite de l'infection et I'externalisation
est induite par les changements de conformation de la capside lors du transport des virions
dans I'environnement acide de la voie endosomale (Mani et al., 2006). L'externalisation de
la VP1up par les pores de la capside aux axes de symétrie 5 peut aussi étre reproduite in
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vitro par traitement thermique (Cotmore et al, 1999) et est grandement facilitte par le
clivage préalable de la VP2 en VP3 (Farr, Cotmore, et Tattersall, 2006).

L'analyse de VP1up a démontré I'existence d’'une phospholipase virale de type A,
(vPLAZ), qui comporte de nombreuses caractéristiques semblables aux PLA; sécrétés
(sPLA;) (Zadori et al., 2001). Ce domaine enzymatique hautement conservé au sein de la
famille des Parvoviridae porte le motif consensus de la boucle de liaison au Ca®" (motif
YXGXY) et du site catalytique (motif HDXXY) des sPLA,. La substitution des acides aminés
de ces motifs abolie I'activité enzymatique et l'infectivité du virion (Zadori et al., 2001). Par
ailleurs, les VPLA; démontrent une spécificité de substrat semblable aux sPLA,, malgré que
leurs structures soient trés différentes (Canaan et al., 2004) et que les vPLA, soient
insensibles a I'action de la plupart des inhibiteurs des sPLA, (Zadori et al., 2001). L'activité
lipolytique de la VPLA; du PPV est trés forte, de 'ordre des PLA; des plus actives, elle varie
toutefois considérablement entre les différents parvovirus (Canaan et al., 2004). Il a été
démontré que I'activité phospholipase est inutile a I'attachement ou a l'internalisation des
virions (Canaan et al, 2004; Zadori et al., 2001) L’externalisation de la VP1up est
absolument requise pour I'évasion des virions des vésicules de la voie endosomale au cours
des étapes précoces de linfection (Farr, Zhang, et Tattersall, 2005; Suikkanen et al.,
2003Db).

Par ailleurs, la VP1up porte plusieurs séquences riches en acides aminés basiques
qui agissent a titre de NLS, mais la contribution de chacune au transport nucléaire différe
chez les membres des Parvovirus (Lombardo et al., 2002; Vihinen-Ranta ef al., 2002). Chez
le MVM, la protéine VP1up porte quatre groupes de résidus basiques (BC1-BC4), et la
présence unique de BC1 permet le transport au noyau de la VP1 (Lombardo et al., 2002).
La présence des quatre BC est toutefois nécessaire a I'établissement de l'infection, sans
doute pour le ciblage au noyau de la capside suite aux étapes d’entrée du virus (Lombardo
et al., 2002). Chez le CPV, la VP1up porte aussi plusieurs séquences basiques et le NLS (4-
PAKRARRGYK-13) correspondant 4 BC1 du MVM peut permettre la localisation nucléaire
d'une protéine hétérologue (Vihinen-Ranta et al.,, 1997). Cette séquence est aussi
importante pour le transport au noyau des capsides lors de I'entrée du virus, mais n’est pas
nécessaire a la production des virions (Vihinen-Ranta et al., 2002). Le PPV posséde aussi le
NLS classique trouvé chez le CPV et le MVM, ainsi qu’une série de séquences basiques au
niveau de sa partie N-terminale (Vihinen-Ranta et al, 2002). Les études récentes de

mutagenése suggérent que ces résidus seraient importants pour le transport nucléaire de
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VP1up mais pourraient aussi servir de signal de localisation nucléolaire chez le PPV (V.
Bouchard-Lévesque, M. Boisvert, S. Fernandes et P.Tijssen, données non publiées). Une
analyse plus approfondie sera toutefois nécessaire pour déterminer quel(s) role(s) ont ces

séquences pour la suite de l'infection.

Enfin, comme pour les protéines non-structurales, les protéines de la capside sont
modifiées par phosphorylation suivant leur synthése. L'analyse des divers phosphopeptides
a permis de conclure que les protéines VP1 et VP2 ne subissent pas exactement le méme
patron de phosphorylation (Valle, Riolobos, et Almendral, 2006; Vihinen-Ranta et al., 2002).
Toutefois, la conséquence des modifications post-traductionnelles spécifiques de la protéine
VP1 au cours du cycle infectieux demeure inconnue.

4.4 La protéine VP2

La protéine VP2 est la composante majoritaire de la capside chez les Parvovirus.
Chez le PPV, elle est encodée par le transcrit R4 (2,9kb) épissé au niveau du petit intron a
F'aide du premier site donneur (nucléotides 2287-2386) (Bergeron, Menezes, et Tijssen,
1993). La protéine de 579 acides aminés a une masse apparente de 64kDa (Molitor, Joo, et
Collett, 1983) et elle est clivée lors des étapes précoces de l'infection pour générer la
protéine VP3 (60kDa), ol une vingtaine d’acides aminés de la région N-terminale sont
susceptibles au clivage par diverses protéases (Paradiso, Williams, et Costantino, 1984;
Weichert et al., 1998). Tel que mentionné ci-haut, la présence de VP2 est suffisante pour
permettre I'assemblage des capsides, mais celles-ci nécessitent la présence de VP1 pour
initier I'infection. Par ailleurs, afin de permettre le transport nucléaire de la protéine qui ne
possede pas les résidus basiques contenus au niveau de VP1up, il a été déterminé que
VP2 porte plutdt un motif de localisation nucléaire (NLM) (Lombardo et al., 2000). Ainsi, une
séquence linéaire riche en acides aminés basiques forme I'un des brins B a la surface
interne des sous-unités trimériques de la capside. Ce motif est suffisant pour I'import
nucleaire des triméres formés par les VP2 seules (Lombardo et al., 2000). Bien que les
triméres portant au moins une VP1 (munie de ses NLS) devraient étre compétents pour le
transport nucleaire, la présence du NLM est requise pour permettre I'import nucléaire de
triméres formés uniquement de VP2, sans quoi la capside ne peut s’assembler due a la
formation d'agrégats (Riolobos et al., 2006). La comparaison des séquences formant le
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NLM du MVM avec la séquence analogue chez le PPV ne démontre toutefois qu’'une faible
similarité au niveau des résidus basiques (Figure 10A, C). D’ailleurs, chez le MVM,
I'échange de ces résidus basiques non-conservés entraine une localisation cytoplasmique
des triméres (Figure 10B) (Lombardo et al., 2000). Ces observations suggérent donc qu’'au
moins chez le PPV, d’autres motifs ou mécanismes permettant la localisation nucléaire des
sous-unités d'assemblage de la capside seraient nécessaires (S. Fernandes et P. Tijssen,

observations non publiés).

La plupart des études sur les modifications post-traductionnelles des protéines
structurales sont centrées sur I'analyse des profils de phosphorylation de la VP2 du MVM.
Ainsi, il a été démontré que la partie N-terminale de VP2 (2Nt) contient la majorité des
modifications de phosphorylation, notamment au niveau des résidus sérines aux positions 2,
6 et 10 (Maroto, Ramirez, et Almendral, 2000). Seule la sérine en position 2 est conservée
chez le PPV et le CPV. Cette région de VP2 est clivée en VP3 lors de I'entrée des virions,
de sorte que ces évenements de phosphorylation ne sont pas nécessaires a I'établissement
de l'infection (Santaren, Ramirez, et Almendral, 1993). De plus, I'externalisation de la 2Nt
est impliquée dans I'exocytose des virions nouvellement formés (Maroto et al., 2004),
processus qui nécessite Crm1 et le « SupraNES » de NS2 (Engelsma et al., 2008). Tel que
mentionné précédemment, il a récemment été proposé que la phosphorylation de 2Nt est
effectuée par PKCn dans une cascade de phosphorylation activée par l'interaction entre la
NS1 et la CKlla (Figure 8) (Nuesch et al., 2009).

Enfin, une étude récente a démontré que la phosphorylation des sous-unités de la
capside par la protéine Raf-1 était nécessaire au transport nucléaire (Riolobos et al., 2010).
En effet, lorsque les protéines structurales sont produites via le systéme d’expression du
baculovirus, les capsides sont assemblées dans le cytoplasme des cellules d'insectes. Les
travaux de Riolobos et al. ont démontré que les sous-unités de la capside produites par le
systéme d’expression hétérologue étaient hypo-phosphorylées et que la co-expression de la
protéine Raf-1 permettait de reproduire le profil de phosphorylation natif des protéines VP2.
Ces sous-unités phosphorylées et purifiées étaient compétentes pour le transport nucléaire
avant l'assemblage (Riolobos et al., 2010). Puisque la protéine Raf-1 est un proto-
oncogeéne et fait partie de la voie des MAPK, qui inclut aussi le proto-oncogéne Ras, il a été
suggéré que la modification post-traductionnelle des protéines VP soit I'une voie impliquée
dans I'oncotropisme de plusieurs parvovirus. Ainsi, le degré d'activation des protéines Raf-1
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Figure 10. Comparaison du NLM des protéines VP2 entre le PPV et le MVM. A. La
seéquence du NLM entre le MVM et le PPV différe par rapport & la présence de résidus
basiques (en rouge). Les substitutions des résidus basiques trouvées chez le PPV sont
indiquées en bleu. B . La mutation de ces résidus chez le MVM entraine une localisation
cytoplasmique des protéines VP. Tiré de (Lombardo et al., 2000). C. Position du NLM a
la surface interne du trimére des protéines VP du PPV. Chacune des protéines est d'une
couleur différente (jaune, rouge et bleu). Le NLM est en blanc et les résidus basiques
conservés chez le PPV sont en mauve. Modéle généré avec PyMol (PDB 1K3V).
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et Ras peuvent influer sur les profils de phosphorylation des protéines VPs afin de
contribuer a l'efficacité de I'infection dans certaines cellules transformées (Riolobos et al.,

2010).

4.5 La protéine SAT

La petite protéine « small alternatively translated protein » (SAT) est traduite a partir
de 'ARNm des protéines structurales épissé selon le profil de VP2 (profil A, Figure 4A en
haut). La protéine compte 68 acides aminés chez le PPV et aurait une masse calculée de
7.4kDa. Cette protéine est présente chez les membres du genre Parvovirus, Amdovirus
(Zadori, Szelei, et Tijssen, 2005), et chez les virus apparentés au PARV4 (Simmonds ef al.,
2008; Szelei et al., 2010). La séquence primaire de cette protéine non-structurale n'est pas
conservée mais les prédictions de sa structure secondaire indiquent que la SAT formerait
des hélices a transmembranaires. Chez le PPV, les virions SAT" (portant une substitution au
niveau de I'AUG de la protéine) sont diminués dans leur potentiel de réplication
comparativement au virus sauvage (Zadori, Szelei, et Tijssen, 2005). Enfin, des protéines
de fusion de la SAT ont été colocalisées avec la calréticuline au réticulum endoplasmique,
suggérant fortement que la protéine serait ciblée a la membrane de cette organelle.
L'impossibilité de générer des lignées cellulaires exprimant la protéine par transfection
stable suggére que la SAT est toxique pour les cellules de mammiféres et qu'elle pourrait
contribuer aux effets cytotoxiques de l'infection virale en induisant un stress cellulaire au
réticulum endoplasmique (Zadori, Szelei, et Tijssen, 2005). Cette hypothése devra toutefois
étre confirmée avant que l'on puisse comprendre I'étendue des effets de la protéine SAT

pour le cycle infectieux.

5. Le cycle de réplication viral

A priori, le cycle de réplication des parvovirus est fort simple comparativement a
celui des plus gros virus (Figure 11). Au cours des étapes précoces, les virions se lient a la
surface cellulaire et sont transportés par la voie endosomale (Basak et Turner, 1992)
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jusqu'a leur site de réplication au noyau (Binn et al., 1970). Puis, le génome simple-brin
(Tattersall, Crawford, et Shatkin, 1973) est converti en une matrice de transcription double-
brin (Bourguignon, Tattersall, et Ward, 1976) afin de permettre I'expression des protéines
precoces NS1 et NS2 (Clemens et Pintel, 1988), issues de I'épissage alternatif du méme
ARNm (Cotmore, Sturzenbecker, et Tattersall, 1983). Puis, la protéine multifonctionnelle
NS1 est ciblee au noyau (Rhode et Paradiso, 1989) afin d'activer la réplication du génome
(Rhode, 1989), de réguler la transcription a partir de son propre promoteur (Hanson et
Rhode, 1991) et de trans-activer le promoteur tardif pour la synthése des protéines
structurales, les VP (Rhode, 1985). Ces derniéres, également générées par épissage
alternatif (Jongeneel et al., 1986), sont traduites au cytoplasme et s'assemblent en triméres
avant leur transport au noyau (Riolobos et al., 2006). Quant & lui, le génome est répliqué a
l'aide de la NS1 et des protéines cellulaires selon un mécanisme similaire a celui du cercle-
roulant (Tattersall et Ward, 1976). Puis, lors des étapes tardives du cycle, les nouvelles
copies du génome sont excisées a partir des concatéméres du génome (Rhode, 1989) et
les protéines structurales s’assemblent en capsides vides au niveau du noyau (Clemens et
al., 1992). La protéine NS1 dirige ensuite I'insertion du génome & lintérieur des capsides
préformées (Cotmore et Tattersall, 2005b) et la NS2 facilite I'export nucléaire d’'une partie
des nouveaux virions (Eichwald et al., 2002). Pendant ce temps, l'interaction de NS1 et de
NS2 (Legrand, Rommelaere, et Caillet-Fauquet, 1993) et de la SAT (Zadori, Szelei, et
Tijssen, 2005) avec diverses protéines cellulaires conduit finalement a la lyse de la cellule,
suite & laquelle les virions se trouvent dans le milieu extracellulaire (Caillet-Fauquet et al.,
1990), préts a infecter de nouvelles cellules. Bien que cette courte description récapitule les
principales étapes du cycle infectieux des membres du genre Parvovirus, elle n'est qu'une
vision tres simpliste d'un processus hautement régulé, qui permet & un virus portant
seulement deux génes d'usurper la machinerie cellulaire a ses propres fins. En effet,
l'analyse détaillée de chacune des étapes ne cesse de révéler des subtilités essentielles a

la réplication de cette famille de virus plutét méconnue.
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Figure 11. Cycle de réplication du PPV. Les étapes précoces du cycle de réplication
permettent au génome viral d'étre livré au noyau (non illustré, voir Figure 13). La phase S
du cycle cellulaire permet de générer la matrice de transcription double brin (1). Les
ARNm sont transcrits a partir du promoteur précoce (2). Les protéines NS sont
synthétisées (3). La NS1 est ciblée au noyau (4) pour réguler la transcription a partir de
son promoteur (5a), de trans-activer le promoteur tardif (5b) et de répliquer le génome
viral (5c). Les ARNm tardifs permettent la synthése des protéines VP (6) et celles-ci
s'assemblent en triméres pour le transport au noyau (7). Les triméres s’assemblent en
capsides vides (8a) et le génome simple-brin est excisé des concatéméres du génome
(8b) pour étre encapsidés (9). Les virions néoformés sont exportés du noyau et de la
cellule a la fin de linfection (10) et la cellule meurt par nécrose suite aux effets
cytopathiques induits par le virus.
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5.1 Les étapes précoces de l'infection

Les parvovirus ont des cycles de réplication nucléaires. Par conséquent, le but des
étapes précoces de l'infection est de livrer le génome au noyau a partir de la surface
cellulaire (Figure 12). Bien que plusieurs étapes communes aient été identifiées, les détails
des mécanismes demeurent obscurs en plusieurs points. A ce jour, aucun récepteur de la
surface cellulaire n’a été identifié pour I'attachement de plusieurs parvovirus, dont le PPV et
le MVM, bien que la liaison aux molécules d'acide sialique soit impliquée (Boisvert,
Fernandes, et Tijssen, 2010; Cotmore et Tattersall, 1987). En effet, le traitement des
cellules avec la neuraminidase permet d'inhiber presque totalement l'infection (Boisvert,
Fernandes, et Tijssen, 2010; Nam et al., 2006). Pour leurs parts, le CPV et le FPV peuvent
aussi se lier a ces molécules, bien qu'il ne s'agisse pas du récepteur principal puisque
l'activit¢ d’hémagglutination n’est pas essentielle a I'infection (Barbis, Chang, et Parrish,
1992). Le recepteur principal des souches de la panleucopénie féline (i.e. le FPV, le CPV, le
MEV et le RPV), est le récepteur de la transferrine (TfR) (Parker et al., 2001). Cet
attachement est suivi de l'internalisation rapide des virions par endocytose dirigée par le
récepteur dans les puits recouverts de clathrine (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010;
Parker et Parrish, 2000; Ros, Burckhardt, et Kempf, 2002). Il a toutefois été démontré qu'au
moins chez le PPV, une partie des virions peuvent aussi étre internalisés par
macropinocytose, un processus qui ne nécessite pas la liaison & un récepteur spécifique
(Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). Ce processus est utilisé préférentiellement par les
agregats de virions, tandis que les particules virales isolées suivent une voie d’endocytose
classique.

Peu importe le mode d'entrée au niveau de la surface cellulaire, les parvovirus sont
alors transportés dans des vésicules de la voie endosomale (Boisvert, Fernandes, et
Tijssen, 2010; Harbison et al., 2009; Mani et al., 2006; Vihinen-Ranta et al., 1998; Vihinen-
Ranta, Yuan, et Parrish, 2000). L’acidification des vésicules est ensuite une étape
nécessaire mais insuffisante a l'infection (Basak et Turner, 1992; Boisvert, Fernandes, et
Tijssen, 2010; Ros, Burckhardt, et Kempf, 2002; Zadori et al., 2001). La diminution du pH et
la présence d'autres composantes retrouvées dans les endosomes tardifs et/ou lysosomes
permettent 'induction des changements de conformation de la capside qui ménent d'abord
au clivage de VP2 en VP3, puis a I'externalisation de VP1up portant le motif de vPLA, et a
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Figure 12. Etapes précoces de linfection par le PPV. Le PPV est internalisé par
endocytose dirigée par le récepteur et par macropinocytose. Le transport dans la voie
endosomale permet les changements de conformation de la capside dont
I'externalisation de la VP1up. La vPLA;, portée par la VP1up permet 'évasion de la voie
endosomale. Les microtubules et le protéasome sont impliqués dans le transport du virus
jusqu'au noyau. Le génome viral est livré au noyau suite a sa décapsidation au niveau du
pore nucléaire ou dans le noyau. Voir le texte pour plus de détail. Schéma par Maude
Boisvert.
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I'augmentation de I'accessibilité du génome (Cotmore et al., 1999; Lombardo et al., 2002;
Mani et al., 2006; Suikkanen et al., 2003b; Vihinen-Ranta et al., 2002).

Il a eté démontré que la leucine en position 172 de VP2 (chez le MVM) est située a
la base du pore a I'axe de symétrie 5 de la capside (Farr et Tattersall, 2004) et que cet acide
aminé a un role primordial dans I'orchestration de I'externalisation de VP1up (Farr, Cotmore,
et Tattersall, 2006). La vPLA; permet ensuite I'évasion des vésicules de la voie endosomale
(Canaan et al., 2004; Farr, Zhang, et Tattersall, 2005; Suikkanen et al., 2003b), afin de
permettre aux virions de se retrouver dans le cytoplasme (Ros, Burckhardt, et Kempf, 2002;
Vihinen-Ranta, Yuan, et Parrish, 2000). Ces derniers sont alors transportés a l'aide de la
protéine moteur dynéine sur les microtubules (Suikkanen et al., 2003a; Suikkanen et al.,
2002), ces filaments étant aussi essentiels au transport des endosomes eux-mémes

(Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010).

L'activité chymotrypsine du protéasome est ensuite nécessaire pour I'apprétement
des virions avant leur transport au noyau, bien que ceci n'influence ni le clivage de la VP2
en VP3, ni I'externalisation de la VP1 (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010; Ros,
Burckhardt, et Kempf, 2002; Ros et Kempf, 2004). Enfin, tel que mentionné précédemment,
les NLS et les régions basiques portés par la VP1up seraient impliquées dans le ciblage et
la translocation nucléaire des virions via les pores nucléaires, bien que ces mécanismes
n‘aient pas été élucidés (Lombardo et al.,, 2002; Maroto, Ramirez, et Almendral, 2000;
Nicolas et al.; Vihinen-Ranta et al., 1997; Vihinen-Ranta et al., 2002; Vihinen-Ranta, Yuan,
et Parrish, 2000). Les changements de conformation de la capside menant a
I'externalisation de la VP1up permettent aussi au génome d'étre facilement décapsidé (Farr,
Cotmore, et Tattersall, 2006; Mani et al., 2006; Ros et al., 2006) en direction 3'-5’ a partir
des pores de la capside (Cotmore, Hafenstein, et Tattersall, 2010). Des études récentes sur
la micro-injection d'oocytes de Xenopus laevis et de noyaux purifiés de cellules de rat ont
toutefois suggéré que le MVM pourrait traverser la barriére nucléaire en induisant des bris
au niveau de la double enveloppe lipidique du noyau (Cohen et al., 2006; Cohen et Pante,
2005). L'implication de cette voie de transport nucléaire au cours des étapes précoces du
cycle infectieux demeure toutefois incertaine. Les derniéres étapes de l'entrée des
parvovirus dans la cellule, notamment I'évasion de la voie endosomale ainsi que le ciblage
et I'entrée nucléaire, sont reconnues pour étre trés inefficaces, puisque les virions entrant
peuvent étre observés en périphérie du noyau a quelques heures post-infection (Boisvert et
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al., 2010; Parker et al., 2000; Suikkanen et al., 2003a; Zadori et al., 2001). Enfin, peu
importe la méthode utilisée par les parvovirus pour livrer le virion et/ou le génome viral au
noyau, I'entrée en phase S du cycle cellulaire demeure I'étape déterminante pour la suite de
I'infection (Cotmore et Tattersall, 1987).

5.2 Les étapes intermédiaires de l'infection
5.2.1 Laréplication du génome : Modéle de « I’épingle-roulante »

La nature du génome simple-brin des parvovirus est un facteur inhérent a la
dépendance de ces virus de la phase « S » du cycle cellulaire, laquelle ces virus ne peuvent
induire (Pritchard et al., 1978; Tattersall, 1972; Tattersall, Crawford, et Shatkin, 1973). Ainsi,
la transcription du génome et la synthése des protéines virales ne peuvent avoir lieu
qu'aprés la conversion du génome monocaténaire en un intermédiaire double-brin (Siegl et
Gautschi, 1976; Tattersall, Crawford, et Shatkin, 1973). Chez les membres du genre
Parvovirus, il y a une nette prédominance pour I'encapsidation du génome de polarité
negative, c'est-a-dire le brin non-codant (Tattersall, 2006). La conversion du génome est
permise par le repliement des palindromes qui servent d'amorces aux polymérases
cellulaires (Figure 13) (Bourguignon, Tattersall, et Ward, 1976). La partie centrale du
génome est alors copié a l'aide de 'ADN polymérase & (Pold) et de ses cofacteurs :
« proliferating cell nuclear antigen » (PCNA), « replication factor C » (RFC) et « replication
protein A» (RPA) dés l'entrée en phase S (Bashir et al, 2000). Puis, l'extrémité
nouvellement synthétisée est liguée par une protéine cellulaire (Cotmore, Gunther, et
Tattersall, 1989; Lochelt, Haas, et Kaaden, 1990). Cette conversion du génome en sa forme
monomérique réplicative (mRF), permettant la transcription, dépend aussi de la présence de
la cycline A et de la Cdk2, deux protéines nécessaire a la transition du cycle cellulaire de la
phase Gy a la phase S (Bashir, Rommelaere, et Cziepluch, 2001). Cette mRF est
bicaténaire, fermée aux deux bouts, posséde une copie de chacun des palindromes
terminaux et a une longueur totale équivalente au génome simple brin, soit de 4-6kb selon
I'identite du parvovirus (Baldauf et al., 1997; Cotmore, Gunther, et Tattersall, 1989; Lochelt,
Haas, et Kaaden, 1990). La transcription des génes NS, a partir de promoteur P4, a lieu
immédiatement suivant la conversion du génome simple-brin en la mRF (Deleu et al., 1999).
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Figure 13. Conversion du génome simple-brin en la matrice de transcription par le

complexe de réplication de la polymérase &. Les épingles terminales du génome se
replient pour servir d'amorce a la polymérase lors de I'entrée en phase S du cycle
cellulaire. Voir le texte pour les détails. Tiré et modifié de (Bashir et al., 2000).
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Les étapes suivantes de la réplication du génome nécessitent alors la présence des
oligoméres phosphorylés de la protéine NS1, qui se lient a I'extrémité droite du génome
(Cotmore, Christensen, et Tattersall, 2000; Wilwand et al., 2002). Les activités
endonuclease (Nuesch, Cotmore, et Tattersall, 1995; Rhode, 1989) et hélicase 3'-5’ (Jindal
et al., 1994) de la protéine permettent le déroulement du palindrome de droite afin que le
complexe Pold (Christensen et Tattersall, 2002) puisse répliquer d’abord cette extrémité du
génome puis de progresser le long du génome linéaire. Le palindrome de gauche est alors
déroulé a l'aide de NS1 tandis que le brin déplacé sert de matrice pour la suite de la
réplication suivant un mécanisme semblable & celui du cercle-roulant:le modéle de
« I'épingle roulante » (rolling hairpin) (Figure 14) (Cotmore et Tattersall, 1995; Tattersall et
Ward, 1976). Cette réplication génére des concatéméres de longueurs différentes, dans
lesquels les génomes sont juxtaposés gauche-gauche et droite-droite (Cotmore et
Tattersall, 2006). Enfin, bien que les formes dimériques réplicatives (deux longueurs de
génome, dRF) et d'ordres supérieurs soient discernables dans les cellules infectées, un
amalgame de formes réplicatives est généré simultanément au cours de la réplication des
parvovirus (Cotmore, Nuesch, et Tattersall, 1993; Cotmore et Tattersall, 1992; Cotmore et
Tattersall, 2005b).

5.2.1.1 L’extrémite droite du génome : OriR et la résolution terminale

Lors des premiéres étapes de la réplication du génome, I'extrémité droite fermée est
repliée sur elle-mé&me en conformation allongée. Les séquences de liaison [5’-TGGT-3'],.5 et
de clivage 5'-CTAT‘TCA-3' de la NS1 constituent I'origine de réplication de I'extrémité droite
du génome : OriR (Cotmore, Christensen, et Tattersall, 2000). Les protéines cellulaires
HMG1/2 sont recrutées par des mécanismes inconnus au niveau de OriR et permettent
d’activer la fonction endonucléase de la NS1 (Cotmore et Tattersall, 1998; Willwand et al.,
1997). Le clivage d'un seul brin d’ADN libére I'extrémité 3'-OH nécessaire a I'assemblage
d’'une fourche de réplication (Cotmore et al., 1995; Cotmore, Gunther, et Tattersall, 1989).
La protéine NS1 demeure liée & 'ADN clivé par I'extrémité 5-P, au niveau du groupe
hydroxyle de sa Tyr210 (Nuesch, Cotmore, et Tattersall, 1995). Puis, la phosphorylation de
la NS1 par les PKCA et PKCn au niveau des résidus T435 et S473 active I'hélicase virale

47




R R
R V
L R L
r P ————————
1 r 1
r €
L R 1 r
e e —_——
1 r L R

Figure 14. Réplication du génome des Parvovirus par le modéle de « I’épingle
roulante ». Le génome simple-brin est copié sur le brin direct en continu, analogue a la
réplication selon le modéle du cercle-roulant des procaryotes. Lorsque le complexe de
polymérase atteint les épingles terminales, celles-ci sont déroulées puis se replient en
déplacant 'ancien brin génomique, générant les versions Flip et Flop en alternance a
chaque ronde de réplication (symbolisée par R et r a I'extrémité droite, L et | & I'extrémité
gauche). La processivité de la réaction génére des concatéméres du génome, ceux-ci
étant juxtaposés droite-droite et gauche-gauche. Voir le texte pour les détails. Tiré de
(Cotmore et Tattersall, 1995).
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dépendante de 'ATP (Dettwiler, Rommelaere, et Nuesch, 1999; Lachmann, Rommeleare, et
Nuesch, 2003; Nuesch et al., 2003) pour dérouler le palindrome de droite et répliquer cette
extrémité du génome (Baldauf et al., 1997; Willwand et al., 1998). De plus, comme les
palindromes a chacune des extrémités du génome des parvovirus sont imparfaits, il s'ensuit
que la séquence nouvellement répliquée du palindrome se trouve inversée par rapport a la
premiére, ce qui génere les orientations Flip et Flop du palindrome de droite retrouvées
chez les Parvovirus (Figures 15 et 2B) (Willwand et al., 2002). Par la suite, lors du
repliement du palindrome de droite, I'extrémité 3'-OH de la chaine en cours d'élongation se
lie 4 la base de la structure en croix afin de changer la direction de la fourche de réplication
(Willwand et al., 1998). L'élongation se poursuit alors jusqu'au palindrome de gauche, qui

est déroulé puis répliqué tel que décrit ci-haut.

5.2.1.2 L’extrémité gauche du génome : Oril et la résolution asymétrique des

jonctions dimériques

La progression du complexe de réplication a travers le palindrome de gauche
entraine la juxtaposition des génomes « téte-a-téte » a la jonction dimérique (Cotmore,
Nuesch, et Tattersall, 1993; Cotmore et Tattersall, 1992). L'imperfection de la séquence du
palindrome de gauche forme une bulle entre les nucléotides non-appariées GAA et GA et un
nucléotide « T » qui sont exclus du palindrome. Ainsi, dans la conformation allongée, la

jonction dimérique est asymeétrique.

La protéine NS1 se lie aux séquences en tandem 5'-TGGT-3’ présentes de part et
d’autre de la jonction (OriLtc et Orilgaa) afin de cliver un seul brin de 'ADN a quelques
nucléotides en amont de son site de liaison (Figure 16) (Cotmore et al., 1995). Ce clivage
requiert toutefois la participation de la protéine cellulaire PIF (Christensen, Cotmore, et
Tattersall, 1997a), qui se lie aux deux séquences 5-ACGT-3’ en aval du site de liaison de
NS1 (Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1997b). La distance entre les sites de liaisons de
la NS1 et de la PIF est cruciale, les deux nucléotides de la bulle GA permettant la formation
du complexe de clivage et la présence d’un seul nucléotide supplémentaire, tel qu'au niveau
de OriLgaa, empéche linteraction entre les deux protéines (Christensen, Cotmore, et
Tattersall, 2001). Le clivage est donc asymétrique et a lieu uniquement du cété de la
jonction dimérique portant OriLyc et la NS1 demeure liée de facon covalente a I'extrémité 5’
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Figure 15 Réplication de I'extrémité droite du génome. La matrice de transcription
genérée au cours de l'infection est clivée au niveau de OriR, a l'extrémité droite du
genome, par la protéine NS1. La présence d'une bulle formée par trois nucléotides chez
le MVM permet de distinguer les orientations Flip et Flop. La séquence palindromique en
conformation allongée (Stem Structure) porte aussi des palindromes internes qui
entrainent le repliement en forme de croix (Cruciform structure). Le repliement en croix
permet le changement de direction de la fourche de réplication. Voir le texte pour les

détails. Tiré et modifié de (Baldauf et al., 1997; Willwand et al., 1997).
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du brin clivé. La configuration du palindrome de gauche, en forme allongée ou repliée en
croix, détermine alors la suite des événements de réplication (Cotmore et Tattersall, 2003).

Dans le premier cas, les structures secondaires de l'extrémité gauche sont
pleinement déroulées et le complexe de réplication progresse de fagon a générer les
intermédiaires concatémeériques du génome (figure 14). A I'opposé, lorsque les palindromes
se replient avant I'assemblage d'une nouvelle fourche de réplication, le brin opposé est
utilisé comme matrice pour le complexe de réplication (Figure 17). Ce procédé, catalysé par
NS1 et la protéine de liaison a 'ADN simple-brin RPA, nécessite une série de changement
de conformation des palindromes au cours de la synthése (Christensen et Tattersall, 2002).
La fourche de réplication copie successivement les divers bras de la structure en croix puis
change d'orientation en utilisant le brin interne comme matrice. Ce processus est
responsable de la génération de I'unique conformation Flip retrouvée a l'extrémité gauche
des génomes de polarité négative chez les parvovirus (Cotmore, Nuesch, et Tattersall,
1992; Cotmore, Nuesch, et Tattersall, 1993; Cotmore et Tattersall, 2003). La nouvelle
épingle (B-ta, figure 17) sert alors d’'amorce pour les rondes subséquentes d’amplification.

Il a été proposé que l'intermédiaire 8J subit ensuite un nouveau clivage par NS1 et le
déroulement de I'épingle permettrait de synthétiser la conjonction dimérique a nouveau (en
bas, figure 17) (Cotmore et Tattersall, 2006). Enfin, la résolution asymétrique de la jonction
dimérique semble étre essentielle pour la viabilit¢é du MVM, puisque [altération de
'asymeétrie et l'activation artificielle de OriLgaa empéche la réplication du virus in vitro
(Burnett, Cotmore, et Tattersall, 2006). Bien que les raisons fondamentales de l'existence
de la seule orientation Flip du palindrome de gauche soient inconnues, il a été suggéré que
cette configuration permettrait la ségrégation des génomes impliqués dans la réplication de
ceux impliqués dans la transcription du géne précoce (Burnett et Tattersall, 2003). En effet,
les sites de liaisons des facteurs de transcriptions du promoteur P4, dont la « cyclic AMP
response element binding » (CREB)/ « Activation transcription factor 1 » (ATF), se trouvent
aussi au niveau de I'épingle de gauche et sont superposés au site de liaison de la PIF. Cette
stratégie permettrait donc de limiter I'acces des facteurs de réplication et de transcription a
des molécules distinctes des intermédiaires de réplication (Burnett, Cotmore, et Tattersall,
2006; Cotmore et Tattersall, 20086).
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Figure 16. Résolution asymétrique de la jonction dimérique (OriL). La jonction
formée par la juxtaposition des extrémités gauches du génome (jonction dimérique) au
cours de la réplication nécessite I'association entre la NS1 et la PIF pour le clivage. La
bulle asymeétrique du palindrome permet de distinguer deux origines de réplication
(OriLyc et OriLgaa). La présence de deux nucléotides entre le site de liaison de la PIF et
celui de la NS1 entraine l'interaction des protéines et permet le clivage de I'origine OrilLyc
par la NS1. La présence de trois nucléotides entre les sites de liaison de la PIF et de la
NS1 empéche l'interaction entre ces protéines de sorte que OriLgaa est inactive. Voir le
texte pour les détails. Tiré de (Burnett et Tattersall, 2003; Niiesch, 2006).
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5.2.1.3 Résolution des jonctions dimeériques chez le PPV

Le principe du clivage asymétrique décrit ci-haut est tiré d’'études faites avec le virus
MVM. Bien que tous les membres de genre Parvovirus portent les sites de liaison pour la
NS1 et la PIF (Cotmore et Tattersall, 2006), une situation particuliére est retrouvée dans le
palindrome de gauche du PPV (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). D'une part, une seule
séquence 5-TGGT-3' est située a proximité de OriL chez le PPV, indiquant que le site de
liaison de la NS1 de ce virus pourrait différer de celui des autres membres du méme genre.
De plus, le palindrome imparfait posséde aussi une bulle, mais celle-ci compte seulement
deux nucléotides de chaque cété (TG et AC). Les origines OriL chez le PPV ne sont donc
pas asymétriques, suggérant que la protéine NS1 pourrait cliver de part et d’autre de la
jonction dimérique. Pourtant, une seule orientation est connue pour I'extrémité gauche chez
le PPV, comme chez les autres membres du genre Parvovirus. Ces observations suggérent
que les détails des mécanismes présentés ci-haut pourraient différer légérement d'une
espéce a lautre. En effet, il a recemment été démontré que, chez le parvovirus Lulll,
I'origine OriL est aussi active lorsque les palindromes sont repliés en forme de croix, ce qui
n'est pas le cas chez le MVM, qui requiert la présence initiale de la forme allongée a la
jonction dimérique (Diffoot-Carlo, Velez-Perez, et de Jesus-Maldonado, 2005). Ainsi, le
modéle de réplication proposé pour Lulll conduit a la synthése équimolaire de génomes de
polarité négative et positive, pouvant porter 'une ou l'autre des orientations Flip et Flop aux
palindromes terminaux. Il convient toutefois de noter que le virus Lulll est particulier au sein
du genre Parvovirus, étant le seul qui encapside les génomes des deux polarités a

fréquence égale (Bates ef al., 1984).

5.2.2 Contrdle de la transcription

La région en amont du promoteur précoce P4 porte de nombreux sites qui régulent
la transcription. En effet, il existe une boite TATA (Ahn et al., 1989; Faisst et al., 1994) et
une région riche en CG pour la liaison de Sp1 (Ahn et al., 1989; Fuks et al., 1996; Pitluk et
Ward, 1991), des sites pour la liaison des membres de la famille des Ets (Fuks et al., 1996),
de NF-Y (Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1999; Gu et al., 1995), de E2F (Deleu et al.,
1998; Fuks et al., 1996), ainsi que des séquences « cyclic AMP response elements » (CRE)
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pour la liaison des membres de la famille CREB/ATF (Christensen, Cotmore, et Tattersall,
1999; Perros et al., 1995; Perros et al., 1999) (Figure 18). L'activation du promoteur P4 a
lieu au début de la phase S du cycle cellulaire, suite a la formation de la matrice de
transcription mRF, par la liaison d’'E2F sur I'ADN viral (Deleu et al., 1998; Deleu et al.,
1999).

Par ailleurs, puisque ces premiéres étapes de transcription sont entiérement
dépendantes des facteurs cellulaires, l'efficacité de I'activation du promoteur précoce
constitue un des éléments contrélant le tropisme des parvovirus (Davis et al., 2003; Itah,
Tal, et Davis, 2004) ainsi que I'oncotropisme préférentiel de ces derniers (Cornelis et al.,
1988b; Guetta et al., 1990; Paglino, Burnett, et Tattersall, 2007; Spegelaere et al.,, 1991).
Notamment, Pactivation du P4 peut étre modulée a la hausse ou a la baisse par les
interactions de la protéine CREB avec la GTPase Ras ou avec la Protéine Kinase A (PKA),
respectivement (Perros et al., 1995; Perros et al., 1999). Suite a sa synthése, la NS1 agit
aussi comme régulateur de la transcription au niveau de son propre promoteur, mais les
conséquences de sa liaison a 'ADN au niveau du P4 (et de OriL) dépendent de la
réplication du génome (Hanson et Rhode, 1991). Quant a lui, le promoteur tardif porte aussi
les séquences CG et la boite TATA (Ahn, Pitluk, et Ward, 1992; Lorson et al., 1998; Lorson
et Pintel, 1997), et la liaison de la NS1 au niveau du site tar est nécessaire pour I'activation
(Abeygunasekara, Peat, et Ross, 2010; Christensen, Cotmore, et Tattersall, 1995; Doerig et
al., 1988; Gu, Chen, et Rhode, 1992; Gu et Rhode, 1992; Lorson et al., 1996; Rhode, 1985).
La protéine virale interagit directement avec Sp1, TBP et TFIIA pour permettre la
transcription du géne VP (Krady et Ward, 1995; Lorson et al., 1998).

5.2.3 Formation des corps de réplication nucléaires : APAR

Afin de localiser toutes les composantes nécessaires a leur réplication, les
parvovirus induisent la formation de structures nucléaires, nommés APAR, qui sont
distinctes des corps PML, des speckles et des nucléoles (Cziepluch et al, 2000). Ces
structures comprennent la NS1 et plusieurs facteurs cellulaires nécessaires a la réplication
du génome viral, notamment la cycline A, les polymérases & et a, PCNA et RPA, (Bashir et
al., 2000; Bashir, Rommelaere, et Cziepluch, 2001; Cziepluch et al., 2000). La protéine NS1
interagit aussi avec la protéine Smn lorsque les APAR s’agrandissent et deviennent
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Figure 18. Organisation des sites de liaison des facteurs de transcription au niveau
de promoteur P4 chez le MVM. Plusieurs facteurs de transcription peuvent se lier au
niveau de l'extrémité gauche du génome, en amont du promoteur précoce P4. La
transcription est initialement activée par la liaison de E2F, au début de la phase S, suite a la
conversion du génome en la forme mRF. Tiré de (Deleu et al., 1998).
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indistincts des autres structures nucléaires telles que les corps Cajal, les corps PML, etc.
(Young et al., 2002a). La transcription des génes viraux et I'assemblage des virions ont lieu
au niveau de ces SAAB, qui sont aussi colocalisées avec la protéine NS2 (Young et al.,
2002b; Young et al., 2005) et une ribonucléoprotéide nucléaire spécifique a NS1 (NSAP1 ou
hnRNP Q) (Harris, Boden, et Astell, 1999) qui peut elle-méme s’associée 4 SMN (Young et
al., 2002a; Young et al., 2002b). Finalement, bien que les composantes de ces structures
nucleaires aient été identifiées, les mécanismes entrainant leur formation demeurent encore
obscurs.

5.3 Etapes tardives de I'infection

5.3.1 Libération du génome simple-brin et modéle d’encapsidation

Les mécanismes menant & I'encapsidation du génome des parvovirus ne sont pas
tres bien définis. En effet, bien que plusieurs études aient suggéré un réle pour la protéine
NS2 dans I'accumulation des génomes simples brins, ces effets dépendent de l'crigine de la
cellule héte (Cotmore et al., 1997; Naeger, Cater, et Pintel, 1990; Naeger, Salome, et Pintel,
1993). De plus, aucun complexe d’encapsidation n'a été identifié, suggérant que l'interaction
entre la NS1 liee de fagon covalente au génome est suffisante pour permettre l'insertion du
genome dans des capsides préformées (Cotmore et Tattersall, 2005a). L'encapsidation
preférentielle des génomes d’'une ou l'autre polarité résulte ultimement de I'efficacité du
clivage par la NS1 au niveau de OriR (Cotmore et Tattersall, 2005b). Lors du processus de
résolution terminale au palindrome de droite, une copie du génome de polarité négative peut
étre libérée des concatémeres de réplication. Cette copie peut étre recrutée aux capsides
assemblées dans le noyau lors des étapes tardives de l'infection (Figure 19) (Cotmore et
Tattersall, 1995; Cotmore et Tattersall, 2005b). Chez le parvovirus Lulll, qui encapside les
génomes des deux polarités, la séquence de OriR contient une insertion de deux
nucléotides au site de clivage de NS1 qui la rend sous-optimale. Ainsi, les séquences de
clivage au niveau de la jonction dimérique (palindrome de gauche) et celles situées a
I'extremité droite auraient des affinités équivalentes, ce qui entrainerait la libération des

genomes de chacune des polarités a fréquence égale (Cotmore et Tattersall, 2006).
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Par ailleurs, chez les virus qui excisent préférentiellement le génome d'une seule
polarité, 'encapsidation semble procéder par un mécanisme bi-phasique. Ainsi au début de
la phase d’'encapsidation, la réplication du génome entraine I'excision d’ADN viral simple-
brin des deux polarités et ceux-ci pourraient encapsidés ou étre réutilisés a titre de matrices
supplémentaires pour la réplication. Lorsque les génomes d’une polarité sont encapsidés de
fagon préférentielle, ils sont exclus du pool de réplication, limitant I'excision du génome de
polarité opposé au cours des cycles de réplication suivant (Cotmore et Tattersall, 2005b).
L’'hélicase dépendant de 'ATP de la NS1 permettrait I'insertion des génomes en direction 3'-
5’ dans des capsides préformées ol la partie 2Nt de VP2 est préalablement externalisée
(Cotmore et Tattersall, 2005a). Le début de I'encapsidation est rapide, permettant l'insertion
d’'environ 2kb du génome a l'intérieur de la capside et se poursuit par une deuxiéme phase
plus lente (Cotmore et Tattersall, 2005a). L'isolement de génomes chimériques
partiellement encapsidés a démontré qu'un signal quelconque, possiblement des structures
secondaires présentes exclusivement dans le génome de polarité positive du MVM,
empéche l'encapsidation du dernier 3kb du génome. Ces signaux « de blocage » sont
absents dans le génome de polarité négative, de sorte qu'il est difficile d'isoler des
particules ol le génome de polarité négative n'est que partiellement encapsidé (Cotmore et
Tattersall, 2005b). Par la suite, lorsque les génomes d'une polarité sont encapsides de
fagon préférentielle, ils sont exclus du pool de réplication, limitant ainsi I'excision du génome
de polarité opposé au cours des cycles de réplication suivant (Cotmore et Tattersall, 2005b).
Enfin, bien que les mécanismes d’encapsidation préférentielle commencent a étre élucidés,
les raisons pour lesquelles la plupart des membres du genre Parvovirus ont évolué de fagon
a favoriser l'encapsidation d’'une polarité du génome plutét que l'autre demeurent

incertaines.

5.3.2 Assemblage des virions et libération des virions

Les capsides des parvovirus s'assemblent dans le noyau des cellules infectées. Au
cours des derniéres années, les mécanismes permettant la formation des sous-unités de la
capside, leur transport nucléaire et leur assemblage, ainsi que I'encapsidation du génome et
la libération des virions néo-synthétisés ont commencés a étre définis. Tel que mentionné
précédemment, selon I'analyse du degré d'interaction entre les différentes protéines de la
capside, 'une des sous-unités des plus stables serait le trimére homo- ou oligomériques,
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Figure 19. Encapsidation préférentielle du génome de polarité négative chez la
plupart des membres du genre Parvovirus. Le clivage au niveau de OriR est plus
efficace que le clivage de OriL chez la plupart des Parvovirus. Lors de ce clivage, une
copie du génome de polarité négative peut étre excisée du génome. Lorsque ce brin est
encapsidé, il n'est pas recyclé dans le pool de réplication. A I'opposé, si ce brin est
retourné au pool de réplication et que le clivage au niveau de Oril est aussi efficace qu'au
niveau de OriR, des quantités équimolaires des génomes de chacune des polarités sont
déplacées du génome pour étre encapsidés, tel qu'il est observé chez le Parvovirus Lulll.
Voir le texte pour plus de détails. Tiré de (Cotmore et Tattersall, 2005b).
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formée de trois copies de la VP2 ou de deux copies de la VP2 et une de la VP1 (Tsao et al.,
1991). Cette hypothése a été confirmée par la facilité avec laquelle ces sous-unités peuvent
étre chimiquement réticulées et purifiées in vitro (Riolobos et al., 2006) et par la formation
d’un NLM a la surface interne des triméres (Lombardo et al., 2000). La coopération entre les
NLS de VP1up et du NLM entraine I'import stoechiométrique des sous-unités qui peuvent
ensuite s'assembler en capsides vides (Figure 20) (Lombardo et al., 2002). Les extrémités
N-terminales des protéines VP2 et VP1 se trouvent alors & lintérieur de la capside
(Weichert et al., 1998). L'externalisation de la région 2Nt précéde la translocation du
génome dans la capside en direction 3’-5’ via l'activité hélicase de la NS1 (Cotmore et
Tattersall, 2005a). Tel que mentionné précédemment, la NS2 aurait un réle & jouer dans
'export nucléaire des virus nouvellement formés (Engelsma et al., 2008), en permettant de
faire un lien indirecte entre la Crm1 et la capside, tandis que la NS1 entraine la
phosphorylation de la 2Nt (Maroto et al., 2004) par I'entremise de PKCn, de Radixine et de
CKila (Figure 8) (Nuesch et al., 2009). Enfin, ces études récentes sur les étapes tardives de
I'infection par les parvovirus indiquent qu'une forte proportion de virions est donc relachée
dans le milieu extracellulaire bien avant le début de la lyse de la cellule.

5.3.3 Remodelage de la cellule lors des effets cytopathiques

La plupart des membres du genre Parvovirus sont reconnus pour induire des effets
cytopathiques prononcés qui entrainent la lyse des cellules a la suite de l'infection (Caillet-
Fauquet et al.,, 1990). Toutefois, la lyse ne résulte pas d'une dégradation de toutes les
structures de la cellule, mais plutét d’'un processus spécifique qui ne commence qu'a faire
'objet d’études (Nuesch, Lachmann, et Rommelaere, 2005). Ainsi, il a été démontré que
I'intégrité des microtubules et la membrane nucléaire demeurent essentiellement intouchées
jusqu'aux étapes précédant I'arrondissement et le décollement des cellules en culture. A
'opposé, l'organisation des filaments d'actine est altérée et la vimentine des filaments
intermédiaires, qui sont majoritairement responsables de la forme des cellules eucaryotes,
s’accumule autour du noyau dés 10h post-infection dans les cellules synchronisées. Il a été
démontré que l'association de la NS1 et de la CKlla induit une phosphorylation spécifique
de la gelsoline (Bar et al., 2008), une protéine responsable du sectionnement des filaments
d’'actine. Cette derniére est graduellement augmentée lors de I'infection
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Figure 20. Réles complémentaires des signaux de localisation nucléaires des
protéines VP dans le transport des sous-unités trimériques et dans I'assemblage
de la capside. Les NLS portés par la VP1 suffisent a l'import nucléaire de triméres
formés par VP1 et VP2. L'assemblage de ceux-ci résulte toutefois a la formation
d’aggrégats ayant un coefficient de sédimentation élevé (200S). Le NLM a la surface
interne des trimeres permet limport des triméres formés uniquement de la VP2
permettant 'assemblage de capside normales. Tiré et modifié de (Riolobos et al., 2006).
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(Nuesch, Lachmann, et Rommelaere, 2005) et est responsable du remodelage prononcé du
réseau d'actine. Au contraire, la protéine du syndrome Wiscott-Aldrich (WASP, Wiscott-
Aldrich Syndrome Protein), une protéine activatrice du complexe Arp2/3 de la polymérisation
d'actine est degradée au cours de linfection (Nuesch, Lachmann, et Rommelaere, 2005)
suggerant que cette régulation a la baisse contribue au remodelage en réduisant la nouvelle
polymeérisation de ces filaments (Bar et al., 2008). Ces modifications du réseau de I'actine,
induites par la phosphorylation de la gelsoline par NS1/CKlla, pourraient permettre
'assemblage et/ou le transport de vésicules semblables aux endosomes qui contiennent les

virions néoformés a la fin de I'infection (Bar et al., 2008).

L'observation que le réeseau de microtubules demeure indemne jusqu'a la lyse
induite par le MVM suggére que ces filaments sont spécifiquement protégés lors de
linfection. En effet, il a été démontré que linfection par ce parvovirus induit une
augmentation de la phosphorylation de la a/B-tubuline par PKCA, et que ceci serait I'une des
conséquences de l'interaction de la kinase avec la NS1. Ainsi, la protéine multifonctionnelle
NS1 semble subvertir indirectement les structures de la cellule afin de permettre 'exocytose

des virions avant la lyse de la cellule.

6. Tropisme

Le tropisme d'un virus, c'est-a-dire sa capacité de compléter un cycle de réplication
productif dans un type de cellule donnée, peut étre déterminé a diverses étapes. Ceci est
d'autant plus vrai quand le virus en question utilise des récepteurs ubiquitaires pour
I'attachement & la surface cellulaire (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010; Nam et al.,
2006), qu'il est internalisé au moins en partie par des processus non-spécifiques (Boisvert,
Fernandes, et Tijssen, 2010) et qu'il dépend hautement des fonctions cellulaires pour toutes
les étapes de sa réplication. Tel est le cas chez les Parvovirus en général et
particulierement pour le PPV, pour lequel la plupart des informations concernant sa
réplication sont déduites d'études faites sur les virus apparentés, sans toutefois qu'elles
aient été veérifiées de fagon expérimentale.
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6.1 Effets de la transformation cellulaire

La transformation cellulaire permet souvent d'augmenter la permissivité des cultures
envers les parvovirus, bien que ceci ne dépende pas de l'agent transformant (Faisst,
Schlehofer, et zur Hausen, 1989). Cette sensibilité accrue est plutét entrainée par
I'activation de facteurs cellulaires, qui sont aussi dépendants de I'état de différentiation des
cellules et de l'expression de divers oncogenes (Chen et al., 1989; Cornelis et al., 1988a;
Faisst, Schlehofer, et zur Hausen, 1989; Salome et al., 1990; Salome et al., 1989; Van Hille
et al., 1989). En effet, tel que mentionné précédemment, la phosphorylation des triméres de
VP par Raf-1 influe sur l'efficacité du transport nucléaire des sous-unités de la capside et
donc sur la productivité de l'infection (Riolobos et al., 2010), tandis que l'expression de
'oncogéne Ras augmente I'activation du promoteur précoce via la protéine CREB (Perros et
al., 1995). D’autres études ont aussi démontré que certaines lignées transformées avaient
une capacité accrue a supporter la réplication du génome viral (Chen et al., 1986; Cornelis
et al., 1988a; Mousset et Rommelaere, 1988) et la transcription des génes viraux (Cornelis
et al., 1990; Cornelis et al., 1988b; Spegelaere et al., 1991; Van Hille et al., 1989). De plus,
la cytotoxicité des protéines non-structurales des parvovirus étaient augmentées dans
plusieurs lignées transformées par rapport aux lignées parentales (Guetta et al., 1990;
Legrand et al., 1992; Salome et al., 1989; Spegelaere et al., 1994). Dans un cas particulier,
il a été démontré que la résolution des concatéméres du génome générés lors de la
réplication du MVM était favorisée dans une lignée de fibroblastes pulmonaires humains
transformée avec le SV40 par rapport aux cellules parentales. Ceci a été attribué a I'activité
des protéines HMG1 et a 'augmentation de la disponibilité de PCNA dans ces cellules
(Kuntz-Simon et al., 1999). La majorité des effets oncolytiques des parvovirus est toutefois
reliée de fagon plus ou moins direct a I'expression de la NS1, soit par la stimulation de la
transcription a partir du promoteur P4 (Perros et al., 1995; Perros et al., 1999; Vanacker et
al., 1996), par l'augmentation de la traduction de 'ARNm R1 (Ventoso, Berlanga, et
Almendral, 2010) ou par l'augmentation de la susceptibilit¢ des cellules aux actions
cytotoxiques de la protéine (revue dans (Rommelaere et al, 2010). Finalement, il a
récemment été démontré que I'oncotropisme préférentiel du MVM peut aussi résulter de
l'absence d'induction d'une réponse antivirale au niveau de la cellule hote (Grekova et al.,
2010). En effet, la sensibilité de cellules primaires a l'infection par le MVM était augmentée
lorsque celles-ci étaient préalablement traitées avec un anticorps dirigé contre I'interféron B.
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De plus, il a été proposé que la permissivité des fibroblastes A9 murins envers le MVM soit
due, entres autres, a I'absence de production des IFN de type-l. Toutefois, puisqu'il a déja
éteé démontré que le PPV est insensible & ces molécules de la réponse antivirale
(Derbyshire, 1989), ce mécanisme favorisant I'oncotropisme pourrait différer entre les

membres du genre Parvovirus.

6.2 Tropisme des espéces du genre Parvovirus

Plusieurs membres du genre Parvovirus comptent plus d’'une souche officiellement
reconnue par I'ICTV. En effet, le MVM comprend les souches MVMp, MVMi et MVMc, les
virus de la panleucopénie féline compte les souches FPV, CPV, MEV et RPV tandis que le
PPV inclus les souches NADL-2 et Kresse (Tattersall, 2006). Le tropisme in vitro et in vivo
des souches de chaque espéce différe et comprend une gamme de cellules susceptibles
qui ne sont pas nécessairement réciproques (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996;
Brownstein et al., 1991; Kontou et al., 2005; Oraveerakul, Choi, et Molitor, 1993; Parrish et
al., 1987; Tattersall et Bratton, 1983; Truyen et Parrish, 1992). Chez ces espéces de
Parvovirus, une partie des déterminants allotropiques se situent au niveau des protéines
structurales (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996; Gardiner et Tattersall, 1988a; Parrish,
Aquadro, et Carmichael, 1988; Parrish et Carmichael, 1986; Spitzer, Parrish, et Maxwell,
1997), bien que le tropisme puisse étre déterminé ailleurs qu'a la surface cellulaire,
notamment pour le MVM et le PPV (Horiuchi et al., 1992; Oraveerakul, Choi, et Molitor,
1992; Ridpath et Mengeling, 1988; Spalholz et Tattersall, 1983).

6.2.1 Tropisme du FPV

Chez les virus de la panleucopénie féline, le principal déterminant du tropisme
constitue I'attachement a la surface cellulaire, au niveau du TfR (Hueffer et al., 2003). Le
changement des acides aminés K93N et D323N entre les VP du FPV et du CPV est
suffisant pour permettre la liaison au TfR canin (Chang, Sgro, et Parrish, 1992; Hueffer et
al., 2003). D'autres substitutions a proximité des spicules sur la surface de la capside
influent toutefois sur l'efficacité de linfection de cellules canines ou félines (Figure 21). Il a
été démontré que le CPV a effectivement évolué a partir du FPV (Hueffer et Parrish, 2003;
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Shackelton et al., 2005; Truyen et al., 1996), en acquérant des mutations au niveau de la
VP2 qui ont permis I'adaptation aux chiens au cours de 1978-79, soit la souche CPV-2, puis
une évolution permettant le retour a la capacité d'infecter aussi les chats a la fin 1979, soit la
souche CPV-2a (Hoelzer et Parrish, 2010). La plupart des variants de CPV qui circulent a
I'heure actuelle sont regroupés sous le clade CPV-2a et tirent leur origine d'un ancétre

commun.

6.2.2 Tropisme du MVM

Pour leur part, les mécanismes influengant le tropisme dans les cellules murines des
souches lymphotropiques (MVMi: immunosuppressive) et fibrotropiques du parvovirus
murin (MVMp : prototype), sont un peu plus complexes. La souche MVMi, entraine une
suppression des fonctions des cellules T in vitro mais l'infection de fibroblastes murins n'est
que faiblement productive (Engers et al., 1981) tandis que l'inverse est vrai pour la souche
MVMp (Tattersall et Bratton, 1983). In vivo, linfection de souris néo-natales est
asymptomatique avec MVMp mais fatale avec la souche MVMi (Brownstein et al., 1992). Il a
été démontré que le tropisme de ces souches était déterminé par des facteurs
intracellulaires résultant en une faible amplification du génome viral et une expression
réduite des protéines VP dans les cellules restrictives (Spalholz et Tattersall, 1983).

Tel qu'observé chez les souches de FPV/CPV, le déterminant allotropique du MVM
se situe au niveau de la capside virale (Gardiner et Tattersall, 1988a). La capacité d'infecter
les fibroblastes peut étre conférée au MVMi par les substitutions A317T et E321G, soit les
acides aminés trouvés chez la souche MVMp (Ball-Goodrich, Moir, et Tattersall, 1991; Ball-
Goodrich et Tattersall, 1992). Le changement réciproque de ces résidus au niveau de la
souche MVMp est toutefois insuffisant pour lui conférer le phénotype lymphotropique
(Previsani et al., 1997). Une série de substitutions, toujours au niveau du géne VP, peut
aussi étre sélectionnée par passage forcé du MVMi dans les fibroblastes murins (Agbandje-
McKenna et al., 1998), suggérant fortement que la capside ou les protéines structurales
sont majoritairement impliquées dans ces phénotypes (Kontou et al., 2005). Toutefois, tel
que mentionné précédemment, I'efficacité de I'épissage de la NS2 est aussi favorisée dans
les cellules hétes du MVMi ou du MVMp, ce qui se traduit en une augmentation de la
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Figure 21. Evolution et émergence des souches du FPV. Les études de la phylogénie
des souches appartenant a I'espéce de la panleucopénie féline ont déterminé que la
souche CPV est apparue a la fin des années 1970, a la suite d’'une série de mutations
qui ont permis l'infection de cellules canines. L'évolution subséquente de la souche a
permis a ce virus d'infecter & nouveau les félins (CPV-2a). Pour sa part, la souche MEV

aurait divergé du FPV avant le 20° siécle. Tiré de (Hoelzer et Parrish, 2010).
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production de la petite protéine non-structurale (Choi et al., 2005; Colomar, Hirt, et Beard,
1998; Gardiner et Tattersall, 1988b). Puisque la NS2 est impliquée dans I'assemblage et
dans l'export des capsides dans divers types de cellules, il est envisageable qu'un lien
indirect existe entre ces protéines favorisant ainsi la réplication de l'une ou l'autre des
souches virales, selon le type cellulaire. Lors de l'infection de cellules d'origines humaine,
les protéines NS des deux souches ont aussi été impliquées dans les différences
d’accumulation des formes réplicatives du génome et dans la productivité de l'infection,
suggérant que le tropisme des souches de MVM est gouverné & diverses étapes (Rubio,
Guerra, et Almendral, 2001).

6.2.3 Tropisme du PPV

Comme chez le MVM, le tropisme du PPV est déterminé majoritairement par des
facteurs intracellulaires (Oraveerakul, Choi, et Molitor, 1992; Oraveerakul, Choi, et Molitor,
1993; Ridpath et Mengeling, 1988). En effet, I'internalisation du PPV est aussi efficace dans
les cellules restrictives et permissives (Ridpath et Mengeling, 1988), ce qui peut étre
expliqué par l'implication de la macropinocytose, un processus non-spécifique, pour I'entrée
des virions dans les cellules (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). D'ailleurs, la
transfection de cellules restrictives a l'infection n'entraine pas la production de virions,
suggérant que les différences de permissivité des cellules résultent de I'expression de
cofacteurs cellulaires nécessaires aux étapes subséquentes a la conversion du génome en
sa forme bicaténaire (Ridpath et Mengeling, 1988). Une étude avait démontré que l'infection
de cellules MDCK (madin-darby canine kidney) par la souche NADL-8 entraine une faible
amplification du génome et seuls les transcrits du promoteur P40 étaient détectables dans
ces cellules maigré I'absence de synthése de protéines virales (Oraveerakul, Choi, et
Molitor, 1992). D’autre part, une étude portant sur une souche de PPV ayant acquis la
capacité d'infecter des cellules canines in vitro a aussi démontré qu’'une partie de la région
codante pour les protéines NS ainsi qu'une courte région dans le géne VP étaient
responsables de I'adaptation de ce virus (Vasudevacharya et Compans, 1992).

Notre laboratoire a effectué le séquengage du génome complet des souches NADL-2
(Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993) et Kresse (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). La
comparaison de ces deux souches prototypes a démontré que celles-ci avaient une tres
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forte identité de séquence. En effet, elles ne différent qu'en 13 nucléotides sur 'ensemble
de la region codante ainsi qu'au niveau d’'une séquence répétée de 127 nucléotides, en aval
de la région codante des protéines VPs, observée chez NADL-2. Par ailleurs, au niveau du
gene NS, les cinq substitutions sont silencieuses tandis que les six substitutions non-
synonymes se situent au niveau des protéines VP. Deux autres substitutions silencieuses

se situent aussi dans le géne VP.

Malgré cette forte conservation de séquence, les souches Kresse et NADL-2 se
répliquent avec des efficacités différentes en culture cellulaire. En effet, il a été démontré
que l'infection de cellules de testicules porcines « porcine testis » (PT) était plus fortement
productive avec la souche NADL-2 que la souche Kresse (Figure 22A) (Bergeron, Hebert, et
Tijssen, 1996). Par ailleurs, l'infection d'une culture primaire de cellules de testicules de
veau (TV) n'était productive qu'avec la souche NADL-2. L'échange d'un fragment de
restriction Bglll du génome entre ces souches de PPV a permis de déterminer que cette
région, portant trois différences en acides aminés (D378G, H383Q et S436P, numérotation
de la VP2) sur les protéines VP, constitue le déterminant allotropique. En effet, I'infection
des cellules TV est productive avec le clone KxBN2, qui porte les résidus D378, H383 et
S436 de NADL-2 sous un fond génétique de la souche Kresse, tandis qu’elle ne I'est pas

avec le clone inverse, soit N2xBK.

Par ailleurs, ce déterminant allotropique est aussi impliqué dans l'efficacité de
linfection de la lignée de cellules de trompes de Fallope porcines (Porcine Fallopian tube ou
PFT), les titres viraux étant plus élevés lors de l'infection avec NADL-2 ou KxBN2. Toutefois,
dans la lignée de cellules PT, les titres développés au cours de l'infection par I'une ou 'autre
de ces chiméres étaient plus élevés que ceux des souches parentales respectives. Ceci
suggére donc que d'autres différences entre le génome de NADL-2 et de Kresse sont
impliquées dans le contréle du tropisme. Enfin, puisque les substitutions portées au niveau
du déterminant allotropique sont situées prés de la surface externe de la capside, il a été
suggéré que celles-ci pourraient interagir de fagon différentielle avec des cofacteurs
cellulaires au cours de l'infection (Figure 22B) (Simpson et al., 2002).
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Figure 22. Déterminant allotropique des souches Kresse et NADL-2 du PPV sur les
cellules primaires TV. A. Le fragment de restriction Bg/ll du génome des souches
NADL-2 et Kresse, portant trois substitutions dans les protéines VPs, permet I'échange
des phénotypes de réplication sur les cellules primaires bovine TV et sur la lignée
porcine PFT. Tiré de (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). B. Deux des trois différences
(D379G et H383Q) sont situés prés de l'une et l'autre lors du repliement des protéines,
tandis que le troisiéme résidu se trouve sur le spicule a I'axe de symétrie 3, tel qu'illustre
au niveau du trimére. Tiré et modifié de (Simpson et al., 2002).
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7. Hypothése et objectifs du projet

Les travaux de Bergeron et al. ont permis d'identifier un déterminant allotropique des
souches prototypes du PPV, NADL-2 et Kresse, dans des cellules bovines primaires TV
(Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). Ainsi, les cellules TV constituent un modéle pour
I'étude de l'allotropisme du PPV in vitro. Bien que les résidus portés par le déterminant
allotropique pour les cellules TV se trouvent au niveau des protéines VP, notre hypothése
de travail propose qu'il existe d’autres déterminants génétiques allotropiques qui permettent
d’altérer I'efficacité de la réplication des souches de PPV dans divers types de cellules. Ces
autres déterminants agissent a de nombreuses étapes du cycle de réplication, de sorte que
le tropisme du PPV n'est pas déterminé a la surface cellulaire.

Les objectifs du présent travail étaient donc :

1) D'identifier les étapes de la réplication virale qui différent lors de I'infection par
chacune des souches de PPV dans des lignées établies a partir des cellules
primaires TV et dans les cellules porcines PT.

2) De caractériser les éléments génétiques impliqués dans l'allotropisme de deux
souches prototypes du PPV.
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Premier article

Plusieurs étapes du cycle infectieux du Parvovirus Porcin sont impliquées dans le
controle du tropisme des lignées cellulaires bovines
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Résumé du premier article

Femandes, S., Boisvert, M., Szelei, J. and Tijssen, P. Multiple steps of the Porcine
Parvovirus infectious cycle are involved in tropism control in bovine cell lines.

Des lignées cellulaires établies & partir d'une culture primaire de cellules bovines
étaient diversement susceptibles a I'infection par les deux souches prototype du Parvovirus
Porcin, NADL-2 et Kresse. Dans la premiére lignée cellulaire (D10), I'infection était bloquée
au niveau des étapes precoces de l'infection et démontrait une trés faible synthése de la
matrice de transcription. L'infection de la deuxiéme lignée cellulaire (G11) n’était productive
qu'avec la souche NADL-2, tel qu'il avait été observé dans les cellules parentales. La
réplication du génome était fortement réduite suite a I'infection par la souche Kresse, tandis
que la distribution intracellulaire des protéines de la capside était aberrante avec la souche
NADL-2. La derniére lignée cellulaire bovine (F4) était pleinement permissive a l'infection
par les deux souches de PPV bien que la réplication du génome et la productivité de
linfection étaient plus faible qu'observées dans les cellules porcines utilisées a des fins de
comparaison. Ces résultats illustrent la nature fortement dépendante du tropisme des
parvovirus sur les facteurs cellulaires et suggérent que certains types de cellules des
organismes non-hétes peuvent supporter une infection permissive par les deux souches du

virus.
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Abstract

Cell lines established from a semi-permissive primary culture of bovine cells were
differentially sensitive to infection by the two prototype Porcine Parvovirus strains, NADL-2
and Kresse. In the first cell line (D10), infection was restricted early in the infectious cycle
and severely impaired generation of the initial viral transcription template. Infection of the
second cell line (G11) was only productive with the NADL-2 strain, as was observed in the
parental cells. While genome replication was highly restricted with the Kresse strain,
aberrant capsid protein localization was observed with NADL-2. The final cell line (F4) was
permissive to both strains although genome replication and infectious virus production were
lower than in the porcine cells used for comparison. These results highlight the dependant
nature of parvovirus tropism on host factors and suggest that cells from a non-host origin
can fully support a productive infection by both strains.

Key words: Tropism, Genome replication, Porcine Parvovirus
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Introduction

Porcine Parvovirus (PPV) belongs to the Parvovirus genus of the Parvovirinae
subfamily, of the Parvoviridae family (Tattersall, 2006). These viruses have non-enveloped,
icosahedral capsids of 25 nm in diameter and contain a nonsegmented single-stranded,
linear DNA genome. Members of the Parvovirus genus are autonomous and most package
only the DNA strand complementary to the viral mRNA (negative-polarity, S5kb genome),
characterized by distinct terminal palindromic sequences and two main gene cassettes, for
nonstructural (NS) and structural proteins (VP) (Tattersall, 2006).

The two promoters, in map positions 4 and 40, allow transcription of two major open
reading frames and multiple overlapping smaller ORFs. The unspliced transcript from the P4
promoter generates the essential multifunctional NS1 protein (Bergeron, Menezes, et
Tijssen, 1993), which actively participates in transcription regulation (Rhode, 1985), genome
replication (Rhode, 1989) and cytotoxicity (Anouja et al., 1997; Nuesch et Rommelaere,
2006). The second NS protein, NS2, has been shown to participate in late stages of viral
replication in MVM (Choi et al., 2005), including assembly (Cotmore et al.,, 1997) and
nuclear export of capsids (Eichwald et al., 2002; Miller et Pintel, 2002). Alternative splicing
from the single P40 transcript directs synthesis of capsid proteins VP1 and VP2. A third
structural protein, VP3, is generated by proteolytic cleavage of a short N-terminal region of
VP2 during entry into the cells (Mani et al., 2006; Weichert et al., 1998). Our laboratory has
recently identified another non-structural protein which is translated in a different frame,
seven nucleotides downstream of the initiation codon of the VP2 (Zadori, Szelei, et Tijssen,
2005). The small protein, termed SAT (small alternatively translated protein), is found in all
members of the Parvovirus genus and in other members of Parvovirinae subfamily (Szelei et
al,, 2010). Although the function of this late protein is unknown, knock-out mutations
targetting this protein led to impaired replication that could be restored in complementation
assays. The SAT protein has been localized in the endoplasmic reticulum and has been
proposed to play a role in cytotoxicity by inducing ER-stress responses in infected cells.
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The T=1 symmetry capsid of PPV is composed of 60 subunits of either VP2, with 579
amino acids, or VP1, which contains VP2 with a 150 amino acid N-terminal extension, in a
10:1 ratio (Weichert et al, 1998). The unique N-terminal region of VP1 encodes a
phospholipase A2 (PLA2) motif (Zadori et al., 2001) and nuclear localization signals
(Vihinen-Ranta et al., 2002) which are necessary for escape from the endosomal pathway
(Farr, Zhang, et Tattersall, 2005) and nuclear targeting of the incoming virions (Lombardo et
al., 2002), respectively.

Once in the nucleus, conversion of the incoming single-stranded genome to the
monomeric replication form (mRF, double-stranded one genome in length) takes place in
early S phase, and requires the cellular DNA polymerase & (Pol d) and its associated factors
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) and RPA (Replication protein A) (Bashir et al.,
2000; Christensen et Tattersall, 2002). Transcription from the P4 promoter generates NS1,
which trans-activates the VP promoter (P40) (Rhode, 1985) and the VP proteins are
transported to the nucleus where capsid assembly takes place (Lombardo et al., 2000). The
NS1 protein concurrently activates genome replication (Rhode, 1989), which proceeds by a
mechanism similar to the rolling-circle replication of prokaryotes (Tattersall et Ward, 1976).
Parvovirus DNA replication thus generates genome concatemers of varying lengths,
including the dimeric replicative form (dRF, double-stranded two genomes in length) from
which the single-stranded genomes are excised and packaged into pre-formed capsids
(Cotmore et Tattersall, 2005a). Finally, the full virions are exported from the nucleus in a
process involving NS2 (Eichwald et al., 2002; Engelsma et al., 2008; Miller et Pintel, 2002)
while the rest of the virus is released following cell lysis induced by the cytotoxic activities of
the NS proteins (Anouja et al., 1997; Nuesch et al., 2009).

PPV was identified many years ago as a cause of reproduction failure in swine
(Rodeffer et al., 1975), yet little is known about the mechanisms that control its tropism both
in vivo and in vitro. In other species of the Parvovirus genus, studies have shown that
tropism was primarily determined at the cell surface. The evolution of the host-range of the
feline parvovirus strains, such as canine parvovirus (CPV) and feline panleukopenia virus
(FPV)), involved interaction between the viral capsid and the tranferrin receptor type 1 (TfR)
(Hoelzer et Parrish, 2010; Hoelzer et al., 2008; Truyen et al., 1995). Alternatively, for other
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members of the same genus, such as PPV and MVM, the virus may bind and enter many
cell types regardless of their capacity to support a fully productive infection (Ridpath et
Mengeling, 1988; Spalholz et Tattersall, 1983). In MVM, capsid residues were shown to be
partially responsible for the phenotypes of the fibrotropic (prototypic) or lymphotropic strains,
yet they do not involve attachment at the cell surface (Ball-Goodrich et Tattersall, 1992;
Gardiner et Tattersall, 1988a). Depending on the cell type, restrictions have been identified
at delivery of the incoming genome to the nucleus (Previsani et al., 1997), activation of the
early promoter (Deleu et al., 1999) and genome replication and post-encapsidation steps
(Rubio, Guerra, et Almendral, 2001). Previous studies of PPV infection of MDCK cells
demonstrated that viral genome replication and transcription are both factors limiting their
permissivity (Oraveerakul, Choi, et Molitor, 1992). Others identified a variant of the non-
pathogenic attenuated NADL-2 vaccine strain, designated P2, which had gained the ability
to replicate in canine cells after only two amino acid substitutions: one in the NS gene and
one in the capsid gene (Vasudevacharya et Compans, 1992). Our previous studies
demonstrated that a primary bovine testis cell culture (TV cells) was only sensitive to the
NADL-2 strain of PPV, while infection with the highly pathogenic Kresse strain, isolated from
skin lesions of an infected pig, was nonproductive (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996).
Comparison of the complete genome sequences between these strains identified 13
nucleotide substitutions scattered throughout the protein coding regions, only 6 of which
altered the VP protein sequence, and a 127-nucleotide repeated sequence downstream of
the VP gene cassette. Furthermore, a short Bglll restriction fragment encoding three of the
non-synonymous substitutions between the strains was responsible for restricting Kresse
replication in the TV cells and was thus termed to be the allotropic determinant.

To extend our comprehension of the mechanisms involved in this differential tropism,
cell lines were established from the primary TV cells. This report focuses on the comparison
of multiple steps of the virus replication cycle in a representative subset of the established
bovine cell lines. We demonstrate the highly dependent nature of parvovirus tropism on
cellular factors that interact at different levels of virus life cycle. Indeed, only a few
differences within the genomes of these two viral strains can endow them with distinct

replication requirements throughout their life cycle.
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Results

Establishment of the bovine cell lines and sensitivity to infection with NADL-2

and Kresse viruses

Site-directed mutagenesis demonstrated that the S436P mutation of VP2, found in
the Bglll allotropic determinant, was not necessary for the phenotype change in primary TV
cells since it could be achieved by the tandem D378G and H383Q mutations. To further
study the restrictive steps to PPV infection, bovine testis cell lines were established from the
primary TV cells (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996) in which the allotropic determinant was
identified, by stable transfection with a SV40 large T-antigen expressing plasmid. The
thirteen resulting cell lines were maintained for at least ten passages and characterized
regarding their stability, morphology and sensitivity to the two PPV strains (data not shown).
Three bovine cell lines, D10, F4, and G11, were chosen for further studies since they
represented the full spectrum of observed phenotypes to viral infection. The sensitivity of the
cell lines were compared by development of cytopathic effects (CPE) after infection at
different MOls (Table 1). The permissive PT (porcine testis) cell line (a clone of ST cells,
ATCC CRL-1746), used for culture and amplification of PPV viruses, was included as a

comparison.

Since some viral replication may take place despite the low CPE, the capacity of
these cell lines to support a productive infection was evaluated by titration of the culture
supernatants by immunofluorescence at times when the mock-infected cells reached
confluence. The quantity of infectious virus was expressed relative to the cells initially
seeded (Fluorescent Foci forming units per cell, FFU/cell) (Fig. 1 A, B). PT was the most
productive cell line with both viral strains regardless of the MOI used for infection. Infection
of F4 cells was also productive with both strains, albeit at a 1 to 1.5 log-fold lower level than
observed in the porcine cells. The G11 cell line showed a similar phenotype to F4 when
infected by the NADL-2 strain while infection with the Kresse strain was non-productive, as
had been observed in the parental TV cells. Finally, the D10 cell line failed to release any
infectious virus, regardless of the infecting strain or the MOI used for its infection.
Interestingly, bovine cells seemed to require higher MOIs than PT cells for optimal
production, indicating that fewer of the initial cells were infected allowing more expansion of
the cells and more substrate for infection (cf Fig. 1 and Table 1). The F4 cell line was thus
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termed permissive to PPV infection, while D10 was deemed to be restrictive to the virus.
G11 was permissive to NADL-2 but not to the Kresse strain.

Cell line growth rates

Parvoviruses absolutely require actively dividing cells for their replication (Tattersall,
1972). Cell-cycle progression in the bovine cell lines was monitored by incorporation of a
nucleotide analog (Edu) into replicating DNA. As shown in Fig. 1C, pulse-labeling of the cells
for 1 h at 24 h post-plating (light bars) indicated that 40-50% of cells were actively replicating
cellular DNA. When cells were labeled from 24 to 48 h after seeding, 80% of cells from each
cell line was or had been in S phase, as determined by the percentage of total cells that had
incorporated the nucleotide analog (Fig. 1C, dark bars). These results indicated that the low
virus replication observed in the bovine cell lines was not due to the cells being in a resting

or growth-arrested state.

Virus uptake at the cell surface

The uptake of both PPV viruses by the cell lines was assessed following inoculation
of plated cells at an MOI of 5 FFU. At 2 h and 4 h post-infection (p.i.) at 37°C, the cells were
extensively washed and lysed. After removal of cellular debris by centrifugation, the lysates
containing the intracellular virus were resuspended in cell culture medium and titrated by
immunofluorescence (IF) on PT cells. No significant differences were observed in the ability
of the virus to enter the PT and bovine cell lines regardless of the viral strain, although more
virus had been taken up at 4 h p.i. than at 2 h p.i (Fig. 1 D and E, NADL-2 and Kresse,
respectively). This indicated that uptake at the cell surface is not a major factor involved in
PPV tropism.

79




NADL-2
MOl PT F4 G11 D10
Mock 20% 50% 100% 20% 50% 100% 20% 50% 100% 20% 50% 100%
0,001 - - et - - + - - - - - -
0,01 - 44+ bt - - +4+ - - + - - -
0,1 - +HE+ - ++ 4+ - + + - - -

1 + R A - +H++ bt - + +++ - - +
10 L L I e T + +++4+ bbbt - ++ +++ - - +
Kresse

MOl PT F4 G11 D10
Mock 20% 50% 100% 20% 50% 100% 20% 50% 100% 20% 50% 100%
0,001 - - + - - - - - - - - -
0,01 - + ++ - - ++ - - - - - -
0,1 - ++ ++4 - ++ +++ - - - - - -
1 - S N - S a RS - - - - - -
10 - ++++ - L I s - + + - - +

Table 1. CPE developed throughout infection by PPV NADL-2 or Kresse strains on
porcine (PT) and bovine cell lines (F4, G11, D10).

Cells seeded at 10% confluency were infected at indicated MOIls and scored daily for
appearance of CPE (cell rounding, stretching and lysis) compared to mock-infected cells
(Mock). Degree of CPE is shown for confluency of 20, 50 and 100%. Results are
representative of at least 3 independent experiments. - : less than 10% CPE, + : 10-40%
CPE, ++ :40-60% CPE, +++ :60-80 % CPE , ++++ : more than 80% CPE.
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Fig. 1. Sensitivity of bovine (F4, G11, D10) and porcine (PT) cell lines to infection by
PPV strains. A.B. Infectious virus released after infection with NADL-2 (A) or Kresse
(B) strains of PPV at different MOls. Cells were seeded at 10% confluency and infected at
indicated MOIls with either viral strain. When mock-infected cells reached confluence, cell
culture supernatants were harvested and titrated by immunofluorescence on PT cells. The
measured infectious virus titers (in FFU/ml) were divided by the number of cells initially
seeded for each cell line and are expressed as (Mean + SD) Log FFU/cell from at least 3
independent experiments. C. Cell cycle progression. Actively replicating cellular DNA was
pulse-labeled with Edu for 1h (white bars) or 24h (black bars) and detected with Click-It
Alexa488 Cell proliferation Assay (Invitrogen). (Mean + SD) percentage of cell in S phase
(% Edu-labelled/total cells) was determined for at least 300 total cells in duplicate wells in 3
independent experiments. D. E. NADL-2 (D) and Kresse (E) strain internalization. Cells
were infected at an MOI of 5 FFU (Input) and incubated at 37°C for 2h or 4h. At indicated
times p.i., cells were extensively washed and lysed. Cleared lysates were resuspended in a
final volume of 1 ml of complete medium and infectious virus was titrated by
immunofiuorescence on PT cells. Results are expressed in (Mean +SD) Log FFU/ml from
duplicate wells in 3 independent experiments. No virus was detected in mock-infected cells

(data not shown).
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Generation of genomic replication intermediates

Conversion of the single-stranded incoming parvovirus genome to mRF is a
primordial step in the replication cycle, as it precedes viral transcription and depends entirely
on cellular factors (Bashir et al., 2000; Cossons, Faust, et Zannis-Hadjopoulos, 1996)
Synthesis of the different viral genome replicative forms was monitored in infected cells by
Southern blotting. As shown in Fig. 2, the mRF was observed in extracts from all cell lines,
although lower amounts were detected in the bovine cell lines. The dRF, generated by the
“rolling hairpin replication” of parvoviruses, was very limited in D10 cells and G11 infected
with the Kresse strain, consistent with the lack of replication observed by qPCR. Finally,
although the amount of dRF was also low in NADL-2-infected G11 cells, the background
level was high, likely due to the presence of replication intermediates of varying lengths.
This suggested that unwinding and duplication of the NADL-2 genome was not as efficient in
G11 cells and would correspond to a limiting step in PPV replication.
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Fig. 2. Synthesis of viral genome replication intermediates in porcine (PT) and bovine
(F4, G11, D10) cell lines after infection with NADL-2 or Kresse at an MOI of 5 FFU.
Southern blotting to detect viral genomic forms was performed on total DNA extracted from
equal cell numbers at indicated times p.i. Results are representative of at least 3
independent experiments. ss: single-stranded genome, mRF: monomer replicative form
(transcription template), dRF: dimer replicative form.
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Virus genome replication

PPV genome replication efficiency was monitored in the bovine cell lines by gPCR at
different times p.i.. Results were expressed in genome copy equivalents (GCE) normalized
to input virus after entry, but prior to replication, i.e. from 8 h p.i.. As shown in Fig. 3, virus
genome replication in PT cells was readily detected from 10 h p.i. and reached a peak at 20
h p.i.. To avoid detection of viral DNA from second round replication, the PT cells were not
monitored after 24 h. The NADL-2 genome replication was detected earlier in PT cells (10 h
vs. 12 h) and to slightly higher levels than for the Kresse strain, indicating that even in this
host-cell line, slight differences exist in genome replication efficiency between the two viral
strains (Fernandes et al., submitted for publication). Genome replication from the NADL-2
strain in the permissive bovine cell lines (F4 and G11) was delayed compared to PT cells,
starting at 16 h to 20 h and reaching a peak only at 40 h to 48 h. Second round viral DNA
replication was also seen in the F4 cell line at 60-72 h p.i. (data not shown). In F4 cells,
genome replication was equivalent between both PPV strains at a 1 log lower level than
observed in Kresse-infected PT cells. The G11 cells supported NADL-2 genome replication
at levels comparable to F4 cells, while no significant replication of the Kresse strain was
observed, even when monitored up to 72 h p.i. (data not shown). Therefore, a major
restriction point to Kresse replication in the G11 cell line was during the early steps of the
infectious cycle. No significant difference was observed in the amount of viral genome
copies per cell at 8 h p.i. between G11 and F4 infected with either strain, indicating that the
virus was not simply recycled back to the cell surface after uptake (data not shown). Finally,
the restrictive D10 cell line failed to mount any significant viral genome replication with either
strain, the DNA level remaining virtually unchanged at all time points, up to 168 h (data not
shown). This indicated that early steps in the infectious cycle are also involved in restricting
PPV replication in the D10 cell line.
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Fig. 3. Viral DNA replication kinetics in porcine (PT) and bovine (F4, G11, D10) cell
lines after infection with NADL-2 (A) or Kresse (B) at an MOI of 5 FFU. Increase in viral
GCE at indicated times p.i. was expressed as relative to initial virus DNA measured at 8 h
p.i. by gqPCR and normalized to cell numbers with c-myc DNA. Results are expressed in
(Mean +SD) Log GCE/ml from at least 3 independent experiments. Only time-points p.i.
corresponding to a single viral replication cycle are shown.
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VP synthesis

Cell fractionation of infected cell lysates and Western blotting were used to compare
accumulation of VP proteins in the cytoplasmic and nuclear compartments. Both structural
proteins were detected in all cell lines at different times p.i. when infected with either strain
(Fig. 4), although the level of protein synthesis was lower in G11 and D10 cells. This
indicated that the low amount of transcription template observed by Southern blotting was
sufficient to support some structural protein synthesis, even when the cell line failed to
release detectable amounts of infectious virus. The distribution of proteins between sub-
cellular compartments was similar in F4 and PT cells, yet the total amount of protein was
slightly higher in the bovine cell line. This could be a consequence of the delayed CPE in F4
cells (Table 1). Furthermore, while VP protein synthesis was lower in G11 cells, the
proportion of structural proteins in the cytoplasmic fraction from NADL-2 infected G11 cells
seemed higher than observed in PT or F4 cells (Fig. 4, top and bottom panels). In contrast,
cytoplasmic accumulation was not observed in Kresse infected G11 cells, suggesting that
differences within the VP proteins, or VP gene elements, may be responsible for these
effects. In D10 cells, protein synthesis was barely above the input level virus. In view of
these results, the distribution of VPs and capsids was further analyzed by
immunofluorescence and confocal microscopy.
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Fig 4. Distribution of VP proteins in cytoplasmic and nuclear fractions from porcine
(PT) and bovine (F4, G11, D10) cell lines after infection with NADL-2 or Kresse at an
MOI of 5 FFU. Infected cells were harvested at indicated times p.i. and fractionated into
crude cytoplasmic (top panels) and nuclear lysates (bottom panels). Proteins from
equivalent cell numbers were separated by SDS-PAGE and Western blotting was performed
using an antibody to the N-terminal region of VP2 thus detecting the VP1 and VP2 proteins.
Quality of extractions was assessed by probing fractions with anti-Rab5 and anti-LaminA

antibodies (data not shown).
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Structural protein distribution in infected cells

Double-labeling indirect immunofluorescence was performed to separately detect the
VP proteins and the assembled viral capsids in infected cells (MOI of 5). Antibody raised
against the N-terminal portion of VP2 allowed detection of both VP1 and VP2 in non-
assembled states. During assembly, this region is found inside the capsid but becomes
exposed immediately before genome packaging (Cotmore et Tattersall, 2005a). Therefore,
this antibody detects only pre-capsid precursors and full capsids (unpublished observations).
Alternatively, monoclonal antibody 3C9, which recognizes a structural epitope, binds to both
full and empty capsids. Confocal microscopy imaging indicated that infection of the
permissive PT and F4 cells with either strain led to nuclear accumulation of full capsids, as
observed by extensive co-localization of both antibodies (Fig. 5). Very few cells were
positive for only VP2 or only capsids at all times p.i. (data not shown), indicating that VP
translocation to the nucleus, capsid assembly and genome packaging presumably occurred
rapidly and concurrently during infection. In D10 cells infected with either PPV strain, co-
localization of both antibodies was also observed although the proportion of total positive
cells was very low (< 0.01%, data not shown), in agreement with the lesser amount of
transcription template and genome replication (Fig. 2 and 3, respectively). As observed in
the D10 cell line, only a fraction of the G11 cells displayed viral antigens (< 1% and < 0.1%,
with the NADL-2 and Kresse strains, respectively). While about 80% of infected G11 cells
displayed a normal phenotype, some NADL-2-infected cells displayed an alternate
localization of the structural proteins. Co-localization of capsid and VP2 staining in the
nucleus was weak, while cytoplasmic accumulation of capsids was evident. It is unclear
however if this resulted from aberrant cytoplasmic capsid assembly, or from accumulation of
DNA-containing capsids in the cytoplasm late in infection.
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Fig 5. Distribution of capsids and VP2 proteins in porcine (PT) and bovine (F4, G11,
D10) cell lines after infection with NADL-2 or Kresse at an MOI of 5§ FFU. Indirect
immunofluorescence and confocal microscopy imaging was performed using an antibody to
the N-terminal region of VP2 (with anti-rabbit Alexa488, left panels: VP2) to detect pre-
capsid precursors and full capsids and with monoclonal antibody 3C9 (with anti-mouse
Alexab68, center panels: Cap) to detect full and empty capsids. Perfect co-localization of
VP2 and Cap staining (yellow) is indicative of full capsid (right panels: Merge).
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Infectious virus production

The release of infectious virus was monitored by titration of the culture supernatants
harvested at different times p.i. (Fig. 6 A and B for NADL-2 and Kresse, respectively). For
each infection, the background virus measured in the supernatant at 12 h p.i. was lower than
the detection level in this assay (10 FFU/ml). Virus production was highest in the PT cell
line though the infectious titers differed by over 1.5 logs between the strains. Since the final
genome copy number increase was equivalent in PT cells when infected with either NADL-2
or Kresse, the efficiency of late steps of the infectious cycle, such as packaging and release,
would be the restrictive step of Kresse replication in the host cell line (Fernandes et al.,
submitted for publication). This strain-specific difference was not observed in the F4 cells,
suggesting that mechanisms involved in the late stages of viral replication may differ
between cell lines. Infection of the G11 cell line with the NADL-2 strain lead to a 1 log lower
virus production compared to F4 cells, likely resulting from the lower amount of dRF in this
cell line. Infection of G11 cells with the Kresse strain resulted in a slight production of
infectious virus at 60 h p.i. (4x102 FFU/ml, data not shown) suggesting the slight increase in
genome copy numbers observed at 48 h (Fig. 2B) resulted in a productive infection. As
expected, no infectious virus was released from D10 cells regardless of the strain used for
infection even when production was monitored up to 168 h (data not shown).
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Fig 6. Kinetics of infectious virus released in porcine (PT) and bovine (F4, G11, D10)
cell lines after infection with NADL-2 (A) or Kresse (B) at an MOI of 5 FFU.
Supernatants were harvested at indicated times p.i. and titrated by immunofluorescence on

PT cells. Results are expressed as (mean + SD) Log FFU/mI, from at least 3 independent

experiments.
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Discussion

PPV tropism has been difficult to study in vitro since few cells lines have been
identified that fully support a productive infection (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). In
this report, we characterized three bovine testis cell lines established from a semi-
permissive primary culture that varied greatly in their phenotype toward PPV infection. Both
viral strains were efficiently taken up by all cell lines, indicating that receptor utilization is not
an essential tropism determinant, as had been observed in canine cell lines (Oraveerakul,
Choi, et Molitor, 1992; Ridpath et Mengeling, 1988). While most parvoviruses are thought to
utilize classic receptor-mediated endocytosis pathways to enter the cells (Hansen, Qing, et
Srivastava, 2001; Mani et al., 2006; Parker et Parrish, 2000), recent studies in our laboratory
have demonstrated that a process resembling macropinocytosis is also highly important for
PPV uptake (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). No primary receptor has been identified
for PPV, yet binding to sialic acid on the cell surface is essential in both PT (Boisvert,
Fernandes, et Tijssen, 2010) and the bovine cell lines (data not shown). Attachment to the
sugar moieties at the cell surface may be sufficient for non-specific uptake and provides a
mechanistic explanation as to how parvoviruses may bind and enter cells, regardless of their
capacity to support infection.

The primary level of restriction observed in the non-pemissive cell lines (D10 with
both strains) was generation of the transcription template mRF and early genome replication
(Fig. 2 and 3). It remains unclear whether this resulted from lower nuclear delivery of the
virus or from reduced conversion of the incoming genome to the double-stranded
intermediate. However, nuclear targeting of parvovirus virions during entry is known to be an
inefficient process even in fully permissive cells, and proceeds by mechanisms which have
yet to be fully elucidated (Harbison, Chiorini, et Parrish, 2008; Mani et al., 2006; Parrish,
2010). Low expression of Pol & associated factors could explain reduced conversion of the
incoming virus DNA in the D10 cells, since these cellular components are known
participants in the initial replication of the parvovirus genome. Increased expression of
PCNA in certain cervical cancer isolates has been shown to enhance DNA replication of the
parvovirus Adeno-Associated Virus (AAV) (Kang et al, 2009), suggesting that the
expression level of these factors can alter parvovirus permissivity.

A secondary level of restriction was the cytoplasmic accumulation of capsids in the
semi-pemissive cells (Fig. 5, G11 cells with NADL-2 strain). Cytoplasmic capsid assembly
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of parvovirus VP proteins was not observed with permissive cells, but is known to occur in
insect cells (Gilbert et al., 2005; Yuan et Parrish, 2001) and has been proposed to result
from reduced nuclear transport of capsid sub-units. Recent studies have indicated that Raf-1
specific phosphorylation of MVM capsid-assembly intermediates is required for nuclear
import prior to assembly (Riolobos et al., 2010). Since the activation of components of the
MAPK signaling cascade, including Ras/Raf/MEK/ERK, can be altered in transformed cells,
it has been proposed as a factor affecting permissivity to parvovirus infection. Whether
reduced nuclear transport of NADL-2 VPs in G11 cells is responsible for cytoplasmic capsid

assembly is presently undetermined.

Alternatively, this phenotype may result from accumulation of full-capsids in the
cytoplasm late in infection. During MVM infection, the NS2 protein interacts with CRM1, a
member of the importin/karyopherin family of nuclear transport proteins, and regulates
export of capsids before the bulk of infectious particles are released through virus-induced
cell lysis (Eichwald et al., 2002; Engelsma et al., 2008; Miller et Pintel, 2002). Since lysis
does not occur efficiently in the G11 cell line (Table 1), it would be conceivable that nuclear
export of capsids would result in cytoplasmic accumulation of virions late in infection. In
either case, these results suggest that assembly/packaging/export co-factors interact
differently with the structural proteins of both viral strains, since capsid assembly seemed
normal when G11 cells were infected with Kresse. These interactions would most likely
occur within the allotropic determinant since it encodes three of the five coding differences in
the VP2 gene (H378Q, D378G, and S436P in NADL-2 and Kresse, respectively) and this
fragment was shown to be sufficient to restore Kresse replication in the parental TV cells
(Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). Interestingly, site-directed mutagenesis indicated that
the serine to proline change at residue 436 failed to have an impact on the phenotype to
infection in primary TV cells. Although its position near the 3-fold axis on the capsid surface
would seem to be in a highly accessible position, the non-conservative change may not alter
the surface configuration as had previously been assumed (Simpson et al., 2002). Indeed,
the hydroxy! ion from the serine side chain may easily link its backbone amino group, thus
creating a ring-like structure similar to the proline residue. The other two residues of the
allotropic determinant map to opposing sides of loop 3 just below the capsid surface. The
glycine found in the Kresse strain at VP2 position 383 (D378G) could be easily
accommodated due to its small size. On the contrary, the residue change at VP2 position
378 (H to Q) is much less conservative. The larger histidine would be positively charged in
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the intracellular milieu while glutamate is smaller and uncharged. Both these residues may
interact with Ser387, Ser388 and Tyr379 on the cell surface altering their accessibility and
favoring interaction of one strain with cellular counterparts (Fig. 7).

Finally, our results highlighted the great dependence of PPV on cellular factors
throughout the course of its replication cycle. Indeed, the restrictive bovine cell lines showed
replication deficiencies early in the infectious cycle, while final genome amplification and
infectious virus production were slightly lower in the most permissive bovine cell line than in
porcine cells. Furthermore, the lower productivity of Kresse infection observed in PT cells
was not seen in the F4 cell line. This is particularly interesting since NADL-2 is a porcine cell
line adapted strain that is attenuated in vivo, and has been used for vaccination. Kresse
replication may reflect natural infection more readily, suggesting that some non-host species
cells may fully support replication of both pathogenic and non-pathogenic PPV strains.
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Fig 7. Molecular modeling of residues on the capsid surface proposed to interact with
critical residues (D378G and H383Q) from the allotropic determinant. Residues D378
(red) and H383 (blue) from NADL-2 VP2 are thought to interact with conserved residues
S387 and S388 (green) and Y379 (purple) on the surface of the capsid (left panel). The
substitutions D378G and H383Q in the Kresse strain may alter interactions with cellular
factors during the infection. The residues shown are located on loop 3, near the edges of the
trimer capsid assembly sub-unit composed of 3 highly intertwined VP2 proteins (yellow,
green and red, right panel). Images were generated using PyMol software and the 1K3V
PDB file for the PPV capsid monomer.
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Materials and Methods

Cell lines and viral strains

PT cells, a clone of ST cells (ATCC CRL-1746), were obtained as previously
described (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993) and maintained in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Invitrogen) supplemented with 6.5% FBS (Wisent), and 2 mM L-
glutamine (Invitrogen). The original primary testis TV cells (Bergeron, Hebert, et Tijssen,
1996) were stably transfected with plasmid SV3-neo expressing SV40 Large T-antigen and
selected with neomycin (G418, 0.4 mg/ml). Individual cell clones were selected twice by
limiting dilution, under antibiotic selection and maintained in DMEM, supplemented as
described for PT cells, with addition of 0.1 mM Non Essential Amino Acids (NEAA,
Invitrogen) and 1 mM sodium pyruvate (Invitrogen). Among the 13 different bovine cell lines
obtained, three representative cells lines (F4, G11, D10) were used for further studies and
were stably maintained in the laboratory for at least 50 passages without any changes in
morphology or phenotype to viral infection. NADL-2 PPV strain was purchased from ATCC
(VR-742) and Kresse PPV strain was obtained as previously described (Bergeron, Hebert,
et Tijssen, 1996). Viral stocks were grown on PT cells and supernatants were used directly
for infection after a brief centrifugation to remove cellular debris (20 min, 5,000xg). The
absence of cross contamination of the virus stocks was verified by periodic sequencing.

Immunofluorescence and viral titers

Indirect immunofluoresce (IF) was carried out as described previously (Boisvert,
Fernandes, et Tijssen, 2010). Titrations were performed on PT cells in 96-well plates.
Briefly, at 20 h p.i., cells were fixed in 3% formaldehyde, permeabilized with 3% Triton X-100
and treated with monoclonal antibody 3C9-D11-H11 (ATCC CRL-1745, diluted 1:50) which
binds to both full and empty capsids, followed by secondary antibody goat anti-mouse
Alexa488 (diluted 1:2000, Invitrogen). Capsid-positive nuclei were counted in triplicate wells
containing 20-200 fluorescents foci and titres of the inoculum were calculated as FFU/mL.
For confocal imaging, cells were seeded on glass coverslips in 24-well plates, infected at
MOI of 5 FFU, were fixed at different times post-infection and permeabilized as described
above. Monoclonal antibody 3C9 was used to detect capsids while anti-VP2 antibody
(1:1500), generated by a N-terminal peptide immunization of rabbits (Zadori, Szelei, et
Tijssen, 2005), was used to detect full capsids and VP1 and VP2 in non-assembled states.
Secondary antibodies were goat anti-mouse Alexa Fluor ™ 568 and goat anti-rabbit Alexa
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Fluor ™ 488 (both 1:2000, Invitrogen). All solutions were prepared in IF buffer (DPBS 1X,
pH7.4 (Invitrogen), 0.1% BSA fraction V (Invitrogen), 0.001% Tween20, 0.02% sodium
azide), and cells were extensively washed with DPBS after each step. Coverslips were
mounted on glass slides with Fluor Preserve™ (Calbiochem). Images were collected on a
Bio-Rad Radiance 2000 confocal system with an argon-krypton laser at 488 and 568 nm
(diode, 638 nm) mounted on a Nikon E800 microscope using a 60x objective, with an
aperture of 1.4, and a 1.6x software magnification in the Lasersharp software program (Bio-
Rad).

Development of CPE after infection

The degree of CPE developed in each cell line after infection by either strain at
different MOIs was determined after seeding cells at low density in 6-well plates
(3.5x10%cells/well for PT cells, 5x10%ells/well for F4, G11 and D10 bovine cells). The
cultures were visually scored for appearance of cell rounding or * stretching ” and
detachment from the bottom of the wells at different confluence levels of the mock-infected
reference cells. Only actively growing cells are susceptible to parvovirus infection (Tattersall,
1972), therefore the degree of CPE was scored only until the mock-infected cells reached
confluence. Results were compiled from duplicate wells, in at least four independent

experiments.
Cell labelling with Edu for cell cycle analysis

Cells were seeded on glass coverslips in 24-well plates to obtain 40-50% confluence
after 24h incubation, at the start of labelling (5x10%cells/well for PT cells, 3.5x10%ells/well
for F4 and G11 cells and 2x10%cells/well for D10 cells), and staining was performed with the
Click-It Edu labelling system (Invitrogen). Edu incorporation was established both for one-
hour pulses after 24 h of cell growth and over a 24 h period 24 h post plating. For pulse-
labelling assays, coverslips were inverted on 15 pl of complete medium supplemented with
10 pM Edu, and incubated for 1h at 37°C in a humidified incubator under 5% CO,.
Coverslips were then fixed for 30 min in 3% formaldehyde in IF buffer as described above.
To determine the percentage of cells that underwent cell replication in S phase within 24h,
cell medium was supplemented with 4.2 uM Edu at 24 h post-plating and incubation was
continued for an additional 24 h and fixed as above. After fixation, cells were washed in PBS
and permeabilized for 30 min with 3% Triton-X100 in IF buffer. Following extensive washing,
cells were labelled with the Click-IT Edu Alexa 488 Cell Proliferation Assay™ (Invitrogen)
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according to the manufacturer's recommendations. Total cell DNA was then stained with
Hoechst 33342 (2 pg/ml) for 30 min. Cells were mounted on glass slides with Fluor
Preserve™ (Calbiochem) and counted under fluorescence microscope. In each assay, the
ratio of Edu-Alexa Fluor™488 labelled cells to total cells (Hoechst) were scored from at least
300 total cells in duplicate slides, from at least 3 independent experiments. Results were
expressed as mean + SEM percent of cells in S phase (Edu-Alexa Fluor™488
labelled/Hoechst labelled).

Virus uptake assays

Cells were seeded in 24-well plates at 5x10* cells/well. After a 16 h incubation to allow for
cell attachment, cells were infected with either NADL-2 or Kresse viruses at an MOI of 5. At
2 h and 4 h p.i., cells were extensively washed with PBS and were harvested in 100 pl lysis
buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% CHAPS). The lysates were
centrifuged to remove cell debris (15 min, 21,000xg, 4°C) and cleared lysates were diluted
to a final volume of 1 ml in cell medium. Infectious virus in cleared lysates from mock or
infected cells and aliquots of input virus were titrated by indirect immunofluorescence as

described below.
Southern blotting

Cells were seeded in duplicate wells of a 6-well plate (2x10° cells/well) and infected
with either viral strain (MOl of 5 FFU). At 8h p.i., inocula were removed, cells were
extensively washed in PBS and fresh medium was added. At each time point p.i., cells were
harvested with trypsin and centrifuged 10 min at 21,000xg. The cell pellets were
resuspended in 200 pl STE (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA), and frozen at
-20°C until DNA was extracted by a modified Hirt protocol. Briefly, 800 pl of heated lysis
buffer (0.75% SDS, 20 mM Tris pH 8.0, 1.25 M NaCl, 1 mM EDTA, 100 yg/ml Rnase A, 150
pg/mi proteinase K) was added to the samples and incubated at 37°C for 4h, then chilled to
-20°C for at least 30 min. Samples were centrifuged 15 min at 21,000xg at 4°C. DNA was
extracted from supernatants using one volume of Miniprep Express Matrix (MP Biomedicals)
according to the manufacturer's instructions. Samples were resuspended in a final volume of
40 ul H,0. Total DNA extracted for each sample was loaded on a 0.8% agarose gel in
1xTAE (40 mM Tris, 5mM acetate, ImM EDTA, pH 7.8) and electrophoresis was carried out
at 80 V for 2.5 h. The DNA in the gel was depurinated, denatured and neutralized as
described in Dig Application guide for Filter Hybridization (Roche Applied Science). The
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DNA was then vacuum-transferred to positively-charged nylon membranes in 20xSSC (0.3
M sodium citrate, 3 M NaCl) for 2 h at 50 psi. Membranes were washed in 6xSSC for 5 min,
air-dried for 20 min and DNA was fixed by UV-crosslinking. Membranes were then pre-
hybridized in high-SDS hybridization buffer (50% formamide, 2% Blocking Buffer (Roche
Applied Science), 5xSSC, 50 mM sodium phosphate pH 7.0, 1% N-lauryl-sarcosine) for 2 h
at 50°C. A PCR fragment of the PPV NS coding region was labelled by random-priming with
DIG-High-Prime according to the manufacturer’s instructions (Roche Applied Science) and
was hybridized to membranes as described in Dig Application guide for Filter Hybridization
(Roche Applied Science). Following hybridization, blots were washed twice in low stringency
buffer (2x SSC, 0.1% SDS) at room temperature and twice in high stringency buffer (0.1x
SSC, 0.1% SDS at 65°C) to remove unbound probe. Detection of the probe was performed
with monoclonal anti-DIG antibody as suggested by the manufacturer (Roche Applied
Science) and alkaline phosphatase conjugated goat anti-mouse (AP) secondary antibody
(1:1000, Bio-Rad Laboratories). Colorimetric detection was carried out with NBT/BCIP
(Roche Applied Science) according to the manufacturer's recommendations. Blots shown

are representative of at least three independent experiments.
Cell fractionation and Western blotting

Cells were fractionated using a differential detergent lysis protocol adapted from (Andrews et
Faller, 1991). Briefly, 4x10° cells were harvested at different times p.i., scraped in ice-cold
PBS and pelleted by quick centrifugation. The cell pellet was allowed to swell on ice for 10
min in a hypotonic buffer (10 mM Hepes-KOH pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0.5 mM
DTT, 1x complete EDTA-Free Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science)) and
vortexed for 10 sec. After brief centrifugation, the cytoplasmic fraction was collected and the
pellet was resuspended in a hypertonic buffer (20 mM Hepes-KOH pH 7.9, 25% glycerol,
420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, and 1x complete EDTA-Free
Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science)) and allowed to sit on ice for 20 min.
After a 2 min centrifugation at 15,000xg at 4°C, the nuclear fraction was collected and the
pellet was discarded. Amounts corresponding to equivalent cells numbers from each fraction
were separated by 7.5% SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad
Laboratories) and western blotting was performed as described Blots were probed with
primary antibodies to VP2 (1:1000), anti-B-tubulin and anti-LaminA (Sigma-Aldrich) and AP-
conjugated secondary antibodies (goat anti-mouse and goat anti-rabbit, Bio-Rad
Laboratories) according to the manufacturer's suggested conditions and colorimetric
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detection was performed as described above. Blots shown are representative of at least
three independent experiments.

qPCR

DNA was extracted from infected cells by the modified Hirt extraction described
above for Southern blotting. gPCR on PT cells was performed as described (Boisvert,
Fernandes, et Tijssen, 2010). For bovine cell normalization, bovine c-myc (GenBank
AF519455) was cloned in pSmartHC-AmpR (GenBank AF399742) using forward primer 5'-
CTTAAGCTTGAATCGGGGTCACCCTCT-3' and reverse primer 5'-
CTGTCTAGAGTAGCTGTTCAAGTTTGAGTTTCAAC-3' between Hindill and Xbal sites.
gPCR was performed with forward primer 5'-AGCGCCAGAGGAGAAACGAG-3' and reverse
primer 5-GTTTCAACTGTTCTCGCCTCTTCTG-3' and was linear in the range of 0.5 fg to 1
ng. Primer specificity was verified using BLAST analysis and melting curve analysis from
60°C to 95°C with a temperature increase at each stop of 1°C for 30 sec. Viral DNA was
expressed in GCE as the increase after entry, but before replication, i.e. from the GCE
measured at 8h p.i in each experiment. Results shown are Mean Fold Increase + SD (Log
GCE) from at least 3 independent experiments.

Capsid protein modeling

Residues in proximity to D378 and H383 in VP2 were illustrated with PyMol using the
PDB 1K3V. Trimers were generated with oligomer generator utilities from the Viperdb web
site (http://viperdb.scripps.edu/) and the proteins were accessed individually after
introducing the coordinates of each protein in the line ENDMDL and a line MODEL 1, (or 2,
3) using the software editor ConTEXT.
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Deuxieme article

Clonage sans traces et échanges de domaines de molécules d’ADN synthétiques et/ou

complexes
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Résumé du deuxiéme article

Fernandes, S., and P. Tijssen. 2009. Seamless cloning and domain swapping of synthetic
and complex DNA. Anal. Biochem, 385 (1):171-3.

L'utilisation de I'ADN synthétique peut permettre d'éviter plusieurs problémes
rencontrés avec les techniques classiques de biologie moléculaire lors de la manipulation
d’ADN ayant de forts pourcentages en CG, des structures secondaires complexes ou des
séquences répétées. Toutefois, ces ADN complexes sont parfois résistants a 'amplification
par PCR et a la synthése par I'entremise d'oligonucléotides. Par la méthode décrite ici, de
longs fragments d'ADN ont été assemblés de fagon séquentielle, malgré 'absence de sites
de restrictions, afin de générer un plus long segment dans lequel toutes les traces de
modification sont enlevées. Ce systéme de clonage sans traces permet donc la
reconstruction de molécules d'ADN complexes de longueurs trés variables a partir de
fragments plus petits facilement synthétisés, et d’échanger des segments entre diverses

molécules pour des analyses phénotypiques.
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Abstract

The use of synthetic DNA can avoid problems that are sometimes encountered with
conventional molecular biology techniques using DNA with high GC content, strong
secondary structures or repeat sequences. However, very complex DNA may still resist
PCR and synthesis of DNA from oligonucleotides. In the method described here, separately
synthesized DNA segments were seamlessly joined independently of the presence of
restriction sites in the target DNA. This method allowed the reconstruction of complex DNA
by concatenation of easily synthesized segments and permitted repeated swapping of
segments, from a few nucleotides to large fragments, of complex DNA for phenotypic
analysis.

Keywords

Cloning, complex DNA, Type IIB restriction endonucleases
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Synthetic genes or genomes have become increasingly convenient tools to optimize
protein expression or to obtain DNA chimeras to study regulatory elements by their related
phenotypes. Chemical synthesis of DNA is usually efficiently achieved by assembly of
synthetic oligonucleotides by (asymmetric) PCR [1-4]. Problems arise, however, with
complex secondary structures, such as tight, extensive hairpins that resist reliable PCR-
mediated recombination, repeats as well as when restriction sites are lacking. Likewise,
approaches to obtain chimeras of DNA by conventional methods used in molecular biology,
such as PCR-mediated recombination, usually fail with such DNA. An example of complex
DNA is the right-hand terminus of the porcine parvovirus genome. The 5'-end of this single-
stranded DNA (minus strand) forms a hairpin of 220 nucleotides with a high GC content and
is almost perfectly base-paired, except for a bubble of a few nucleotides that correspond to
the dyad symmetry nucleotides when a cruciform structure is assumed [5,6; Fig. 1].
Furthermore, this hairpin is preceded by a repeat of 127 nucleotides and no suitable
restriction sites are present in the terminal 1kb of this genome preventing the use of

conventional methods to swap segments from different strains for phenotypic analysis.

To study the different elements in this non-coding, terminal region of 500
nucleotides, chimeras needed to be made of the DNA from different virus strains that could
then be introduced in the infectious clone (plasmid containing the complete viral genome
that will produce virus upon transfection into susceptible host cells) for phenotypic studies.
Moreover, these clones were required to be highly stable to prevent knockout of critical

elements and overgrowth of fitter mutants.

The approach we have devised consists of synthesizing the different segments that
do not pose a problem individually and then to connect them by seamless cloning using
recently discovered type IIB restriction endonucleases [7, 8]. These enzymes recognize
bipartite sequences (Table 1) and cut at either side of the recognition site to release it on a
short DNA fragment (depending on the enzyme 30-35 nts). Each synthetic DNA segment
was designed to carry half a restriction site of the type [IB enzyme and a cloning site at its
terminus. Connecting the segments by cloning reconstituted the full site that allowed auto-
excision and, after re-ligation, generated the desired original sequence (Fig. 1). In the
example given, the auto-excising Bcgl restriction enzyme recognizes the discontinuous
sequence CGA(N)sTGC. It cleaves the DNA substrate twice, at 10 nucleotides from each
end of the recognition site, leaving two 2-base 3'-overhangs and excising a 34 base-pair
fragment from the targeted DNA segment. The sequences of the overhangs were chosen to
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correspond to the last 2 nucleotides of segment A so that ligation of fragment A to fragment
B yielded seamless clones (Fig. 1). The (N)s within the discontinuous recognition sequence
of the type IIB enzyme allowed the placement of another restriction site to specifically
connect segments A and B, and to re-create the Bcgl recognition sequence. Since many
restriction sites can be chosen for (N), different sites can be designed at either ends of the
segment when multiple fragments need to be connected. Obviously, the approach of
inserting half-sites of the auto-excising enzymes at the ends of synthetic DNA is also
possible for PCR fragments by designing primers in the same fashion.

We found it useful to introduce a muitiple cloning site with a defined order of
restriction sites in the vector to correlate with those in the segments. When using only one
type of auto-excising restriction enzyme, such as Bcgl, the connection of segments A and B
needs to be fully completed before segment C can be cloned and similarly joined. However,
there are quite a few alternatives to Bcgl (Table 1). Our system therefore enabled us to clone
a series of segments in the desired order provided each segment was separated from the
next one with a different auto-excising restriction enzyme. Sometimes a vector or insert may
already carry the recognition sequence of the auto-excising restriction enzyme (e.g. bla
gene usually carries the Bcgl site). When no alternative enzymes can be used, a silent
mutation can usually be introduced to inactivate the original site. Finally, an important
advantage of having the different DNA segments to be studied in the same vector is that a
set of clones can be generated in which all except one are connected. This segment can

then be easily swapped for phenotypic studies.

The stability of the complex DNA in these clones was not self-evident. Terminal
hairpins of parvoviruses are notorious for their instability. For instance, the human
parvovirus B19 was already cloned and sequenced, except for the termini, in 1986 [9];
however it was only in 2004 that an infectious and stable clone was obtained [10]. We
observed that using transcription terminators on both sides of the muitiple cloning site (as in
pSmart™, Lucigen), lower-copy number plasmids (e.g., pSmart™-LC, Lucigen), the use of
recombination-deficient bacteria (e.g. Sure-ll, Stratagene) and lower incubation
temperatures (e.g. 30°C) yielded clones with excellent stability. A large number of over-night
cultures (>15) and subsequent sequencing and transfection showed the integrity of the

genome and maintenance of their infectivity.
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The method described here has allowed convenient seamless cloning of complex
DNA, from either synthetic or PCR DNA fragments, by concatenation of individually, easily
synthesized segments. It provides system for rapid and very efficient exchange of segments,
ranging from a few nucleotides to large fragments of complex DNA, for further phenotypic

analysis.
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Table 1. Useful “auto-excision” restriction enzymes for seamless cloning

Ajul

Alfl

Alol

Bael

Barl

Begl

Bpll

BsaXI

CspCl

Fall

Ppil

Psrl

Tstl

(N)7112GAA(N)7TTGG(N)11/6

(N)1012GCA(N)s TGC(N)12/10

(N)712GAAC(N)s TCC(N)12/7

(N)10/15AC(N)4GTAYC(N)1277

(N)7/12GAAG(N)6 TAC(N)12/7

(N)10112CGA(N)s TGC(N)12/10

(N)8/13GAG(N)sCTC(N)13/8

(N)g/12AC(N)sCTCC(N)10s7

(N)11/13CAA(N)sGTGG(N)12/10

(N)8/13AAG(N)sCTT(N)13/8

(N)7/12GAAC(N)sCTC(N)13/8

(N)712GAAC(N)s TAC(N)12/7

(N)8/13CAC(N)e TCC(N)12/7

pUC57

0

o

o

N

o

pBS pS-Kan
0 1
0 1
1 0
0 0
0 0
1 0
0 0
2 1
0 0
0 0
3 0
0 0
0 0

pS-Amp

All enzymes produce 3' overhangs. Vectors: pUC57 (GenBank Y14837), pBS is pBluescript
Il KS(-) (GenBank X52329), pS is pSmart-HC (high-copy) with kanamycin (GenBank
AF432107) and ampicillin (Genbank AF399742) resistance genes. Position of cleavage of
Alol and CspClI may shift 1 nucleotide depending on context (design similar context). Alfl in

pUCS7 is in MCS.
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A Right-hand terminus of porcine parvovirus

D e v/ T -
ORF-VP | . 5 -stretc
A R =
e —~— ~—Unique
Two 127 nts repeats 60 nts 220 nts hairpin
B Seamless cloning
Bael BsaXi Begl
U, I oy N e H ~1 U;
A T B c T D
Xhol Pjs-tl BamH|
1. Segment C Segment D

-« « GETCGCTTTGGGEGACTAACCARGCGGCTCTGCCGCTTGGTTAGTCGE . L .

2.. C-CGACTFLACCAAGCGGC;' {N) , (;QAIGGATCC {N},
Segment C Segment D

..................................

iN} J3GATCCRGC (M), ,CTCTGCCGCTTG. .

3. . GCGACTAACCAAGCGGCT(N) , CCAggat coTGT (N} u.ig{]CTGCCGCTTG. .
. .CGCTGATTGGTTCGCARA (n) |, GCTeetagghCt (n) | JGRGACGGCGRAC. .

4...GGTCCCTTTCSGCGACTAACCAAGCGGCTCTCCCGCTT GGTTAGTCGC . . &

Bael BsaxXI
U, e P e B . Uz
— A -+ B T c ‘' b
Xhnl Pstl

Figure 1. Principles of seamless cloning and domain swapping. A. The right terminus of a
parvovirus genome is an example of DNA that resists PCR. Although it could not be
synthesized as a whole domain, individual segments can be synthesized, as illustrated
around the dyad symmetry (boxed). B.1 shows the sequence of segments A and B around
the dyad sequence (underlined) that were separately synthesized (B.2) while adding Begl
half-sites (CGA and TGC, respectively; underlined) and a BamHI site (GGATCC; double
underlined). Cloning with BamHI allowed the regenaration of a complete Bcgl site (B.3).
Auto-excision through Begl and re-ligation yielded the desired sequence (B.4). It is critical
that the sequences of segments A and B are at the proper distance from the restriction site
and that segment B is preceded by the identical sequence of the one found in segment A
overhang. A large number of segments can be introduced in a single vector when different
type 1B enzymes are used. A set of clones in which these fragments can still be swapped
can be generated (u is a unique restriction site useful to transfer the whole insert to, e.g., an

infectious clone).
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Troisieme article

Les éléments génétiques portés par la région VP du Parvovirus porcins sont critiques a
I'efficacité de la réplication du virus en culture cellulaire
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Résumé du troisiéme article

Fernandes, S., Boisvert, M. and Tijssen, P. 2011. Genetic elements in the VP region of

Porcine Parvovirus are critical to replication efficiency in cell culture. J. Virol.85, 3025-9.

Les facteurs impliqués dans le contréle de la réplication du Parvovirus Porcin (PPV) sont
meéconnus. Les deux souches prototypes du PPV, NADL-2 et Kresse, different dans leur
pathogénécité tant in vivo qu’in vitro bien que leur séquence génomique soit quasi-identique
(13 substitutions de nucléotides dans la région codante et une répétition de 127-nucléotides
dans les régions non-codantes). Nous avons créé une série de chiméres de ces souches
afin d'identifier les éléments génétiques qui définissent I'efficacité de réplication du virus
dans les cellules hétes d'origine porcine. Nous avons démontré que les protéines de la
capside sont les déterminants ultimes de l'efficacité de la réplication virale bien gqu'une
interaction entre la protéine NS1 et le géne codant pour les protéines structurales et les
séquences répétées est susceptible d'influer sur I'efficacité finale de I'infection.
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Abstract

Factors controlling Porcine Parvovirus (PPV) replication efficiency are poorly characterized.
Two prototype strains of PPV, NADL-2 and Kresse, differ greatly in pathogenic capacity both
in vivo and in vitro, yet their genomic sequence is nearly identical (13 single-nucleotide
substitutions and a 127-nucleotide non-coding repeated sequence). We have created a
series of chimeras of these strains to identify the genetic elements involved in replication
efficiency in the host porcine cell line. While the capsid proteins ultimately determine viral
replication fitness, interaction between the NS1 protein and the VP gene occurs and

involves interaction with the non-coding repeated sequence.
Abstract word count: 97
Keywords: Virus replication, Porcine parvovirus, Fitness Assay

Body text word count: 1608
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Porcine Parvovirus (PPV) is a non-enveloped icosahedral virus that causes
reproductive failure in swine. Like its close relatives from the Parvovirus genus
(Parvovirinae, Parvoviridae family), PPV has a linear, single-stranded 5kb DNA genome of
negative polarity, characterized by distinct hairpin termini (Tattersall, 2006). The large non-
structural (NS) protein, NS1, is involved in genome replication (Nuesch et al., 1998b: Rhode,
1989), transcription regulation (Hanson et Rhode, 1991; Rhode et Richard, 1987) and
cytotoxicity (Anouja et al., 1997; Nuesch et Rommelaere, 2006), while the NS2 protein
participates in capsid assembly (Cotmore et al., 1997) and nuclear export (Eichwald et al.,
2002; Miller et Pintel, 2002). The structural proteins (VP), VP1 and VP2, assemble in a 1:10
ratio to form the 25-nm diameter capsid (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993; Jongeneel et
al., 1986; Tsao et al., 1991). Little is known about the mechanisms that control parvoviruses
tropism. For PPV, permissivity is not determined at the cell surface (Oraveerakul, Choi, et
Molitor, 1992; Ridpath et Mengeling, 1988) since a high proportion of virus has been shown
to enter cells by non-specific pathways similar to macropinocytosis (Boisvert, Fernandes, et
Tijssen, 2010). The genomes of two PPV strains, NADL-2 and Kresse, differ by only 13
nucleotides (nts) and by a 127-nt duplicated sequence near the right-end hairpin in the
NADL-2 genome, yet they replicate with different efficiencies, both in porcine and bovine
cells (Fig. 1A) (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996; Tijssen et al., 1995). Some strains of
MVM, CPV and H1 parvoviruses also have variable tandem repeats (65, 60 and 55 nts,
respectively) (Cotmore et Tattersall, 2006). The benefits of these repeats for replication
remain controversial (Cossons et al., 1996; Shangjin, Cortey, et Segales, 2009).

Interestingly, sequencing analysis of PPV contaminants in pancrelipase extract pools
suggested that the variability of North American isolates is very low compared to those in
Europe, Brazil and China (Table 1) (Martins Soares et al., 2003; Zhang et al.; Zimmermann
et al., 2006). While no substitutions from the Kresse strain were observed in the C-terminal
portion of the VP proteins (nts 3869-4546) (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996), nearly full-
length sequences of the NS gene revealed that the contaminants contained substitutions
from both stains (NADL-2: ¢537, a1971 and Kresse : a405, g1533, c1668). A single non-
synonymous substitution in the NS1 region was observed in 2 lots from 2009 (a875¢,
R195K). The significance of these changes is presently unknown.

To determine which genetic elements of NADL-2 and Kresse are involved in the
difference in replication efficiency in the host porcine testis cell line (PT), chimeras were
constructed from the infectious clones (Fernandes et Tijssen, 2009). A seamless cloning
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system was used to swap segments in the right-hand terminus, including the hairpin, the
254-nt or 127-nt repeated sequences from NADL-2 (Rn) or Kresse strain (Rk), respectively,
and the terminal 524 nts of the VP gene (Coding Region 3, CR3) (Fig. 1A). Two other
segments were swapped in the rest of the genome using classical methods. The first
fragment, CR1, encompassed the entire NS gene and the 5’ region of the VP gene. The
second segment (CR2), corresponding to the central part of the VP region, contained two of
the three non-synonymous substitutions (D378G and H383Q, from NADL-2 to Kresse)
previously identified as part of the allotropic determinant for primary bovine testis cells
(Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). The third residue from this determinant (S436P), within
CR3, was recently shown not to be involved in tropism (S. Fernandes, M. Boisvert, J. Szelei
and P.Tijssen, submitted for publication). In total, 14 different chimeras were constructed
(Fig. 1B, named X-YnRxy with X being the backbone, Yn the insert from the other strain and
Rxy the repeat) and transfected in PT cells (Zadori, Szelei, et Tijssen, 2005). Infection of
fresh cells with the transfection supernatant produced small virus stocks that were titrated by
immunofluorescence (IF) (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010) and verified by sequencing
of PCR fragments overlapping the entire genome. These stocks were used to infect PT cells
at an MOI of 2 Fluorescent Foci forming units (FFU) to compare the replication efficiency in

single-round infection assays.
VP gene elements and repeats influence replication efficiency

Viral genome replication was monitored by qPCR on cell lysates harvested at
different times post-infection (p.i.) as described (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010;
Wilhelm et al., 2006). Results are expressed as the increase in log viral genome copy
equivalents (GCE)/cell over initial GCE/cell at 8 h p.i. (Fig. 2A, B) (Zadori et al., 2001). Early
genome replication of Kresse was significantly lower than that of NADL-2 (Fig. 2A).
Introducing CR2N into Kresse increased its early replication significantly or even to NADL-2
levels (K-N2, K-N2Rn, K-N23, K-N23Rn). However, the inverse construct (N-K2) did not
decrease NADL-2 levels to that of Kresse, unless the repeat was also swapped (N-K2Rk).
N-K23 and N-K23Rk appeared normal in early replication but had a diminished replication
from 10-20 h p.i. (Fig. 2B). Replication was usually further impaired by introducing CR3N in
Kresse (K-N23, K-N23Rn vs. K-N2, K-N2Rn and K-N3 vs. Kresse) unless the NADL-2
repeat was introduced too (K-N3Rn vs. K-N3). Swapping CR3N into Kresse replaces a
lysine on the capsid surface by an arginine which could affect ubiquitination that was
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Table 1: Sequence analysis of PPV pools in pancrelipase extracts produced in North

America between 2005 and 2009.

Nt
403 405 537 875 1533 1668 1971 3942 3958 4115 4503
NADL-2 c g c a a a a a c t g
Kresse c a t a o] c c g a c a
PPVAx2005 nd. nd. c n.d. g c a g a c a
PPVAx2007 tc ta c nd. g c a g a c a
PPVAx2009-1 fc ta c o] g c a g a c a
PPVAx2009-2  ic ta c g g c a__ g a c a

PPV genomes were amplified by overlapping PCR fragments and sequenced by standard
methods. Some substitutions were not fully conserved (nts 403 and 405). Sequences
covered the following nucleotides in the different samples: PPVAx2005:1279-2345 and
3848-4679, PPVAX2007: 308-832, 1018-2343 and 3869-4675, PPVAx2009-1: 303-2343 and
3842-4677, PPVAX2009-2: 303-2369 and 3862-4546 and were compared to the sequences
of NADL-2 (NCBI Reference Sequence: NC_001718.1) and Kresse strains (GenBank:
U44978.1). Residues in bold are within the Bgl II fragment (allotropic determinant) identified
in bovine cells (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). Residues in italics are different from
both prototype strains. n.d.: not determined.
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Fig. 1. Construction of chimeras from the NADL-2 and Kresse PPV strains. A. The
genomes of the two wild-type strains differ by 13 nts in their coding regions (CR1-3) (grey
boxes) and by the repeated sequence downstream of the VP gene (white boxes). No
differences are located within the hairpin termini (black boxes). The 127-nt (Rk) or the 254-nt
repeated sequence (Rn) and the terminal 524 nts of the coding region (CR3) were amplified
by PCR and swapped between backbones by seamless cloning (Fernandes et Tijssen,
2009). The CR1 and CR2 fragments were swapped in the infectious clones by classical
methods. The CR1 fragment (Pstl-Hindlll, nts 290-3322) contained the entire NS coding
region, including five synonymous mutation from NADL-2 to Kresse (a405g, c537t, a1533g,
a1668c, a1971c) and the first of the non-synonymous substitutions in the VP coding region
(T45S in VP2 and L42V in SAT from NADL-2 to Kresse) (Bergeron, Menezes, et Tijssen,
1993; Zadori, Szelei, et Tijssen, 2005). The CR2 fragment (Hindlll-Sacl, nts 3322-4025)
contained both silent mutations in the VP gene (nts g3163a, ¢3403t) and three of the non-
synonymous substitutions (1215T, D378G, H383Q, VP2 numbering NADL-2 to Kresse). The
C-terminal portion of the VP coding region contained the final two substitutions between the
strains (VP2 residues S436P and R565K). Residues D378G and H383Q in CR2 and S436P
in CR3 are in the Bglll fragment that was previously identified as the allotropic determinant
of the PPV strains in primary bovine testis cells (Bergeron, Menezes, et Tijssen, 1993). B. A
total of 14 chimeras were constructed by swapping CR1, CR2, CR3 and Rn or Rk between
the NADL-2 (N2, dark grey), and Kresse (Kr, light grey) strains. Naming scheme is X-YnRxy
with X being the backbone, Yn the insert from the other strain and Rxy the repeat.

126




recently shown to be critical for PPV infection (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). At 20
hp.i., most differences in viral DNA replication were no longer apparent (Fig. 2B). Notable
exceptions were the above mentioned N-K23 and N-K23Rk, and construct N-K3, that all
showed surprisingly normal replication between 8 and 10 h p.i.. In contrast, N-K3Rk
displayed replication level similar to other chimeras. These results suggested that R regions
interacted with elements in the VP gene or the capsid, both early and late in the infection.

CR2 and CR3 from NADL-2 are required for optimal virus production

Infectious virus production was monitored at different times p.i. by titration of
supernatants on PT cells by IF (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). Release of virus was
apparent by 16 h p.i. (data not shown) and continued to increase to 24 h p.i. (Fig. 2C), by
which time cytopathic effects were apparent. As seen with late genome replication,
combining CR2K or CR3K with Rn markedly decreased infectious virus production.
Furthermore, chimeras containing both CR2N and CR3N released more infectious virus
regardless of Rn/Rk or CR1. No differences were observed in VP protein accumulation at 16
h p.i. as assessed by Western blotting, suggesting that lower virus production was not due
to reduced VP synthesis (data not shown). Capsid stability may be increased when CR2 and
CR3 from the same strain are combined since VP2 residues 378, 383 from CR2 are
positioned on adjoining sides of loop3 while residue 565 from CR3 is positioned on the loop
immediately adjacent to it, in close contact with the conserved L384 (Simpson et al., 2002).

CR2K and Rn are incompatible for efficient packaging

The infectivity ratio of the virus released from each chimera was determined by
comparing the number of viral genome copies in the supernatant (by qPCR) to the infectious
titres measured by IF. At 20 h p.i. (Fig 2D), concurrent with the bulk release of virus,
significant differences were seen in the infectivity ratios, most notably when CR2K and Rn
were combined (K-Rn, K-N3Rn, N-K23, N-K2). Although VP residues 215, 378 and 383 are
located on or near the capsid surface, we propose that the DNA sequence may also interact
infectious virus production. Furthermore, chimeras containing both CR2N and CR3N
released more infectious virus regardless of Rn/Rk or CR1. No differences were observed in
VP protein accumulation at 16 h p.i. as assessed by Western blotting, suggesting that lower
virus production was not due to reduced VP synthesis (data not shown). Capsid stability
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Fig. 2. Replication of the chimeras and wild-type strains in single-round infections
assays. Early (A) and late (B) viral genome replication. Viral genome copy numbers were
measure by gPCR and normalized to cell numbers using the c-myc gene to account for
differences in efficiency in DNA extractions and between independent experiments
(Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). Results are expressed as fold-increase in Log
genome copy equivalents (GCE) between 8-10 h p.i. (A) or between 8-20 h p.i. (B) (mean +
SD from at least three representative independent experiments). C. Infectious virus
production at 24 h p.i. Supernatant from cells infected with either chimera were titrated by
immunofluorescence (IF) (Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010) and expressed as (mean +
SEM) Log FFU/m, from at least three representative independent experiments. D. Infectivity
of the virus released at 20 h p.i. Supernatants from infected cells were titrated by IF and viral
genome copy numbers were determined by gqPCR. Results are expressed as (mean + SD)
Log GCE/FFU. Means were compared by unpaired two-tailed t test with N2 *p<0.05,
**p<0.01, or with Kr °<0.01.
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may be increased when CR2 and CR3 from the same strain are combined since VP2
residues 378, 383 from CR2 are positioned on adjoining sides of loop3 while residue 565
from CR3 is positioned on the loop immediately adjacent to it, in close contact with the
conserved L384 (Simpson et al., 2002).

CR2K and Rn are incompatible for efficient packaging

The infectivity ratio of the virus released from each chimera was determined by
comparing the number of viral genome copies in the supernatant (by gPCR) to the infectious
titres measured by IF. At 20 h p.i. (Fig 2D), concurrent with the bulk release of virus,
significant differences were seen in the infectivity ratios, most notably when CR2K and Rn
were combined (K-Rn, K-N3Rn, N-K23, N-K2). Although VP residues 215, 378 and 383 are
located on or near the capsid surface, we propose that the DNA sequence may also interact
with the packaging machinery. Recent studies on MVM have shown that the NS1 protein
binds with different affinities to moderately conserved consensus binding sites (TGGT)
scattered across the genome and may serve to stabilise the DNA much like chromatin
(Cotmore, Gottlieb, et Tattersall, 2007). Interestingly, in the PPV coding regions, there are
21 potential NS1-binding sites in the CR2 fragment while only 56 more are found in the rest
of the protein coding sequence (21 (TGGT) in 703nts or 1 site every 33nts in CR2 vs. 56 in
3554 nts or 1 in every 63 nts in CR1 and CR3 combined). Furthermore, the t3453c
substitution (VP2 1215T, from NADL-2 to Kresse) potentially creates an additional binding
site within the Kresse genome. Since NS1 binding sites also occur in the repeated region (3
in Rn and 2 in Rk), negative interactions may occur between the extra binding sites found by
combining CR2K and Rn. This may slow the packaging process such that a higher
percentage of genomes would be partially encapsidated, therefore increasing the GCE to
FFU ratio.

CR2-3 from NADL-2 ultimately determines viral fitness

To identify the genomic fragment that most significantly contributed to replication
efficiency, a fithess competition assay was designed. All possible pairs of chimeras were
co-transfected in PT cells. After two subsequent passages, the dominant chimera in the
supernatant was identified by comparing the sequence (Fig. 3A) and the size of PCR
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Figure 3. Relative replication fitness of the chimeras. A. The chimeras were co-
transfected in pairs in PT cells and the supernatants were used to re-infect cells for one or
two viral passages. PCR on final supernatants (Sn) were analysed by sequencing (A) to
determine dominance. Example is shown for amplification of CR2 (c3958a) after co-
transfection of chimeras N-K3 and N-K2Rk (PO: sequencing of input DNA for transfection,
P1 : Sequencing of Sn from 1 viral passage, P2 : Sequencing of Sn from 2" viral passage).
B. Dominance was also verified by comparing the amount of DNA in Sn at different times
post-transfection (P1) and after first viral passage (P2), in co-transfection with chimeras
differing in the origin of Rn (top band) and Rk (bottom band). P1: PCR on Sn from co-
transfections with (N2 and N-Rk), (N2 and K-N3) or (K-N3Rn and N-Rk) 1: PCR on input
DNA, 2: PCR on Sn harvested at 24 h, 3: PCR on Sn harvested at 48h , 4: PCR on Sn
harvested at 72 h. P2: Sn harvested at 24 h from co-transfections were used to infected
fresh cells, 1: PCR on input virus (same as P1 #2), 2: PCR on Sn harvested at 48 h p.i. from
1% viral passage. Based on shown results N2 is dominant over N-Rk, N2 is dominant over K-
N3 and N-Rk is dominant over K-N3Rn C. Relative replication fitness of each chimera was
determined from dominance of each clone in co-transfection and re-infection experiments
(120 combinations in total, 2 rounds of re-infection, in three independent experiments)

determined as shown in A and B.
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fragments (Fig. 3B). Sorting the chimeras according to dominance indicated that CR2-3N
was the most important determinant of fitness in PT cells, while Rn was a secondary factor
(Fig. 3C). When all else was equal, clones containing CR3N were dominant over CR3K,
suggesting that residues (S436 and R565) are crucial to viral fitness. In the prevailing
chimeras containing Rn, CR1 invariably came from the same background as CR3, while
CR1 matched CR2 when combined with Rk. These results suggest that the NS proteins may
interact differently with the viral genome depending on the origin of the repeated sequence,
possibly due to the low-affinity binding sites scattered throughout the genome. The fitness
assay allowed an improved ranking of all the chimeras compared to the general information
given in Fig. 2. As expected, the chimeras with the relatively fittest replication (Fig. 3C)
demonstrated high FFU in single-round production (Fig. 2C) whereas clones showing a high
GCE to FFU ratio (Fig. 2D.) displayed lower fitness.

Comparison of NADL-2 and Kresse chimeras highlighted the muitiple levels that
influence replication efficiency. While the VP gene (regions CR2-3) from the NADL-2 strain
was the most important for viral fitness, both the proteins and the genome itself could be
involved since late genome replication was low in NADL-2 chimeras containing either CR2K
or CR3K. Furthermore, the NADL-2 capsid may have slightly higher stability than Kresse
while packaging was more efficient than in hybrid capsids. Finally, we have demonstrated
that residues outside the bovine cell allotropic determinant are involved in replication
efficiency of Kresse and NADL-2 strains in porcine cells.

This research was funded in part by a grant from the Natural Sciences and
Engineering Council of Canada to P.T. and by the Fondation Armand-Frappier for
scholarships to S.F. and M.B.
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Figure S1. Réplication des chiméres et des souches sauvages du PPV au cours d’un
cycle d’infection dans les cellules bovines. A. B. Réplication du génome viral a différents
temps p.i. dans les cellules bovines F4 (A) et G11 (B). Le nombre de copie de génome du
virus (GCE/ml) a été mesuré par PCR quantitatif & partir de lysates de cellules infectées
(MOI de 2) et normalisé a la quantité de génomes initiaux (mésurés a 8h p.i.). Les résultats
sont exprimés en (moyenne + écart type) Log GCE/m| de deux expériences indépendantes.
C. D. Production de virions infectieux a différent temps p.i. suite a l'infection des cellules F4
(C) ou G11 (D) a une MOI de 2. Les surnageants des cellules ont été récoltés et titrés par
immunofluorescence indirecte sur les cellules indicatrices porcines (PT) et les titres sont
exprimés en (moyenne + écart type) Log Unités formatrices de Foyers Fluorescent/ml (Log
FFU/mI) de deux expériences indépendantes.
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Discussion
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Les travaux présentés dans cette thése constituent une toute premiére analyse des
mécanismes qui influence l'allotropisme du PPV in vitro dans divers types de cellules établis
a partir d’'une culture primaire d’'un organisme non-héte. Notre systéme d’'étude est unique
du fait que les lignées cellulaires démontrent un éventail de susceptibilité a I'infection. D’une
part, la lignée cellulaire D10 est complétement restrictive a l'infection ce qui permet
d’identifier les mécanismes essentiels a la réplication du virus influengant la permissivité des
cultures. La lignée G11 est semi-permissive a l'infection par la souche vaccinale, NADL-2,
tandis qu'elle est restrictive a la souche Kresse, permettant de définir les mécanismes qui
influencent l'efficacité de la réplication de souches de PPV qui ne différent qu’en quelques
nucléotides. Enfin, la lignée cellulaire bovine F4 est pleinement permissive a l'infection par
le PPV, permettant d'une part de servir de modéle comparatif opposé aux cellules D10 et
d'autre part, d'établir les différences entre les especes hotes, qui rendent les cellules
hétérologues plus ou moins sensibles a 'infection (Tableau 1).

Nos travaux ont permis de démontrer que l'allotropisme du PPV est défini a
plusieurs niveaux distincts. En effet, nous avons noté que l'efficacité des étapes précoces
du cycle de réplication viral détermine la sévérité de la restriction, tandis que les étapes
tardives influent sur la productivité finale de l'infection. La caractérisation primaire des
étapes de la réplication virale ou l'allotropisme est déterminé constitue donc un systéme
modeéle performant qui permettra I'analyse détaillée des mécanismes moléculaires de
linfection et I'élucidation des interactions du PPV avec la cellule hdte lors du cycle

infectieux.

1. Restriction totale : la lignée cellulaire bovine D10

L'infection de la lignée bovine D10 avec l'une ou lautre souche de PPV est
complétement restrictive, bien que le virus soit internalisé par la cellule. Dans ces cellules,
seule une trés faible quantité de l'intermédiaire de transcription a été détectée, et aucune
augmentation significative de I'ADN viral n'a été observée. Ainsi, la réplication virale est
bloquée aux étapes précoces, entre l'entrée au niveau de la surface cellulaire et
I'amplification primaire du génome au noyau.
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Tableau 1: Efficacité relative des étapes restrictives & l'infection par les souches de PPV
M

Souche NADL-2 Kresse
Lignée PT Fa G11 D10 PT F4 G11 D10
Réplication
R +H++ ++ ++ - ++4+ ++ + -
du génome
Synthése
+++ ++H++ ++ + +++ +++ + -
des VPs
Localisation
ok ok non - ok ok ok -
des VPs
CPE ++++ +H++ ++ - +++ ++ - -
Infection
] +H++ ++ + - +++ ++ - -
productive

Légende: ++++ ; Efficacité maximale, +++: Efficacité prononcée, ++ : Efficacité moyenne, +
Efficacité faible, - Efficacité nulle ou non observable.
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1.1 Livraison du génome au noyau

Plusieurs étapes distinctes peuvent limiter la livraison du génome au noyau, le site
de réplication des parvovirus. D'une part, suite a l'internalisation, le transport dans divers
compartiments de la voie endosomale permet les modifications des protéines de la capside
tels que le clivage de la VP2 en VP3 et I'externalisation de la région N-terminale de la VP1
(Farr, Cotmore, et Tattersall, 2006; Mani et al., 2006). La PLA, virale permet alors I'évasion
des virions des vésicules de la voie endosomale, bien que ce processus soit inefficace
méme dans les cellules pleinement permissives a linfection (Farr, Zhang, et Tattersall,
2005; Mani et al., 2006; Suikkanen et al., 2003b). L'accumulation périnucléaire des virions
du PPV et de plusieurs autres parvovirus suggeére que la livraison du génome viral au noyau
est aussi une étape limitant I'efficacité de l'infection (Boisvert, Femandes, et Tijssen, 2010;
Suikkanen et al., 2003a).

Chez plusieurs membres du genre Parvovirus, dont le MVM, le CPV et le PPV,
l'interaction avec le protéasome au cours des étapes précoces de linfection est requise
(Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010; Ros, Burckhardt, et Kempf, 2002; Ros et Kempf,
2004). En effet, le traitement des cellules avec le MG132 ou la lactacystin, soit des
inhibiteurs des activités protéolytiques du protéasome, réduit grandement [linfection,
seulement lorsque ceux-ci sont ajoutés au cours des dix premiéres heures d'infection
(Boisvert, Fernandes, et Tijssen, 2010). Selon les cinétiques de la réplication du génome
virale, linteraction avec le protéasome se fait avant la livraison du génome au noyau.
Etonnamment, les protéines structurales du MVM ne sont pas ubiquitinylées au cours de
l'infection tandis que celles du PPV le sont, suggérant que les mécanismes d'interaction des
parvovirus avec le protéasome différent selon I'espéce (Boisvert, Fernandes, et Tijssen,
2010; Ros et Kempf, 2004). Au contraire, chez les dépendovirus, les activités du
protéasome entrainent la dégradation des AAV (Douar et al., 2001; Duan et al., 2000) et
linhibition des activités protéolytiques du protéasome augmente [efficacité de la
translocation nucléaire des virions et I'expression de genes rapporteurs (Jennings et al.,
2005; Yan et al., 2002). L'effet inhibiteur du protéasome dépend toutefois du type cellulaire
(Denby, Nicklin, et Baker, 2005). Ainsi, a l'instar des AAV, le PPV pourrait interagir de fagon
divergente avec le protéasome au cours des étapes précoces de l'infection selon I'origine de
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la cellule, par exemple entre les cellules D10 et F4. De plus, puisque l'activité du
proteasome est régulée de fagon différentielle dans divers types de cellules, il est
concevable gu'une augmentation de lactivité protéolytique puisse réduire I'efficacité de
linfection dans certaines lignées de cellules restrictives. L'analyse plus détaillée des
interactions du virus avec le complexe protéique, actuellement a I'étude dans le laboratoire,
permettra de clarifier les mécanismes précoces de l'infection par le PPV.

1.2 Réplication du génome

Outre I'expression de divers cofacteurs de la PolS, impliquée dans la réplication du
génome (Bashir et al., 2000; Cossons, Faust, et Zannis-Hadjopoulos, 1996), un autre
mécanisme pouvant limiter I'efficacité de I'infection du PPV dans les cellules restrictives est
la surexpression d'une protéine accessoire aux hnRNP A/B, nommée DBP40. Il a été
démontré que cette protéine pouvait se lier au génome simple-brin du FPV et que sa
surexpression inhibe la réplication de ce virus (Wang et Parrish, 1999). Puisque I'expression
des hnRNPs est reconnue pour étre altérée dans divers processus de transformation
cellulaire (Han, Tang, et Smith, 2010), ce mécanisme pourrait contribuer a la restriction de la
réplication du PPV dans certain types cellulaires, dont les cellules bovines D10. Par ailleurs,
il a eté démontré que I'efficacité de la réplication du MVM est augmentée dans les cellules
deficientes pour les composantes de la réparation de bris double-brins de 'ADN cellulaire
(Tauer et al, 1996). Les cellules déficientes en la protéine Ku86 sont aussi plus
susceptibles a la transduction par les AAVs recombinants (AAVr). Il a été proposé que la
liaison de la protéine Ku86 au niveau des structures en épingles inhibe la conversion du
génome simple-brin en I'intermédiaire double brin (Zentilin, Marcello, et Giacca, 2001). Cette
augmentation de transduction par les AAVr a aussi été observée dans les cellules ou la
sous-unité Ku70 est réduite par traitement aux ARN interférents (Fattah et al., 2008). A
I'opposé, la protéine Rad52, qui se lie aussi au niveau des structures en épingles de I'ADN,
permet d’augmenter la susceptibilité & la transduction par le AAV (Zentilin, Marcello, et
Giacca, 2001). Ces protéines constituent donc des candidates a évaluer dans les cellules
D10, puisque I'expression de 'une ou plusieurs d’entres elles permettraient d'expliquer la
faible conversion du génome du PPV observée dans la lignée restrictive.
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2. Restriction partielle : Ia lignée cellulaire G11

Suite a l'infection, la lignée G11 est semi-permissive a la souche NADL-2 tandis
qu'elle est restrictive a la souche Kresse. Puisque la réplication du génome viral n'a lieu
gu'avec la souche NADL-2, ceci suggeéere fortement que les cofacteurs cellulaires
interagissent de facon différentielle avec le génome ou avec les protéines de la capside de

chacune des souches.

2.1 Transport des protéines

D'une part, I'accumulation de capsides au niveau du cytoplasme des cellules G11
infectées avec la souche NADL-2 refléte possiblement une étape tardive normale mais
transitoire de l'infection. En effet, la lyse retardée observée dans les cellules G11 pourrait
permettre I'accumulation des capsides au niveau du cytoplasme suite a leur export du
noyau. Cette étape pourrait aussi avoir lieu dans les cellules porcines et les cellules bovines
F4. Toutefois, ces cellules démontrent des effets cytopathiques plus prononcés et une lyse
plus rapide de sorte que I'accumulation des capsides au cytoplasme ne serait pas visible.
De plus, ce phénotype n’est observable que dans une fraction des cellules infectées (soit
une cellule sur cing), suggérant qu'il pourrait s'agir d’'une étape bréve. Des études plus
approfondies sur la distribution intracellulaire des protéines structurales et des capsides au
cours d'infections synchronisées permettraient de mieux définir le phénotype. De plus,
puisque I'export des capsides requiert la participation de la protéine NS2 qui interagit avec
Crm1 (Engelsma et al., 2008), 'accumulation des capsides pleines au niveau du cytoplasme
pourrait étre bloquée par [I'utilisation de la leptomycin B, un inhibiteur spécifique de la
karyophérine Crm1 (Kudo et al., 1998).

Par ailleurs, l'interaction de la protéine NS1 avec diverses PKC cellulaires et avec
la CKlla peut altérer la spécificité de ces protéines kinases (Lachmann et al., 2008; Nuesch
et Rommelaere, 2006). Ainsi, il a récemment été proposé que la NS1 serait indirectement
impliquée dans I'export des capsides, en favorisant la phosphorylation de la région 2Nt
(Introduction, Figure 9) (Nuesch et al., 2009). Enfin, la trés faible proportion de cellules G11
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synthétisant les protéines VP empéche possiblement la détection de ce méme phénotype
lors de linfection avec la souche Kresse. L'interaction des protéines virales avec les
protéines kinases cellulaires au cours de l'infection par le PPV seraient donc des cibles
moleculaires qui expliqueraient la plus faible productivité de I'infection par la souche NADL-2
dans la lignée G11 par rapport a la lignée F4.

2.2 Ampilification du génome

La restriction au cours des étapes précoces de linfection est le principal
déterminant de I'allotropisme de la souche Kresse dans les cellules G11. En effet, la trés
faible réplication du génome viral dans cette lignée cellulaire réduit grandement I'efficacité
des étapes subséquentes du cycle d'infection bien que la matrice de transcription soit
synthétisée. Puisque la réplication du génome de la souche NADL-2 est beaucoup plus
élevée qu'observée pour Kresse, ceci suggére que les facteurs nécessaires a I'amplification
du génome viral interagissent de fagon différentielle avec le génome de ces deux souches.
Bien que la protéine NS1 soit impliquée dans toutes les étapes de réplication du génome,
nous proposons que l'interaction différentielle se fasse plutét au niveau des partenaires
cellulaires qui se lient au génome viral. D’'une part, la région du promoteur P4 est identique
entre les souches NADL-2 et Kresse et toutes les substitutions au niveau de la région
codante pour les protéines NS sont synonymes (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). Ainsi,
seul 'usage de codons préférentiels peut influer sur I'accumulation de la protéine NS1 entre
ces souches. Selon les tables de fréquence d’'usage des codons et des génes codant pour
les ARNt chez Bos taurus (bovin) et Sus scrofa (porcin) (Nakamura, Gojobori, et Ikemura,
2000), la protéine NS1 de Kresse porte les codons les plus fréquemment utilisés. De plus,
aucune différence significative n'a été observée dans l'efficacité de la réplication des deux
souches dans les cellules bovines F4, suggérant que des différences de traduction de la
protéine n'agiraient pas sur l'efficacité de la réplication du génome viral. Toutefois, la NS1
se lie a divers sites TGGT répartis sur I'ensemble du génome (Cotmore, Gottlieb, et
Tattersall, 2007). Tel que suggéré pour la réplication des diverses chiméres dans les
cellules PT, la présence de sites additionnels au niveau de la région répétée de 127-
nucléotides dans le génome de NADL-2 pourrait favoriser la réplication du génome de la
souche vaccinale par rapport a la souche Kresse. Des résultats préliminaires obtenus en

comparant la réplication du génome des diverses chiméres des souches NADL-2 et Kresse
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dans les cellules G11 soutiennent cette hypothése (Figure Supplémentaire 1B, résultats non
publiés). En effet, la chimére comportant le génome complet de Kresse mais ayant la
répétition provenant de NADL-2 (K-Rn) répliquait le génome de fagon efficace mais était
faiblement productive (Figure Supplémentaire 1D). Une analyse plus détaillée de la
réplication de toutes les chiméres dans la lignée cellulaire G11 devrait permettre de mieux

définir |a restriction de la souche Kresse.

3. Infection permissive : La lighée cellulaire bovine F4

Bien que l'infection par les deux souches soit permissive dans les cellules bovines
F4, la réplication du génome est retardée par rapport aux cellules porcines. D’une part, ceci
pourrait refléter une réduction dans I'efficacité de livraison du génome au noyau et des
étapes précoces de l'infection tels que décrite ci-haut pour la lignée cellulaire D10. Ainsi,
'accumulation des génomes viraux au noyau serait retardée et I'amplification ne serait
détectable qu'a des temps d’infection plus longs. Ces observations sont aussi en accord
avec la plus faible sensibilité des cellules bovines suite a I'infection a de faibles MOI. En
effet, dans ces cellules, l'infection a faible MOI conduit & une plus faible production de virus
infectieux, tandis que linfection & de fortes MOI entraine une production maximale. Ceci
indique qu’'au départ, les cellules bovines requiérent plus de copies du virus pour l'infection
productive. Au contraire, la productivité de I'infection a de faibles MOI est supérieure dans
les cellules porcines, puisque le virus relaché lors de la premiére ronde d'infection peut
infecter de nouvelles cellules en division avant que celles-ci n’atteignent la confluence.
Ainsi, si la livraison du génome au noyau est moins efficace dans les lignées cellulaires
bovines, les étapes initiales de la réplication virale sont retardées a chaque ronde

d’infection, rendant ultimement ces cellules moins sensibles a l'infection par le PPV.

Récemment, il a été démontré que la protéine PKR pouvait étre activée par les
structures secondaires formées par les ARNm R1 du MVM (Ventoso, Berlanga, et
Almendral, 2010). Cette protéine kinase est I'une des composantes importantes de la
réponse antivirale cellulaire, puisqu’elle peut étre activée par la présence d’ARN double-
brin, formé lors de la réplication des virus ayant un génome d’ARN. L’activation de PKR
entraine entre autres la phosphorylation de la sous-unité elF2a du complexe d'initiation de
la traduction, et bloque I'élongation de la transcription. Ainsi, il a été démontré que les
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cellules déficientes en PKR sont plus permissives a linfection par les parvovirus. Il serait
donc intéressant de comparer I'état de la protéine kinase dans les lignées F4 et D10, qui
démontrent des phénotypes inversés par rapport a la susceptibilité de I'infection par le PPV.

4. L’infection permissive : réplication virale dans les
cellules PT

4.1 Influence des protéines structurales

Chez les cellules PT, I'étude de la réplication des chiméres a permis de déterminer
que les protéines de la capside de la souche NADL-2 sont le déterminant ultime de
l'efficacité de réplication du PPV. Ainsi, une plus grande stabilité et une interaction plus
favorable avec des cofacteurs cellulaires ont été proposées pour expliquer I'augmentation
de l'efficacité de la réplication de la souche vaccinale dans ces cellules porcines. Au cours
d'une seule ronde d'infection, nous avons aussi observé que la réplication du génome de la
souche NADL-2 est plus précoce que celle de la souche Kresse bien que cet effet était
transitoire. Nous proposons que les facteurs cellulaires qui entrainent la décapsidation du
génome puissent étre favorisés dans les cellules PT avec la souche NADL-2. En ce sens,
des etudes récentes sur I'accessibilité du génome suggérent que le génome pourrait étre
« éjecté » de la capside sans sa dissociation compléte puisque ces étapes peuvent étre
reproduites in vitro par la déplétion des ions métalliques (Mg?* et K*) (Cotmore, Hafenstein,
et Tattersall, 2010). La combinaison des résidus dans la partie C-terminale des protéines
structurales chez NADL-2 (ie. D378, H383, R565, se trouvant sur les boucles GH
adjacentes) pourrait favoriser I'interaction avec I'un ou plusieurs cofacteurs cellulaires qui
augmentent I'accessibilité du génome lors des étapes précoces de l'infection, facilitant ainsi
la réplication plus précoce du génome de la souche NADL-2. L'influence de I'efficacité de la
decapsidation du génome viral de diverses souches sur l'allotropisme n'est pas sans
précédents. En effet, 'analyse de fragments influengant le tropisme des souches MVMi et
MVMp a démontré que linsertion d'un fragment de génome codant pour une partie des
proteines structurales de la souche MVMp dans la souche lymphotropique, soit la chimére
MVMp3, permettait la réplication productive dans les fibroblastes qui sont normalement
restrictifs a I'infection par MVMi (Antonietti et al., 1988). L'infection des cellules permissives
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au MVMi par ce virus chimérique MVMp3 est toutefois non productive. L’'analyse des étapes
precoces de l'infection par cette chimére a démontré que la conversion du génome en
Fintermédiaire de transcription est bloquée dans les cellules d’origine lymphoide (Previsani
et al., 1997). De plus, l'incubation de virions avec des lysats de cellules lymphoides permet
d’augmenter I'accessibilité du génome de MVMi tandis que le génome MVMp3 demeure
résistant a l'activitt des DNAses. Il a donc été proposé qu'un facteur cellulaire, se liant
préférentiellement aux protéines VP de MVMi, provoque des changements subtils de la
conformation de la capside permettant de libérer le génome au noyau. L'efficacité de la
livraison du génome du MVM au noyau et de son amplification initiale dépendrait donc de
l'origine des protéines structurales et de la cellule hote. La dissection moléculaire des
étapes de transport des virions et de la livraison du génome au noyau lors de l'infection par
le PPV, actuellement a I'étude dans le laboratoire, devrait permettent de mieux définir les
mécanismes régissant les différences entre les souches dans les cellules porcines, et

éventuellement dans les cellules bovines.

4.2 Influence des protéines non-structurales

La complexité des mécanismes influengant le tropisme des parvovirus est
inhérente a la nature de ces virus. Outre la capacité codante limitée de leur génome qui les
rend hautement dépendant des facteurs cellulaires tout au long de leur cycle de réplication,
les protéines et le génome des parvovirus sont dotés de plusieurs fonctions chevauchantes
qui sont finement régulées au cours de linfection. Les protéines virales et cellulaires
agissent de concert de sorte qu'il est souvent difficile d’attribuer un phénotype particulier a
une seule et unique composante. Ainsi, les études sur l'allotropisme du MVM ont mis en
évidence plusieurs mécanismes qui altérent la réplication virale dans des types cellulaires
d'origines diverses. En plus de la diminution de I'efficacité de décapsidation du génome de
MVMp3 dans les cellules d'origine lymphoide (Previsani et al., 1997), il a été démontré
qu'un deuxiéme fragment du génome du MVMp entraine une production accrue de la
protéine NS2 au cours de l'infection de ces cellules (Colomar, Hirt, et Beard, 1998). Une
étude subséquente a démontré que la production accrue de la petite protéine NS résulte de
I'efficacité de I'épissage du grand intron (Choi et al., 2005). L’augmentation de NS2 dans les
cellules permissives d’origine murine permet de faciliter les I'interactions avec la protéine

Crm1, celles-ci étant impliquées dans I'assemblage (Cotmore et al., 1997) et dans I'export
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nucléaire des capsides (Miller et Pintel, 2002). Les effets de la protéine NS2 dépendent
toutefois de l'origine de la lignée cellulaire (Naeger, Salome, et Pintel, 1993) puisque cette
protéine n'est pas essentielle a la réplication du MVM dans les cellules humaines (Cater et
Pintel, 1992; Naeger, Cater, et Pintel, 1990). Les réles de la protéine NS2 au cours de
Iinfection par le PPV demeurent inconnus. Cette protéine constitue donc une composante

virale qui pourrait étre ciblée au cours des études subséquentes.

4.3 Réles du génome

L'analyse de la réplication du génome des diverses chiméres a soulevé plusieurs
questions. En effet, aucune corrélation simple n'a pu étre établie entre I'efficacité de la
replication du génome et la présence de I'un ou de l'autre fragment des souches de PPV.
Toutefois, il a été observé que la présence du fragment CR3 de Kresse (nucléotides 4025-
4549) reduisait la réplication tardive du génome, la productivité de I'infection et diminuait
linfectivité de virions. D'ailleurs, dans les essais de compétitions, les chiméres portant le
fragment CR3 de NADL-2 étaient invariablement dominantes sur les chiméres réciproques
portant le segment CR3 de la souche Kresse. Bien que nous ne pouvons exclure que ces
effets résultent d’'une interaction des protéines structurales avec les composantes cellulaires
qui influencent I'accumulation des intermédiaires de réplication du génome, le réle du
génome lui-méme est a considérer. En effet, la caractérisation des éléments minimaux
necessaires & la réplication du génome du MVM a démontré que les séquences & proximité
de I'extrémité droite du génome interviennent dans la régulation de la réplication (Tam et
Astell, 1993). Ces auteurs ont démontré que les 140 premiers nucléotides de I'extrémité
gauche peuvent étre juxtaposés aux 660 derniers nucléotides, a I'extrémité droite, afin de
créer un mini-génome du MVM. En présence de NS1, ce mini-génome est compétent pour
la génération des intermédiaires de réplication. Deux courts fragments de I'extrémité droite
(A: 4489-4636 et B 4636-4695) sont absolument requis pour la réplication dans les
fibroblastes A9 murins tandis que la présence du fragment B entraine une légére réplication
dans les cellules Cos7 en l'absence du fragment A. Une premiére caractérisation des
protéines cellulaires se liant aux fragments A et B a d'abord permis de déterminer qu'un
complexe hétérodimérique se lie spécifiquement au fragment B et permet de protéger deux
courtes régions de cette séquence a l'action de nucléases (Tam et Astell, 1994). Une
caractérisation plus fine de cette région a démontré que trois courtes régions de I'extrémité
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droite du génome du MVM constituaient une origine de réplication fonctionnelle, et que la
liaison coopérative de plusieurs facteurs cellulaires a proximité de ces séquences permet
d'initier la réplication (Brunstein et Astell, 1997).

En absence de NS1, lefficacité de linitiation de la réplication du mini-génome
dépend aussi de la présence ou de l'absence des composantes A et B ainsi que de la
sequence répétée de 65 nucléotides du génome de la souche MVMp (par rapport a la
souche MVMi), une duplication analogue a celle de 127 nucléotides trouvée dans le génome
de la souche NADL-2 du PPV (par rapport a la souche Kresse) (Cossons et al., 1996). Dans
ce systeme, en présence de la répétition, la délétion du fragment A réduit I'initiation de la
replication, tandis que la délétion supplémentaire du fragment B rétablie les niveaux de base
de la replication du génome. Le fragment A augmente donc l'initiation de la réplication de
I'extrémité droite du génome alors que le fragment B semble tamponner le renforcement.
Par ailleurs, la délétion de l'une des copies de la séquence répétée n'a aucun effet sur
linitiation de la réplication lorsque les fragments A et B sont présents tandis qu'elle est
délétére en leur absence. Etonnamment, la présence de la séquence répétée est requise
pour la réplication du génome en présence de la NS1 (Salvino et al., 1991). En effet, la
déletion de la duplication, ne laissant qu'une seule copie de la séquence de 65 nucléotides,
réduit de 10% et de 100% I'activité basale de la réplication du génome dans les cellules A9
et Cos7, respectivement. Ces résultats suggérent que la liaison de la protéine NS1 au
niveau des sequences répétées altere l'interaction des facteurs de réplication cellulaires
avec le génome du MVM. Toutefois, les essais d'initiation de la réplication en I'absence de
NS1 ont eté faits avec des extraits de cellules HeLa (Cossons et al., 1996) et une différence
notable a été notée dans I'ampleur de I'effet de la répétition entre les cellules A9 et Cos7 en
presence de la NS1 (Salvino et al., 1991). Il est donc possible qu'une partie de ces résultats
contradictoires soit due aux différences dans les facteurs cellulaires eux-mémes ou dans
leur affinité de liaison avec le génome. L'identité exacte des protéines se liant a ces
fragments demeure inconnue, bien que la liaison de NS1 au niveau de la séquence répétée
ait été demontrée (Cotmore, Gottlieb, et Tattersall, 2007).
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4.4 Roles des séquences répétées

Un paralléle peut étre tiré entre I'interaction des fragments A, B et des répétitions
sur la réplication du génome du MVM avec l'influence de la région CR3 des souches de
PPV. En effet, le fragment A identifié chez le virus murin comprend une partie de la région
codante des protéines VP. Ainsi, cette région a proximité du palindrome de droite du
génome pourrait avoir une double fonction, d’'une part dans la stabilisation de la structure de
la capside et d’autre part en influengant la liaison de facteurs cellulaires impliqués dans
Finitiation de la réplication du génome. Toutefois, I'organisation de la région droite du
genome différe entre le MVM et le PPV, notamment di au fait que la répétition de 127
nucleotides débute Iégérement en amont du codon terminal des VP chez le PPV, tandis que
la répétition de 65 nucléotides du MVM se trouve a 182 nucléotides en aval du géne VP.
L'analyse de la séquence répétée du PPV démontre toutefois la présence de duplications
imparfaites internes de 56 nucléotides flanquées par les sites de restriction BstZI7I dans le
géenome du PPV. Ainsi, la séquence du génome de la souche Kresse porte deux de ces
sites de reconnaissances alors que celle de la souche NADL-2 en compte quatre.
L'interaction de ces mini-répétitions avec des composantes cellulaires pourrait altérer
I'efficacité de liaison coopérative de facteurs de réplication ou d'encapsidation expliquant les
differences observées dans les ratios d'infectivité des virions des souches NADL-2 et

Kresse lors de I'infection des cellules porcines.

4.5 Roles des contreparties cellulaires

En outre, les études chez le MVM avaient indiqué que les interactions des facteurs
cellulaires avec les répétitions pourraient varier d’'une cellule a l'autre tel qu'observé dans
les cellules A9, Cos7 et HeLa (Astell et al., 1996; Brunstein et Astell, 1997; Cossons et al.,
1996). Ceci suggére que le réle des duplications dans le génome du PPV pourrait aussi
varier dans les cellules. Ceci permettrait d’ailleurs d’expliquer la trés faible réplication du
génome de la souche Kresse dans les cellules G11 comparativement a la celle de la souche
NADL-2, tandis que la réplication de ces souches semble équivalente dans les cellules
bovines F4. Nos études préliminaires sur l'efficacité de la réplication du génome des
chiméres dans ces cellules (Figure Supplémentaire 1, non publiée) semblent étre en accord

149




avec ces constatations, bien qu'une caractérisation plus compléte de la réplication virale

sera nécessaire pour définir le mécanisme précis.

5. L’étude de I’allotropisme

5.1 Invitro vs in vivo

L'étude de la régulation de I'allotropisme in vitro permet de disséquer de nombreux
mécanismes impliqués dans la réplication virale dans divers types de cellules hétes. Ce type
d'étude est particuliérement pertinent dans le cas des parvovirus puisque ceux-ci dépendent
fortement des composantes cellulaires pour leur réplication. Ainsi, ces comparaisons
permettent de cibler les mécanismes de réplication conservés dans toutes les lignées
cellulaires a ceux qui sont plus susceptibles de varier selon la cellule. Dans nos études, la
capacité de répliquer le génome viral constitue la barriére la plus importante au tropisme. Un
fait & considérer est la capacité des cellules bovines F4 a pleinement supporter la réplication
par les deux souches de PPV. Ces résultats suggérent donc que les différences dans la
réplication d’'une souche pathogéne et d'une souche atténuée ne sont pas nécessairement
reproductibles d'un type cellulaire a I'autre. Cependant la capacité de réplication d'un virus
en culture cellulaire n'est pas nécessairement représentative de I'efficacité de réplication au
niveau d’'un organisme hdte. En effet, la souche NADL-2, originalement isolée a partir de
leucocytes d’'un porc ne présentant aucun signe d'infection (Cutlip et Mengeling, 1975a), a
été « attenuée » par passage séquentiel en culture cellulaire (Mengeling et Cutlip, 1976). ||
semble donc logique que cette souche serait mieux adaptée a la réplication in vitro.
Toutefois, la définition de I'atténuation est a considérer dans le cas des souches de PPV. En
effet, la souche NADL-2 est considérée non-pathogéne puisqu’'elle ne traverse pas la
barriere placentaire suite a linfection de la truie (Mengeling et Cutlip, 1976; Paul et
Mengeling, 1980), bien gu’elle soit pathogéne lorsqu’elle est injectées in utero.

5.2 Tropisme tissulaire

Les mécanismes expliquant I'infection transplacentaire du PPV n'ont jamais été
déterminés. Une virémie transitoire est toutefois nécessaire mais insuffisante a la
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transmission (Mengeling et Cutlip, 1976; Mengeling, Paul, et Brown, 1980). La transmission
du virus a travers la barriére placentaire pourrait aussi se faire par transport du virus au sein
des cellules immunitaires. En ce sens, il a ét¢ démontré que les macrophages alvéolaires et
les lymphocytes du sang périphérique supportent bel et bien la réplication de plusieurs
souches de PPV (Harding et Molitor, 1988). La réplication du virus est associée a la
réduction de I'activation de ces cellules suite a un stimulus externe. Ainsi la capacité de
blastogenese des lymphocytes périphériques, tels que mesurée par I'incorporation de la *H-
thymidine suite a la stimulation, était complétement abolie par I'infection des cellules a une
MOI de 1 avec la souche Kresse. L'infection par la souche NADL-2 a une MOI de 1 ne
réduisait toutefois que de 25% leur capacité d’activation tandis que I'infection & une MOI de
10 I'abolissait aussi complétement. L'infection a des MOI de 0.1 navait toutefois pas d'effet,
tel qu'il avait été précédemment démontré pour l'infection des PBMC (Paul, Mengeling, et
Brown, 1979). Ainsi, les cellules immunitaires ont des sensibilités différentes aux souches
de PPV. La transmission du PPV de la mére au feetus par I'entremise des cellules

immunitaires demeure toutefois spéculative.

Bien que la souche NADL-2 ne cause pas de pathologie chez le foetus lors de
l'infection de la mére, I'injection de la souche NADL-2 dans le liquide allantoique (CCID50
10%¢7) conduit & linfection du foetus et & la réplication virale dans de nombreux organes
foetaux, dont le cerveau, les reins, la rate et les poumons en plus du sérum et des liquides
foetaux (allantoique et amniotique) (Cutlip et Mengeling, 1975b). Le développement de
Fimmunocompétence feetale, autour du 70° jour de gestation, réduit la présence d'antigénes
viraux dans les tissus. L'infection des foetus au 56° jour de gestation a démontré un taux de
mortalité de 50% (n=4) comparativement a une létalité compléte lorsque les foetus étaient
exposes a 35 jours de gestation (n=4) (Mengeling et Cutlip, 1975).

Pour sa part, la souche Kresse a été identifiée a partir de divers tissus et de Iésions
cutanées chez le porc au cours d’une épidémie au début des années 1980 (Kresse et al.,
1985). L'injection de cette souche dans la cavité amniotique (10*°PFU) au jour 40 (£5) de
gestation avait un taux de mortalité de 100% & 14 jours post-infection (n=4) (Choi et al.,
1987). L'injection sous-cutanée chez le foetus au jour 75 (+5) de gestation (4x10*° PFU)
avait aussi un taux de mortalité de 100% au 21° jour p.i., de fortes quantités de virus et
d'antigénes viraux ayant été détectés dans plusieurs organes dont le cerveau, les reins, les
poumons et le foie (Choi et al., 1987). L'injection intramusculaire de feetus au 75° jour de
gestation avec la souche Kresse (5x10°FFU) entraine la momification avant le 21° jour p.i.,
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et les formes réplicatives du génome viral ont été détectées dans le foie, le cerveau, les
reins, l'intestin et I'estomac (2-10% de cellules positives) (Oraveerakul, Choi, et Molitor,
1993). La deuxiéme composante dans la virulence élevée de la souche Kresse constitue
donc sa capacitt a causer la pathologie méme aprés le développement de
'immunocompétence feetale. Par contre, il semble que la voie d'infection joue un réle
important dans la pathogenése virale, notamment lors de l'infection a la fin du 2° tiers de
gestation. En effet, aucun des foetus infectés directement n’a succombé a l'infection (n=11),
tandis qu'un seul infecté par transmission intra-utérine (n=6) était momifié suite a I'injection
de la souche Kresse (10*° CCID50) au niveau du liquide amniotique au 72° jour de
gestation. Ces résultats suggérent donc que la virulence de la souche est pas aussi élevée
qu’a la premiére estimation (Lager, Mengeling, et Liu, 1992).

6. L’évolution du PPV

Puisque les mécanismes définissant la virulence des souches de PPV ne sont pas
définis, que le PPV est trés stable en conditions environnementales et que certaines lignées
cellulaires d'origine d'espéces non-hotes sont pleinement permissives a linfection, le
potentiel d'émergence du PPV comme un nouveau pathogéne demeure une question
ouverte. Il est bien établi que la prévalence d'anticorps spécifiques au PPV est forte (7.9-
56.6%) dans les populations sauvages de sangliers en Europe (Montagnaro et al., 2010;
Oravainen et al., 2005; Roic et al., 2005; Ruiz-Fons et al., 2006; Vengust, Valencak, et
Bidovec, 2006; Vicente et al., 2002), tandis que la prévalence en Amérique semble plus
faible (17% dans une population sauvage de sangliers aux Etats-Unis (Saliki, Rodgers, et
Eskew, 1998). Les études initiales de la distribution du PPV dans les élevages de porcs
domestiques en Amérique avant linstauration de programmes de vaccination avaient
démontré que la prévalence variait entre 22.7-82% (Mengeling, 1972; Mengeling, 1978;
Redman, Bohl, et Ferguson, 1974). Ces études pourraient aussi expliquer la plus grande
variabilité des souches isolées en Europe. En effet, I'analyse de la phylogénie de sept
isolats en Allemagne a déterminé que trois d'entres eux forment un nouveau génotype ou
un clade, distincts des souches nord-américaines (NADL-2 et Kresse), asiatiques (trois
isolats), et brésiliennes (22 séquences partielles) (Martins Soares et al., 2003; Zimmermann
et al.,, 2006). Cette conclusion est aussi soutenue par la comparaison des séquences de
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nouveaux isolats de PPV provenant de la Chine (Shangjin, Cortey, et Segales, 2009).
Etonnamment, notre comparaison des séquences de PPV provenant de quatre échantillons
d'extraits pancréatiques porcins produits entre 2005 et 2009 en Amérique du Nord, a
suggéré que I'évolution des souches nord-américaines était plus lente que celle observée
dans les autres continents. En effet, le séquengage partiel du géne de la capside n’a détecté
aucun changement dans la région C-terminale de ces protéines par rapport a la souche
Kresse, dont le génome complet a été séquencé dans notre laboratoire en 1996 et qui avait
été isolee autour de 1985 (Bergeron, Hebert, et Tijssen, 1996). Cette faible variation du
genome du PPV a aussi été observée dans des échantillons de concentrés du facteur VII|
porcins produits entre 1994 et 2001 (Szelei et al., 2010). Ceci suggére que les souches
vaccinales actuellement disponibles seraient toujours efficaces contre les isolats sauvages

circulant en Ameérique, ce qui pourrait expliquer la réduction dans la diversité des souches.

A l'opposé, il a récemment été démontré que l'une des souches de PPV isolée en
Allemagne (27a) appartenant au deuxiéme génotype n’'était pas efficacement neutralisée
par les souches vaccinales actuelles (Jozwik et al., 2009). Cette souche hautement virulente
traverse la barriere placentaire et induit la momification foetale & de trés forts niveaux (28 de
33 feetus) suite a l'infection au 40° jour de gestation comparativement a la souche NADL-2
(3 de 30 foetus) (Zeeuw et al., 2007). La vaccination des animaux avant I'insémination
permet toutefois d'empécher le développement de la maladie bien qu’elle n'empéche pas la
réplication virale ni I'excrétion du virus. Ainsi, les auteurs ont proposé que ce phénomeéne de
neutralisation incompléte soit & I'origine des infections enzootiques dans les élevages
porcins malgré la vaccination réguliére des troupeaux (Jozwik et al., 2009). Les taux
d'évolution rapide des souches européennes de PPV suggérent qu’une surveillance accrue

de la variation antigénique est méritée.

Finalement, I'étude de la phylogénie des souches de PPV n'a pas identifié de
correlation entre la virulence et la distribution des souches mais suggeére toutefois que la
repetition de 127 nucléotides pourrait contribuer (Shangjin, Cortey, et Segales, 2009). En
effet, la majorité des souches non-pathogénes portent la duplication compléte de cette
région, tel qu'observé dans la souche NADL-2, tandis que les souches hautement virulentes
portent la version « simple » trouvée chez Kresse. Les souches modérément virulentes
portent des versions intermédiaires, avec des délétions variant entre 63 et 95 nucléotides
par rapport a la duplication de 254 nucléotides. Par contre, certaines souches pathogénes
(SR-1) portent des duplications complétes ou tronquées (143a), suggérant que d'autres
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mécanismes influencent aussi la virulence. Ces observations sont aussi en accord avec ce
que nous avons observé pour la réplication en culture cellulaire, c'est-a-dire que la répétition
contribue a I'efficacité de la réplication virale mais ne peut a elle seule expliquer 'ensemble

des observations.

7. Phylogénie et émergence

L'étude de la phylogénie de plusieurs parvovirus a révélé que ces virus pourraient
évoluer par recombinaison entre diverses souches en plus des phénoménes de dérive
antigénique (Shackelton et al., 2007; Simpson et al., 2002). En effet, la comparaison des
séquences de variants de PPV en Allemagne a aussi identifié plusieurs discontinuités dans
la linéarité de la phylogénie et propose que certain isolats auraient pu émerger par
recombinaison lors d'instance de co-infections par plusieurs souches chez un animal. Ce
phénoméne pourrait aussi expliquer les divergences dans le degré de conservation entre les
régions du génome des espéces de parvovirus de rongeurs dont les souches de MVM, le
parvovirus Lulll, le parvovirus murin MPV-1, -2 et -3 et le HaPV (Shackelton et al., 2007).
Ces études proposent donc qu'il serait possible que les parvovirus soient sujets a des sauts
antigéniques, souvent impliqués dans I'émergence de nouvelles variantes de souches
virales, typifiée par le virus influenza (Smith et al., 2009). Enfin, une étude récente a
démontré I'existence de parvovirus endogénes (En-PV) au sein des génomes de plusieurs
espéces de mammiféres (Kapoor, Simmonds, et Lipkin, 2010). L'analyse détaillée de la
séquence amplifiée a partir du chromosome 5 du génome du rat a démontré que ce
parvovirus endogéne avait une similarité de 70% et de 65% avec les génes NS et VP du
parvovirus canin, mais seulement 35% avec les parvovirus du rat suggérant que le En-PV
pourrait constituer un ancétre lointain du genre Parvovirus. Aucun En-PV n'a toutefois été
détecté dans le génome canin ni porcin. Cette étude démontre par contre que des
événements de recombinaison entre le génome des organismes hotes et de ceux des

parvovirus sont possibles.
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Conclusion
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En somme, I'étude de l'allotropisme in vitro du PPV présenté dans ce document a
permis de tirer plusieurs conclusions sur les mécanismes qui influent sur la réplication de ce
virus dans plusieurs types de lignées cellulaires. D'une part, le tropisme du PPV n’est pas
déterminé a la surface cellulaire puisqu'il peut étre internalisé par des mécanismes non-
specifiques, que l'infection soit permissive ou non. De plus, I'efficacité de la génération des
formes réplicatives du génome viral, soit la synthése de la matrice de transcription et
I'amplification via les formes multimériques, est le principal déterminant de la permissivité
des cellules. D'autre part, I'efficacité des étapes d'assemblage et d’encapsidation influe sur
I'ampleur de la permissivité a I'infection par chacune des souches virales. Dans les cellules
pleinement permissives a l'infection, l'interaction de différentes composantes du génome
virale avec les contreparties cellulaires agit dans la régulation fine de l'infectivité virale. Et
enfin, certaines lignées cellulaires provenant d’organismes autres que I'héte naturel du virus
peuvent étre pleinement permissives a linfection virale. Nos travaux ont aussi permis le
développement de nombreux outils permettant I'étude plus approfondie des mécanismes de
la réplication du PPV. Ainsi, les lignées cellulaires bovines présentant diverses restrictions
permettront d’identifier et de distinguer les composantes cellulaires nécessaires au virus
pour la complétion efficace de plusieurs étapes de son cycle de réplication. Le systéme de
clonage sans traces permet de modifier individuellement toutes les composantes du
génome afin de caractériser les différences génétiques qui influent sur la réplication de
diverses souches. La banque de chiméres virales que nous avons créée servira donc a la
caracterisation plus fine des mécanismes moléculaires impliqués dans le tropisme du PPV
dans les lignées bovines. Et enfin, les essais de compétition de réplication (Replication
Fitness) permettent de comparer la contribution de divers éléments du génome a I'efficacité
de la réplication au sein d'une méme population de cellules lors de co-infections. Cet essai
est particuliérement intéressant puisqu’il permet de mesurer rapidement la dominance de
diverses chiméres au cours de linfection. D'ailleurs le développement de méthodes
geénetiques d’évaluation de I'aptitude a la réplication a récemment été préconisé pour la
surveillance de I'évolution de divers virus, afin de permettre un meilleure anticipation de

I'émergence de nouveaux pathogénes (Pepin et al., 2010).
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Annexe |

Plusieurs voies sont impliquées dans I'entrée et le transport jusqu’au noyau du
Parvovirus Porcin dans la cellule héte

209




Résumé de I’Annexe |

Boisvert M., Fernandes S. et Tijssen P. (2010). Multiple pathways involved in Porcine
Parvovirus cellular entry and trafficking toward the nucleus. Journal of Virology, 84 (15):
7782-92.

Le Parvovirus Porcin (PPV) est une cause importante de problémes de reproduction chez le
porc. Les mécanismes impliqués dans les premiéres étapes de linfection, qui ménent ala
liviaison du génome au noyau, sont méconnus. Dans le présent travail, une série
d'inhibiteurs chimiques ont été utilisés afin de disséquer les mécanismes cellulaires
impliqués dans I'établissement de l'infection par le PPV. Les résultats ont démontré quala
suite de la liaison aux acides sialiques sur les glycoprotéines de la surface cellulaire, le virus
utilise 'endocytose par les vésicules recouvertes de clathrine et la macropinocytose pour
son internalisation. Les virions obtenus a partir des cellules infectées se retrouvent soit sous
la forme de particules isolées ou bien en agrégats et ces deux formes pouvaient étre
séparées par centrifugation a basse vitesse. Les particules isolées et purifiées démontraient
une forte préférence pour l'entrée via les vésicules de clathrine tandis que les agrégats
favorisaient la macropinocytose. L'acidification des endosomes et le transport dans la voie
endosomale étaient aussi essentiels pour le virus. Le réseau de microtubule était important
au cours des 10 premiéres heures de l'infection, tandis que l'activité dynamique du réseau
de lactine était nécessaire pour la durée entiére du cycle infectieux. Une interaction avec le
protéasome était aussi essentielle et les capsides étaient ubiquitinées au cours des étapes
précoces de linfection. Somme toute, ces résultats ont clarifié le parcours du PPV lors des
premiéres étapes de l'infection et ont identifié une nouvelle voie d’entree alternative pour ce

virus, qui est unique au sein des membres de cette famille virale.
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Porcine parvovirus (PPV) is a major cause of reproductive failure in swine. The mechanisms implicated in
the first steps of infection that lead to the delivery of the PPV genome to the nucleus are poorly understood.
In the present work, a panel of chemical inhibitors was used to dissect the cellular mechanisms involved in
establishing a PPV infection. The resuits demonstrated that following binding to sialic acids on cell surface
glycoproteins, the virus used both clathrin-mediated endocytosis and macropinocytosis pathways to gain access
into cells. Virus obtained from infected cells was present either as isolated particles or as aggregates, and these
two forms could be separated by low-speed centrifugation. Isolated and purified particles strongly preferred
entry by clathrin-mediated endocytosis, whereas aggregates clearly favored macropinocytosis. Subsequent
endosomal acidification and traffic to the late endosomes were also shown to be essential for infection. The
microtubule network was found to be important during the first 10 h of infection, whereas an intact actin
network was required for almost the whole viral cycle. Proteasome processing was found to be essential, and
capsid proteins were ubiquitinated relatively early during infection. Taken together, these results provided new

insights into the first steps of PPV infection, including the use of alternative entry pathways, unique among

members of this viral family.

Porcine parvovirus (PPV) is a major causative agent of re-
productive failure in swine, a syndrome that includes infertility,
carly embryonic death, mummified fetuses, and stillbirth (54).
PPV belongs to the Parvovirus genus in the Parvovirinae sub-
family of the Parvoviridae family (55). This family is character-
ized by small nonenveloped, icosahedral viruses with a diam-
eter of about 26 nm. The genome of these viruses is a linear,
negative single-stranded DNA of about 5 kb featuring distinct
hairpin termini (3, 4). Transcript mapping revealed promoters
for both the nonstructural and structural protein gene cas-
settes, and intricate splicing mechanisms generate several pro-
teins from each promoter (4). The 3-dimensional (3D) struc-
ture of this virus has been determined by X-ray crystallography
(49). The compact structure of the capsid confers great stabil-
ity under different conditions, including wide ranges of pH and
high temperatures (11). Infectious particles contain a total of
60 VP1/VP2 proteins arranged in a T=1 capsid (49). The VP1
protein consists of the VP2 sequence with an N-terminal ex-
tension that is normally folded within the particle (49). During
entry, about 22 to 25 amino acids of the N termini of the
majority of the VP2 proteins are cleaved off, forming VP3 (11)
and allowing the N terminus of VP1 to be externalized during
passage in the endosomes (8). The unique N-terminal part of
the VP1 protein contains a viral phospholipase A2 (PLA2)
motif. This protein is not crucial for the assembly of progeny
virions but is essential for the infectivity of the virions (57). The
enzyme’s activity provides the virus with the means to breach
the endosomal barrier (16, 68).

Parvoviruses deploy a plethora of strategies to deliver the
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genome to their site of replication, the nucleus (10, 11, 61).
The sturdy, extracellular viral particles undergo multistep con-
formational changes that are locally and temporally regulated
by specific intracellular signals after interaction of the capsid
with cell surface receptor (11, 64). Particle-to-infectivity ratios
are at least 250:1 (68). Therefore, productive and nonproduc-
tive pathways are difficult to distinguish, making it challenging
to understand the specific trafficking of parvoviruses. Never-
theless, several discrete steps have been recognized (27, 64): (i)
initial interaction with cell surface receptors (17, 19-23, 36),
(i) trafficking through the endosomal pathway (32, 41, 52, 60,
68), (iii) escape from the endosomes through the newly ex-
posed viral PLA2 (16, 39, 41, 52), and (iv) cytoskeleton-driven
transport to the nucleus (38, 50, 60). Although most parvovi-
ruses use equivalent routes for gaining access to the cell, there
are considerable differences among species. The mechanisms
involved in these carly steps are poorly understood for PPV.

Some viruses use complicated multistep attachment and
binding to specific receptors, while others bind more common
structures, such as sialic acids (9, 58). These structures are
located at the ends of glycans; they are fairly accessible for
protein binding and for virus docking; and their density may
increasce avidity (2). Scveral parvoviruses bind specifically to
the transferrin receptor, including feline parvovirus (FPV) (40)
and canine parvovirus (CPV) (41). Minute virus of mice
(MVM) and bovine parvovirus (BPV) bind the cells via sialic
acids (24, 31), whereas the human parvovirus B19 binds to the
blood group P antigen and integrin 581 on erythroid progen-
itor cells (7, 63). In the case of PPV, the specific receptor
remains unknown, but the transferrin receptor is not essential,
since the virus is able to enter quail cells lacking this receptor
(unpublished data).

Binding to specific receptors can trigger entry of the virus via
the ubiquitous and constitutive clathrin-coated pit endocytosis
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mechanism (45). This well-studied pathway requires specific
receptor attachment to promote cell membrane invagination
and assembly of the clathrin cage (42). At the early-endosome
stage, a sorting step determines if the vesicle is recycled back to
the cell membrane or proceeds further in the endosomal path-
way toward the late endosomes and lysosomes (5). Another
well-known endocytosis mechanism takes place in cholesterol-
rich lipid rafts (29). Caveolar endocytosis is not constitutive
and needs to be triggered. This entry mode has been shown to
be responsible for simian virus 40 (SV40) infection (37), and
among the parvoviruses, only adeno-associated virus 5 (AAVS5)
is known to use it (1). A third mechanism for virus entry into
a cell is macropinocytosis (53). Although this actin-driven en-
docytosis displays a low rate in several cell types, it can be
upregulated after the interaction of a virus with the cell (15). In
contrast to the two endocytosis pathways described above, ac-
tin-driven endocytosis does not require specific receptor bind-
ing (25). After their formation, the macropinosome vesicles
are acidified as in the endosomal pathway. Other, less common
“nonclathrin~noncaveolar” endocytosis mechanisms are now
emerging (33, 35, 48).

Most of the entry pathways described above lead to endo-
somal or endosome-like pathways, characterized by acidifica-
tion and exposure to several proteases meant to destroy the
vesicle contents. However, several viruses take advantage of
these changes in the environment to trigger conformational
changes in their capsids or fusion with the endosome’s mem-
brane (50, 51). For parvoviruses, externalization of the unique
part of the VP1 capsid protein is essential to infection (16, 39,
41, 52), since it exposes the catalytically active viral PLA2
domain, which is essential for establishing a productive infec-
tion (68). The transport of endosomal vesicles is mediated by
microtubules (MTs) and proceeds toward the microtubule or-
ganization center (MTOC), located in the perinuclear region
(18, 62). Accordingly, trafficking to the late endosomes/lyso-
somes is beneficial not only for conformational changes but
also for transport to the nucleus. Once it has escaped to the
cytoplasm, the capsid itself could interact with the MT molors
or with the actin network components (44, 46, 59).

Important cellular processes involved in different virus in-
fections may include the proteasome (12, 47, 56, 67). This
component degrades targeted proteins into small peptides,
which are then processed by cellular proteases, yielding amino
acids (28). In the case of parvoviruses, the role of the protea-
some can be beneficial or detrimental to the infection cycle,
depending on the virus. AAV virions are degraded by the
proteasome, aborting the infection (13). On the other hand,
proteasome processing is required for productive MVM infec-
tion, although the mechanism remains unclear (46, 47).

In this study, a panel of chemical inhibitors was used to
investigate the cellular entry and transport of PPV. To mini-
mize the side effects of these pharmacological inhibitors, two
drugs, known to be the most selective, were used to target
cellular components at concentrations that least compromised
their specificity while remaining effective. The infection could
be inhibited by removal of sialic acid moieties from cell surface
glycoproteins. Virus entry could also be partially inhibited by
both clathrin and macropinocytosis inhibitors, while isolated/
purified or aggregated PPV particles were shown to preferen-
tially use alternative entry modes. After the virus gained entry
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into the cells, inhibition of endosomal acidification, traffic to
the late endosomes, or destruction of either microtubules or
actin networks greatly reduced the infection. Finally, capsid
proteins were ubiquitinated early during infection, as shown by
coimmunoprecipitation, and inhibition of the proteolytic activ-
itics of the protecasome almost completely abolished the infec-
tion.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and antlbodles. Neuraminidase (Neura), amiloride (Ami), chlor-
promazine (Chl), nystatin (Ny). methyl-B-cyclodextrin (MBC), and MG-132
were purchased from Sigma. Cytochalasin D (CyD), nocodazole (Noc), paclitaxel
(Pac), latrunculin A (LatA), and lactacystin (Lac) were purchased from Calbio-
chem. Bafilomycin Al (Baf) was purchased from LC Labs and brefeldin A (BFA)
from BioLegend. Protcase inhibitors (Complete; EDTA-free tablets) and the
colorimetric substrate nitroblue tetrazolium (NBT)-5-bromo-4-chloro-3-in-
dolylphosphate (BCIP) were purchased from Roche Applied Science. The
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) viabil-
ity assay kit was purchased from Sigma. Anti-PPV antibodies included mouse
monoclonal antibody 3C9 (ATCC CRL-1745), specific to the PPV capsid, and a
polyclonal rabbit anti-VP2 (a-VP2) antibody obtained via rabbit immunization
(8). The mouse monoclonal anti-ubiquitin («-Ub) antibody (P4D1) was pur-
chased from Santa Cruz. Secondary antibodies included alkaline phosphatase
(AP)-conjugated goat anti-mouse and anti-rabbit antibodies (Bio-Rad) and
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse and anti-rabbit antibodies
(Invitrogen).

Cells and viruses. Porcine lestis (PT) fibroblasts, derived from ST cells (ATCC
CRL-1746) (4), were grown at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(GIBCO-Invitrogen) containing p-glucose and L-glutamine and supplemented
with 7% heat-inactivated fetal bovine serum (Wisent) aund antibiotics (penicillin/
streptomycin; Invitrogen). The NADL-2 vaccine strain of PPV was used for
infection (ATCC VR-742), and viral stocks were obtained by propagation in cell
culture. PPV was collected in the supernatant after cell lysis and was used directly
in the experiments unless otherwise indicated. Viral stocks were titrated by
immunofluorescence (IF) in 96-well plates at 20 h postinfection (p.i.) with the
capsid-specific mouse monoclonal antibody 3C9, togetber with an Alexa Fluor
488-conjugated anti-mouse antibody as a secondary antibody. Fluorescent nuclei
were scored, and virus titers were expressed as fluorescent focus-forming units
(FFU) per milliliter.

From the crude preparation, aggregates and isolated particles of PPV were
separated by centrifugation at 15,000 X g for 10 min. Isolated particles were
obtained directly in the supernatant, and aggregates were found in the pellet,
reconstituted with the same volume of cell culture medium. Electron micro-
graphs showed that there were no or very few isolated particles in the aggregate
preparations and very few aggregates in the isolated stock (data not shown).

PPV purificatlon. Purificd virus was obtained from PPV-infected PT cell
supernatants. Crude supernatants were first cleared by centrifugation at 10,000 X g
for 45 min at 4°C. PPV was precipitated from the supernatant by using 7.5%
polyethylene glycol 8000 (PEG 8000)-1.5 M NaCl (final concentrations) for 16 h
at 4°C and was collected by centrifugation at 15,000 X g for 45 min at 4°C. The
pellet was dissolved in 5 ml of 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) and was dialyzed
overnight against the same buffer. Virus was also extracted from the cell debris
fraction [rom the first centrifugation. The pellet was resuspended in 10 ml of 10
mM Tris-HCl (pH 7.5) and was treated with 2 ml of 1X tsypsin and 50 U of
DNase | for 4 h at 37°C. Then PPV was extracted using ! volume of chloroform
and centrifugation at 3,500 X g for 10 min. These two PPV preparations were
then purilied using ultracentrifugation over sucrose cushions (2 ml of 50%
sucrose plus 2 ml of 20% sucrose) at 200,000 X g for 2 h. Fractions werc collected
and subjected 1o 10% sodium dodecyl sulfide-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and Coomassie staining 10 detect PPV proteins. Positive fractions
were pooled and dialyzed against 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0). A
second round of purification by ultracentrifugation was performed as described
above. The final purified PPV was titrated by IF as described in the previous
section.

Drug treatments and PPV infection. For 1F experiments, cells were plated
onto glass coverslips at 5 X 10* per well in 24-well plates. For quantitative PCR
(qPCR) experiments, cells were plated directly onto the plates, as described for
IF experiments. For inhibitors, dose-respanse curves were obtained by treating
cells with increasing concentrations of each inhibitor, and toxic doses were
determined by the MTT assay according to the manufacturer’s instructions
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(Sigma). The optimal dose of each inhibitor was determined to be the concen-
tration displaying the best inhibition of infection without detectable toxic effects
on the cells. One day after plating, cclls were treated with the optimal dose of
inhibitor for the times indicated below and were infected with NADL-2 at a
multiplicity of infection (MOI) of 2 for IF and 0.1 for qPCR. Cells were either
fixed (IF) or harvested (QPCR) 20 h p.i. As a control, the impact of the
inhibitors on cell growth was also evaluated by qPCR with specific c-myc
primers as described below, after treatment of the cells with optimal doses of
inhibitors for 20 h.

For neuraminidase treatments, cells were treated for 1 h with increasing
concentrations of ncuraminidase and were washed three times with 1x phos-
phate-buffered saline (PBS, comprising 2.7 mM KCI, 1.5 mM KH,PO,, 1443
mM NaCl, and 8.1 mM Na,HPO,) to remove cleaved sialic acids. Cells were then
infected, in the presence of neuraminidase, for 2 h and were washed again.
Infection was allowed to proceed for a total of 20 h in the presence of a low dose
of neuraminidase (2 mU/ml).

For entry experiments, cells were treated for I h with either inhibitor, infected
with NADL-2 in the presence of the inhibitors, and washed 2 h p.i. to remove all
viruses in the supernatant. Cells were then treated with neuraminidase (2mU/ml) to
remove all bound virus that failed to enter the cells. Binding experiments were
also performed with entry inhibitors. Cells were treated for 1 h at 37°C and were
subsequently chilled to 4°C in order to completely inhibit PPV entry in the cells.
PPV was then added, and cells were incubated at 4°C for 2 h. Cells were gently
wasbed with cold 1X PBS to remove unbound virus and were transferred to 37°C
for 2 h to allow entry. Cells were washed again and were incubated for a total of
20 h at 37°C.

For cytoplasmic trafficking experiments and proteasome processing, cells were
treated 1 h prior to infection, and the inhibitors remained present for the
duration of the infection. However, since the inhibitor for the actin network
(latrunculin A) can block cytoplasmic trafficking and macropinocytosis, it was
added 2 h p.i. and was kept for the rest of the infection. Pulse experiments were
also performed by adding the inhibitors (Noc, LatA, Baf, BFA, and MG-132) at
different times throughout the infection.

Immunofiuorescence. At designated times, or at 20 h p.i., cells were fixed with
3% formaldehyde in IF buffer (1% PBS, 0.02% sodium azide, and 0.1%% bovine
serum albumin [BSA]) for 30 min and were washed three times with 1X PBS.
Cells were permeabilized with 3% Triton X-100 in IF buffer for 30 min and were
washed three times with 1X PBS. PPV was detected with the mouse monoclonal
anti-capsid antibody 3C9 as a primary antibody for 1 h (diluted 1:50 in IF buffer).
Cells were washed with 1x PBS and were incubated with a goat anti-mouse
secondary antibody, conjugated with Alexa Fluor 488, for 1 h (1:2,000 in IF
buffer). Finally, DNA was stained with Hoechst 33258 (2 pg/ml) for 30 min, and
coverslips were fixed on slides that were kept at 4°C in the dark until they were
read. Percentages of infected cells were obtained by scoring the virus-positive
nuclei as a proportion of total nuclei. For each experiment, the infection level of
untreated cells was arbitrarily set at 100%. For each inhibitor, at least 300 cells
were scored for each coverslip (samples in triplicate) in at least three indepen-
dent experiments.

qPCR. At 20 h p.i., cells were washed with 1X PBS. Cells were scraped from
the plate in 150 ! of STE buffer (1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI
[PH 7.5]) and were harvested in tubes. Then 500 gl of heated lysis buffer was
added (0.75% SDS, 1.25 M NaCl, 20 mM Tris [pH 7.5], 10 mM EDTA, 100 pg/ml
proteinase K, 100 pg/ml RNase). Tubes were incubated at 37°C for 4 h and were
chilled at —20°C for at least 30 min. The supernatants were collected after a
20-min centrifugation at 20,000 X g and 4°C. DNA was then extracted with 500
#l Miniprep Express matrix (MP Biomedicals) according to the manufacturer's
instructions. DNA was eluted with 100 wl of PCR water. Each sample was diluted
1:10 for PCR purposes. and gPCR was performed as described previously (66) to
determine the number of PPV genome copies. Primers specific to the VP2 region
(forward primer, 5-GGG GGA GGG CTT GGT TAG AAT CAC-3"; reverse
primer, 5'-ACC ACA CTC CCC ATG CGT TAG C-3'; based on GenBank
accession no. NC_001718.1) were used. The cellular DNA content was used to
normalize the results with qPCR targeting the c-myc gene (forward primer,
5'-CTC CCT GAG ACT CTG CCA TC-3'; reverse primer, 5'-GCT GCC TCT
TTT CCA CAG AA-3'; based on GenBank accession no. X97040.1). Cycling
conditions were as follows: 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 s
and 60°C for GO s. Fluorescence was acquired after cach cycle. Amplifications
were carried out in a RotorGene 3000 system (Corbett) with 2x Sybr green
master mix (ABSciences). Standard curves were performed using a plasmid
containing PPV or c-myc DNA. A myc DNA fragment was cloned into the
pSmartHC AmpR vector (GenBank accession no. AF399742; Lucigen) by the
addition of Hind!!l and BamHI restriction sites (forward primer, 5'-CGTAAG
CTTTCGGACTCTCTGCTCTCCTC-3"; reverse primer, 5-CTGTCTAGAGC

J. ViroL.

TGCCTCTTTTCCACAGAA-3'). PPV curves were made using the infectious
clone in the pSmartHC AmpR vector. Melting curve analysis was performed
from 60°C to 95°C, with a temperature increase of 1°C at each step of 30 s, for
a specific product amplification control.

Colmmunoprecipltation and Western blotting. Cells were plated in 6-well
plates (3 X 10° cells/well) I day before the experiment. Cells either were mock
treated or were treated with MG-132 at 5 uM. Cells were lysed at different times
postinfection using lysis buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1%
NP-40, 1X Complete protease inhibitor cocktail [Roche Applied Science]) and
were incubated for 2 h on ice. Lysates were precleared with 20 wl of protein
G-agarose beads for 30 min on ice with gentle shaking and were centrifuged for
30 s at 10,000 X g (quick spin). Supernalants were incubated with a specific
antibody, either an anti-capsid (3C9) or an -Ub (P4D1; Santa Cruz) antibody,
for 1 h on ice, with gentle shaking, A 50-pl volume of protein G-agarose beads
was then added, and the mixture was further incubated for at least 2 h. Beads
were pelleted by quick-spin centrifugation and were then washed three times
with lysis buffer, twice with washing buffer 1 (50 mM Tris-HC1 [pH 7.5], 500 mM
NaCl, 0.1% NP-40), and once with washing buffer 2 (50 mM Tris-HCl [pH 1.5),
0.192 NP-40). For each wash, 500 pl of buffer was added and incubated 5 min on
ice with agitation before a quick spin. Proteins were eluted with 2X SDS-PAGE
sample buffer (125 mM Tris-HCI [pH 6.8], 4% SDS. 0.2% hromophenal blue, 5%
B-mercaptoethanol) in boiling water for 5 min. Samples were separated by 10%
SDS-PAGE and were transferred to nitrocellulose membranes. Primary antibod-
ies (rabbit a-VP2 at 1:1,000 or mouse a-Ub at 1:200) were diluted in 5% milk in
I'X TBS buffer (10 mM Tris-Cl (pH 8.0}, 150 mM NaCl) and were incubated with
the membrane for 1 h with agitation. Anti-mouse or anti-rabbit antibodies
conjugated with AP were used as secondary antibodies (diluted 1:1,000 in 5%
milk in 1% TBS buffer). Detection was performed directly on the membrane by
using the colorimetric AP substrate NBT-BCIP. according to the manufacturer’s
recommendations (Roche).

Confocal microscopy. Cells were plated on glass coverslips (5 X 10 * cellsiwell
in a 24-well plate) 1 day prior to the experiment. Cells were then treated or mock
treated with 5 pm MG132. Cells were infected with NADL-2 and fixed a1 the
indicated times. Indirect IF was performed as described above. Coverslips were
incubated with the mouse anti-capsid antibody 3C9. Goat anti-mouse antibodies
coupled with Alexa Fluor 488 were used as secondary antibodies. Images were
collected on a Bio-Rad Radiance 2000 confocal system, with an Ar-Kr laser and
a 60X oil objective (numerical aperture [N.A.], 1.4). Fluorescence was detected
at 515 nm.

Statistical analysls. Data were analyzed by the unpaired two-tailed r test using
99% confidence intervals. Analyses were performed with GraphPad Prism soft-
ware, version 5.

RESULTS

Overall PPV replication kinetics. The general replication
kinetics of the NADL-2 strain of PPV on PT cells is shown in
Fig. 1. The first steps of the high-MOI (50 FEU/cell) infection
were followed by the detection of viral capsids by indirect
immunofiuorescence (with monoclonal antibody 3C9). After
cell entry, capsids accumulated on one side of the nucleus by 4
to 8 h postinfection (p.i). Newly synthesized virions were found
in the nucleus by 16 to 20 h p.i.,, before cell lysis (Fig. 1A).
DNA replication, monitored by quantitative PCR (qPCR) on
cell lysates after infection at a low MOI (0.1 FFU/cell), started
at 8 to 12 h p.i. (Fig. 1B).

Inhibitor optimization. All inhibitors were tested for toxic
effects on the cells used in this study (PT cells) by the MTT
assay (Sigma). The toxic doses, which are the first concentra-
tions that have an effect on cell viability, are shown in Table 1.
Then a dose-response curve was obtained in order to deter-
mine the concentration that had the most effect on viral infec-
tion (data not shown). The optimal dose of each inhibitor could
be defined as the concentration displaying the greatest inhibition
of viral infection without being toxic to the cells (Table 1). The
effects of the inhibitors on cell growth were also evaluated by
incubating cells with the optimal dose of each inhibitor for 20 h.
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FIG. 1. Kinetics of PPV infection. (A) Detection of viral capsids at dillerent times pi. in PT cells by immunofluorescence using the capsid-specific
antibody 3C9 and an Alexa Fluor 488-coupled secondary antibody. (B) Amplification of the viral genome. gPCR specific to PPV was perlormed on cell
lysates collected at diferent times p.i. (C) Cell DNA content in the presence of inhibitors, as an indication of side effects of the inhibitors on cell growth,
determined by gPCR with c-myc gene-specific primers after 20 h of incubation with the optimal dose of each inhibitor.

qPCR using specific c-myc gene primers was performed to eval- Binding of PPV on cells. The efficiency of the infection was
uate cell density. As demonstrated in Fig. 1C, the inhibitors used evaluated at 20 h p.i. by immunofluorescence. The number of
in this study failed to have any significant short-term effect oncell  capsid-positive cells was compared to the total number of cells
growth. This result correlated with that of the MTT assay. on each slide. The effect of each inhibitor was expressed as the

TABLE 1. Chemical inhibitors

Cellular component Inhibitor Effect on cells Optimal Tosicity”
Sialic acids Neuraminidase  Catalyzes the hydrolysis of N-acetylneuraminic acids on cell surface 5 mU/ml 20 mU/ml
glycoproteins
Clathrin Chlorpromazine Inhibits pit formation by clathrin relocation at the endosomes 10 uM 100 uM
K* depletion Aggregates clathrin in empty small cages Buffer
Caveolae Nystatin Inhibits caveolin pit formation; sequesters cholesterol 100 pM 1mM
Methyl-B- Inhibits cholesterol translocation toward lipid rafts 1mM 10 mM
cyclodextrin
Macropinocytosis Amiloride Inhibits Na“/H*-ATPase exchangers, preventing membrane extension 100 pM >250 uM
formation
Cytochalasin D Inhibits actin polymerization for membrane extension 50 uM 75 pM
Microtubules Nocodazole Inhibits tubulin subunit polymerization; inhibits endosome trafficking 10 pM 100 pM
Paclitaxel Inhibits microtubule dynamics, preventing depolymerization 0.5 1M 1pM
Actin Cytochalasin D Inhibits actin polymerization (binds to filaments) 50 pM 75 uM
Latrunculin A Inhibits actin polymerization (binds to monomers) 0.1 uM 0.5 uM
Endosomal pathway Bafilomycin Inhibits endosomal acidification through vacuolar H*/ATPase pump block 100 asM 500 nM
Brefeldin A Inhibits translocation to late endosomes 500 nM 1pM
Proteasome MG-132 Inhibits the 26S subunits of the proteasome, preventing proteolytic activity 1pM 10 pM
Lactacystin Inhibits the B subunits of the proteasome, preventing proteolytic activity 5pM 10 uM

a Concentrations shown in Results displaying optimal inhibition of PPV replication without significant side effects (hy the MTT assay).
b Determined by the MTT assay.
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FIG. 2. PPV binding on the cell surface. (A) PT cells were treated with increasing amounts of neuraminidase in order to remove sialic acid
moieties on cell surface glycoproteins. After a wash, PPV was added to the cells for 2 h. Unbound virus was removed by a wash at 2 h p.i., and
infection was continued for an additional 18 h. The percentage of infected cells was compared to that of untreated cells (arbitrarily set at 100%)
by IF with the capsid-specific antibody 3C9 and DNA staining (Hoechst). (B) Efficiency of infection recovery after neuraminidase treatment
followed by specific reconstruction of sialic acids, using O- or N-sialyltransferases, on the cell surface proteins prior to infection. Percentages of

infected cells were determined by IF (x+, P < 0.004 by the ¢ test).

efficiency of infection relative to that for untreated cells. The
first step of PPV infection was determined to be the binding of
the capsid to sialic acid on cell surface glycoproteins. As shown
in Fig. 2A, neuraminidase treatment of the cells, which cleaves
sialic acids at the cell surface, greatly impeded viral infection in
a dose-dependent manner. Moreover, the infection could be
partially reconstituted after the rebuilding of sialic acid moi-
eties using either a-(2,3)-O-sialyltransferase or «-(2,3)-N-sialyl-
transferase (10 mU). Therefore, both O- and N-linked sialic
acids seem to be used by the virus to enter the cells (Fig. 2B).
Cells were capable of rebuilding some receptors by themselves,
since removal of the neuraminidase, without the addition of
any enzyme, doubled the number of infected cells. The pres-
ence of the donor only (cytidine 5’-monophospho-N-acetyl-
neuraminic acid) did not help receptor reconstruction or in-
crease the level of infection. Finally, the addition of each
sialyltransferase alone or in combination did not reconstitute
the infection to the 100% level, even when more enzyme was
added (up to 25 mU) (data not shown).

Viral entry into cells. To investigate the pathways implicated
in PPV entry, multiple inhibitors were used to target each
pathway. A description of these inhibitors, and the concentra-
tions used in this study, is shown in Table 1. After one infection
cycle (20 h), the percentages of infected cells in the presence of
the inhibitors were compared to those for untreated cells. The
results shown in Fig. 3A (for optimal doses only) demonstrated
that both clathrin-mediated endocytosis and macropinocytosis
were important for PPV entry. Inhibition of caveolae had no
cffect on viral entry. These results were confirmed by gPCR of
cell lysates at 20 h p.i. using PPV-specific primers (Fig. 3B).
However, complete inhibition could not be achieved, even
when clathrin and macropinocytosis inhibitors were combined,
suggesting that one or more other entry pathways may be
important for PPV. In both cases (percentage of infection and
genome replication), the inhibition level was about 50%. As a

control, the cffects of the inhibitors on viral binding to the cell
surface were also evaluated. The virus was incubated with
inhibitor-treated cells at 4°C. The cells were then washed or
not before incubation for 20 h at 37°C. The results in Fig. 3C
show that inhibitors of clathrin, caveolae, or macropinocytosis
had no effect on the binding of PPV to the cell surface. Fur-
thermore, the inhibitors acted only during entry steps, as dem-
onstrated in pulse experiments (Fig. 3D), and the addition of
each inhibitor at 2 h p.i. or later had no detectable effect on
PPV infection. Finally, the same results were observed whether
the inhibitors were present throughout the infection or only
during entry, suggesting that there were no significant second-
ary effects on the cells.

The importance of both specific and nonspecific pathways
prompted us to further examine different arrangements of viral
particles. When PPV was amplified in cell culture, a suspension
containing the virus and cell fragments was obtained after
virus-induced cell lysis. These preparations contained isolated
viruses and clumps of PPV particles (aggregates), as observed
by electron microscopy (data not shown), which could be sep-
arated through low-speed centrifugation. Four different viral
stocks were used in order to compare the different inhibitors.
The first was the crude preparation containing both types of
particles. The aggregates were found in the centrifugation pel-
let, reconstituted with the same volume of cell culture medium,
while single particles remained in the centrifugation superna-
tant. Finally, purified particles were isolated by ultracentrif-
ugation on sucrose cushions. Approximately the same
amounts of infectious particles and genome copies were
obtained as isolated particles and as aggregate preparations
(demonstrated by viral titration and quantitative PCR [data
not shown]). The abilities of these different particle types to
initiate infection in the presence of entry inhibitors were
compared. The results shown in Fig. 3E indicated that single
particles were more sensitive to inhibition by chlorproma-
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FIG. 3. Entry pathways. (A) Inhibition of the major cellular entry pathways during PPV infection. Optimal concentrations of inhibitors of
clathrin endocytosis (chlorpromazine and K' depletion) (light shaded bars), caveolae (nystatin and methyl-B-cyclodextrin) (filled bars), and
macropinocytosis (amiloride and cytochalasin D) (dark shaded bars) were used. The percentage of cells infected was determined at 20 h by indircct
IF experiments as described for Fig. 2. The combination of clathrin and macropinocytosis inhibitors (striped bars) failed to completely abolish
infection (**, P < 0.003 by the ¢ lesl). (B) Inhibition of genome replication measured by qPCR with specific PPV primers afler treatment with
inhibitors as for panel A (*, P < 0.03 by the 7 test). (C) Binding assay. Inhibitors were present only for the first 2 h with PPV at 4°C and were
removed at the time of washing to eliminate unbound virus. The infection was continued in normal cell culture medium for 20 h. (D) Pulse
inhibition. Clathrin endocytosis and macropinocylosis inhibitors cither were added prior to infection and were present only for the first 2 h of
infection, after which cells were washed; were added 2 h p.i.; or were added prior to infection and left during the whole infection (20 h).
(E) Inhibition of distinct particle types. Shown are results for crude preparations (infected cell culture supernatants), isolated particles and
agpregates (both scparated by low-speed centrifugation of the crude preparation), and purificd particles. To determine the inhibition of the
clathrin and macropinocytosis pathways for each particle type, infections were carried out with the same amount of PPV, as determined by
qPCR (***, P < 0.0003 by the ¢ test).
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FIG. 4. Cytoplasm trafficking toward the nucleus. (A) Inhibitors of the endosomal pathway and acidification (light shaded bars), microtubules
(filled bars), and actin networks (dark shaded bars) were used to evaluate their necessity for PPV infection. Shown are the relative percentages
of infection at 20 h p.i. in the presence of optimal concentrations of the inhibitors as measured by indirect IF, as described for Fig. 2. (B) Impacts
of the inhibitors on genome replication as measured by gPCR and normalized to cell numbers, as described for Fig. 3 (#+, P < 0.003 by the 1 test).
(C) Pulse inhibition. Inhibitors were added at different times p.i. and were left until 20 h p.i. The percentages of infected cells were determined
(*, P < 0.03 by the ¢ test for the difference between the Noc and LatA curves).

zine, meaning that they entered preferably via clathrin-me-
diated endocytosis. Alternatively, infection with aggregates
of virus was greatly inhibited by amiloride, indicating that
macropinocytosis was more important for those particles. As
expected, the level of inhibition of virus in the crude prep-
aration was found to be intermediate between those for the
two types of particles, and purified virus acted similarly to
single particles. Nevertheless, the infection could not be
inhibited by more than 60%, strengthening the hypothesis
that an additional, unknown entry pathway would be impor-
tant for PPV entry.

Cytoplasmic transport toward the nucleus. After endocyto-
sis, the viral particles likely proceed in the endosomal pathway.
Chemical inhibitors were used to evaluate the implication of
these cellular components in PPV infection (Table 1). First,
dose-response curves were obtained for each inhibitor (data
not shown) as described in “Drug treatments and PPV infec-
tion” above, and when these curves were combined with MTT
assay results, the optimal concentration of each inhibitor was

determined. As described above, the relative percentages of
infected cells were obtained after treatment with the optimal
dose of each inhibitor. The results shown in Fig. 4A demon-
strate that endosomal acidification and trafficking to the late
endosomes were essential for proper PPV infection (inhibition
with Baf and BFA). PPV then likely exits the endosomal path-
way via its PLA2 activity to reach the cytoplasm, where the
main transport pathways to the nucleus are the microtubules
(MTs) and actin networks. Transport by the MTs would be
more eflicient, since they polymerize from the MTOC, located
next to the nucleus. Both the MTs and the actin networks were
found to be important, although the inhibitors could not com-
pletely abolish the infection (Noc and LatA). The dynamic
instability of MTs due to polymerization-hydrolysis was also
important, since fixation of the MT structure (Pac) also inhib-
ited the infection. These results were confirmed by qPCR, as
shown in Fig. 4B.

Pulse inhibition experiments were performed by the addition
of inhibitors at different times throughout the infection. This
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FIG. 5. Proteasome involvement. (A and B) Inhibition of the proteolytic activity of the proteasome aborted PPV infection. The effects of the
inhibitors were evaluated by indirect IF experiments as described for Fig. 2 and were expressed as the percentage of infecled cells at 20 h p.i. relative to
that for mock-treated cells (arbitrarily set at 1009). (C) Cells were treated with inhibitors as for panels A and B, and inhibition of genome replication
was measured by qPCR for PPV, normalized to cell numbers, as described for Fig. 3. (D) Pulse inhibition. MG-132 was added at different times
throughout the infection until ccll fixation, and the percentage of infected cells was determined. (E) Capsid localization in the presence of MG-132.
Capsids were visualized at different times throughout the infection by the capsid-specific antibody 3C9. In untreated cells, PPV reached perinuclear
localization within 4 h p.i., and new virus was observed in the nucleus at 20 h p.i. The virus was also observed near the nucleus after MG-132-mediated
inhibition but remained more diffuse in the cytoplasm (8 to 12 h p.i.), and very few positive nuclei were visible at 20 h p.i. (F) Coimmunoprecipitation
of ubiquitin with anti-PPV capsid antibodies and of VP2 capsid proteins with anti-ubiquitin antibodies. Capsid proteins were observed in all ubiquitin
precipitations. The ubiquitin signal in the capsid immunoprecipitation was more diffuse, as generally observed for ubiquitinated proteins.

provided an estimation of the period during which the cellular Proteasome. The proteasome machinery is critical for host

components were important for the infection. As shown in Fig.
4C, the endosomal-pathway inhibitors were eflective mostly in
the first hours of infection. While the MT inhibitor was also
most efficient during the first 10 h, like endosomal-pathway
inhibitors, the actin inhibition curve was above the inhibition
curve for the MTs, indicating that the actin network remained
important later in the infection.

cell defense and can lead to abortive infections via capsid
degradation early in infection (13). On the other hand, partial
degradation by the proteasome can facilitate some viral infec-
tions (47). Two proteasome inhibitors, MG-132 and lactacystin
(Table 1), were used to evaluate the impact of the proteasome
on PPV infection. As demonstrated in Fig. 5A and B, inhibi-
tion of the proteasome almost completely abolished PPV in-
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fection. These results were further confirmed by qPCR (Fig.
5C). Pulse inhibition was also performed as described for
cytoplasmic trafficking and demonstrated that the proteasome
was important up to 12 h of infection (Fig. 5D).

The cellular localization of the virus in the presence of
MG-132 was estimated by confocal microscopy. After treat-
ment with the inhibitor, the cells were infected with PPV, fixed
at different times during the infection, and processed for indi-
rect immunofluorescence with a capsid-specific antibody (Fig.
SE). In the presence of MG-132, PPV was still able to reach
the nuclear periphery, but the capsids remained more diffuse
than those in untreated cells. At 20 h p.i.,, very few virus-
positive nuclei were observed, supporting the finding that the
infection was not productive.

The best-characterized mechanism by which the proteasome
targets proteins is ubiquitination (43). After covalent linkage
of several ubiquitin subunits to the targeted protein through
lysine residues, the protein is unfolded and fragmented into
small subunits that are further degraded by proteases to single
amino acids. Coimmunoprecipitation of the viral capsid and
ubiquitin showed that PPV capsids were ubiquitinated at 4 to
12 h p.i. (Fig. 5F), coinciding with the passage through the
cytoplasm. Ubiquitin was present after the immunoprecipita-
tion of the capsids, in increasing amounts up to 12 h p.i.
Conversely, PPV protein was present after ubiquitin immuno-
precipitation. When cells were treated with MG-132, a greater
amount of ubiquitin was observed in capsid coprecipitation,
suggesting that inhibition of proteasomal processing resulted
in greater accumulation of ubiquitin-linked capsids early in
infection.

DISCUSSION

Although porcine parvovirus was identified several decades
ago, its interactions with host cells remain poorly understood.
The early steps of PPV infection were investigated in the cur-
rent study, since they are the keys to establishing a productive
infection. Our data demonstrated both similarities and sub-
stantial differences between PPV and other closely or distantly
related parvoviruses.

Direct probing of virus endocytosis is commonly achieved
using pharmacological inhibitors, because (i) the effect can be
easily evaluated and quantified; (ii) the short time of exposure
delays side effects or compensatory mechanisms; and (iii) all
cells are equally exposed. However, the potential for poor
specificity remains a major concern, in particular if the actin
cytoskeleton is affected. None of the common inhibitors of the
endocytic pathways possesses absolute specificity for the tar-
geted component. Therefore, two inhibitors with different ac-
tions were used for each cell pathway. The inhibitors were used
at relatively low concentrations in order to minimize side ef-
fects. Nevertheless, the interpretation of the results required
careful consideration of the degree of selectivity.

Prior treatment of cells with neuraminidase prevented infec-
tion, emphasizing the pivotal role of sialic acid receptors in
infection. This first binding would occur regardless of the entry
mode, since the infection could be almost completely inhibited
by treatment of the cells with neuraminidase. Resialation ex-
periments (6, 24) on sialidase-treated cells with the enzyme
a-2,3-O-sialyltransferase or a-2,3-N-sialyltransferase, or with a
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combination of both enzymes, partially reconstituted infectiv-
ity. Thus, the sialylglycoprotein receptors available for virus
attachment appear to contain both O- and N-linked carbohy-
drate moieties. However, to achieve optimal binding, sialation
of the receptors may be more complex than what could be
rebuilt in vitro (since the combination of the two enzymes could
not fully reconstitute viral binding and infection) or may re-
quire other specific sialic acid derivatives.

Unexpected results were obtained in the process of deci-
phering the entry mechanisms of PPV, The entry of the virus
into cells could not be completely prevented by any of the
chemical inhibitors or by their combination. Inhibition of clath-
rin or macropinocytosis led to about 50% reduction of the
infection. Moreover, even when these inhibitors were used in
combination, inhibition was only slightly greater (60%). Ac-
cordingly, a third unusual or unknown entry mechanism is
likely to be involved for PPV; this will require further investi-
gation. It is also possible that the inhibitor concentrations used
failed to completely block the entry pathways. However, dose-
response curves and combinations of inhibitors showed that
even beyond toxic doses, as many as 40% of cells could still be
infected (data not shown). It is unlikely that the remaining
levels of infection would be due solely to imperfect inhibition
of the cells. It has been reported that chlorpromazine is able to
block macropinocytosis in addition to affecting clathrin-coated
pits, whereas amiloride and cytochalasin D may also affect
endocytosis via clathrin-coated pits (14, 26). However, the con-
trasting cffects of these drugs on isolated and aggregated PPV
particles indicated that at the concentrations used, these drugs
were sufficiently specific. With less cross-reactivity of these
inhibitors, the preference for either coated-pit endocytosis or
macropinocytosis by these forms of PPV should be even more
significant than the P value of <0.003 that was observed.

This work is the first demonstration that macropinocytosis, a
nonspecific entry mode, would be an important entry mecha-
nism for a parvovirus. However, since binding to sialic acid
moieties was necessary, prior binding with an unknown cell
surface receptor may upregulate macropinocytosis (15). Most
parvoviruses are known to use clathrin-mediated endocytosis
extensively, if not exclusively. Nevertheless, it was recently
shown that AAVS5 uses both clathrin and caveolar endocytosis
to enter cells (1). Inhibition of caveolae had no effect on PPV
infection. Canine parvovirus, which uses the transferrin recep-
tor (TIR) for receptor-mediated endocytosis, still infected cells
efficiently when deletions or mutations within the cytoplasmic
domain of TfR prevented interaction with adapter protein 2,
thus abolishing clathrin-mediated uptake (22); this finding sug-
gests the existence of a supplementary entry pathway. There-
fore, the entry of these viruses appears to be more complicated
than was previously assumed. Moreover, even among closely
related parvoviruses, there are significant differences in the
first steps of infection.

The observed preference for different entry mechanisms by
isolated and aggregated PPV particles is particularly relevant,
since most laboratory studies are based on purified virus (e.g.,
isolatcd particles) with ccll culture, which may not reflect the
natural context of infection in the host. Indeed, it is most likely
that some aggregates form when cells are destroyed by the
virus, and those aggregates would be in contact with neighbor-
ing cells.
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As demonstrated in this study, endosomal acidification and
trafficking to the late endosomes are both essential for PPV,
since treatment of the cells with bafilomycin or brefeldin A,
respectively, almost completely abolished the infection (Fig. 4).
Transport through the endosomal pathway may trigger confor-
mational changes that enable further steps of PPV infection, as
shown for MVM (46). Indeed, the amino-terminal part of the
VP1 protein must be externalized from the capsid. This capsid
protein contains a phospholipase A2 motif, and its activity is
essential for breaching vesicular membranes (16). Finally,
since endosomes are transported on MTs, which are polarized
toward the nucleus, vesicular traffic of PPV to the late endo-
somes or lysosomes would provide a means for the virus to
reach the perinuclear area.

MTs and actin, the two major cell transport structures, were
also shown to be involved in PPV infection. Indeed, inhibition
of either structure reduced the infection up to 60%. However,
since the inhibition was not complete, even when the two
inhibitors were combined (Noc plus LatA), it is possible that
destruction of the normal cell structure is toxic and hence that
total inhibition cannot be achieved without killing the cells.
Most interestingly, the virus seemed to utilize each transport
structure at different times postinfection. MTs were important
mostly in the first 8 10 10 h of infection, correlating with the
time frame of endosomal acidification and traffic to the late
endosomes. In contrast, the actin network was involved later in
the infection, up to 12 to 16 h p.i. These resulls suggest that
MTs are mostly important for the transport of the virus while
it is in the endosome pathway, whereas actin could also be
involved later in the infection cycle, such as during the trans-
port of the newly synthesized proteins to the nucleus. The
effect on the actin network may also indirectly affect the infec-
tion.

Proteasome activity was crucial for PPV infection (Fig. 5). In
the presence of two commonly used proteasome inhibitors,
MG-132 and lactacystin, the virus stayed more diffused in the
perinuclear region, and very low replication was observed.
These results strongly suggested that interaction with the pro-
teasome occurred during the last transport steps before the
delivery of the genome to the nucleus. Moreover, proteasomal
processing would take place only in early infection, since ad-
dition of the inhibitor at 12 h p.i. had no effect on viral infec-
tion. Such a necessity for an interaction with the proteasome
has already been demonstrated for MVM (46, 47), in contrast
to the inhibitory cffect of the proteasome on infection by
AAVs (13). Protein degradation by the proteasome proceeds
by ubiquitination of the target (28). Coimmunoprecipitation
experiments demonstrated that PPV capsid proteins were in-
deed ubiquitinated early in infection (Fig. 5F), yet no signifi-
cant degradation of the viral protein could be demonstrated in
coimmunoprecipitation experiments (Fig. SF, lower panel) or
by Western blotting performed directly on cell lysates (data not
shown). However, since the infectivity ratio of PPV is very low
(1 infectious particle for at least 1,000 capsids), we cannot rule
out the possibility that degradation remained undetected. Al-
though degradation is a common result of ubiquitination, other
purposes, such as differential interaction with cellular compo-
nents, may be triggered by this modification (30, 34, 65). The
exact role of the ubiquitination and proteasomal processing of
PPV during entry thus remains to be determined.
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In summary, the investigation of PPV entry and transport
events within the cell has provided some unique results in
comparison with known pathways of parvoviral infection. In-
deed, this is the first description of the importance of macropi-
nocytosis as an additional entry portal into cells. These results
also highlighted the fact that particle types may play an under-
estimated role in the preferential uptake of viruses by cells.
Taken together, these results may explain why it has been a
substantial challenge to identify specific receptors for many
viruses, including members of the family Parvoviridae.
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Résumé de I’Annexe Il

Szelei, J., Liu, K., Li Y., Fernandes, S. and Tijssen, P. (2010). Parvovirus 4-like Virus in
Blood Products. Emerging Infectious Diseases. 16 (3): 561-4.

Des préparations de plasma et de facteur VIl porcins ont été cribiées pour la présence de
virus apparentés au Parvovirus 4 (PARV4). Bien que la prévalence de ces types de virus
était faible dans les échantilions de plasma, ceux-ci semblent étre concentrés au cours du
processus d'apprétement du facteur VIIl. L'analyse phylogénique des virus apparentés au
PARV4 d'origine humaine et porcine a démontré que ceux-ci ont co-évolués avec leurs
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Parvovirus 4-like
Virus in Blood
Products

Jozsef Szelei, Kaiyu Liu, Yi Li, Sandra Fernandes,
and Peter Tijssen

Porcine plasma and factor Vill preparations were
screened for parvovirus 4 (PARV)-like viruses. Although the
prevalence of PARV4-like viruses in plasma samples was
relatively low, viruses appeared to be concentrated during
manufacture of factor VIIi. PARV4-like viruses from human
and porcine origins coevolved likewise with their hosts.

n 2005, a previously unknown virus, parvovirus 4

(PARV4), was detected in a plasma sample from a
hepatitis B—positive injection drug user (IDU) (7). Al-
though PARV4 was subsequently detected in plasma from
healthy donors, its prevalence is higher in samples from
IDUs, AIDS patients, and hepatitis C virus—infected per-
sons (2,3). In recent serologic studies, 67% of HIV-infected
1DUs had antibodies to PARV4, whereas non-1DU controls
were seronegative (4) This increased prevalence in IDUs
and persons with hemophilia most likely reflects parenteral
transmission of the virus (4,5). Furthermore, PARV4 was
frequently detected in human coagulation factor concen-
trates prepared from older plasma samples (6). The lower
detection frequency in current concentrates may be due to
exclusion of high-risk batches, e.g., from IDU or hepatitis
C virus—infected persons during plasma collection, and to
improved purification methods. The presence of PARV4
in plasma suggests a viremic phase enabling spread of the
virus to different organs. Even though recent studies by
Kleinman et al. indicate that parvovirus B19 is not readily
transmitted to susceptible hosts by blood component trans-
fusion, similar evaluation of PARV4 transmission will be
invaluable in assessing the need to routinely screen for this
emerging virus (7).

PARV4 contains a 5-kb single-stranded DNA genome
with inverted terminal repeats and a large open read-
ing frame (ORF) in each half of the genome coding for
nonstructural (NS) protein and structural protein, re-
spectively. PARV4-like viruses form a separate cluster
among the parvoviruses (/,8). Three genotypes of human
PARV4 parvoviruses with =93% nucleotide sequence
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identity have been described. The sequence of genotype
1 (PARV4-gl) is highly conserved, whereas that of geno-
type 2 (PARV4-g2 [formerly PARVS5]) is somewhat more
diverse. PARV4-g2 is found mostly in older coagulation
factor concentrates (1960s—1980s), suggesting that geno-
type | emerged recently (6,8). A third genotype (PARV4-
g3) was isolated from persons in sub-Saharan Africa
(9). Additionally, PARV4-like viruses with a 60%—65%
nucleotide identity were recently identified at high fre-
quencies in porcine and bovine tissue samples in People’s
Republic of China (/0).

In this study, porcine plasma samples and factor Vil
(FVIII) concentrates used by persons with hemophilia who
have autoimmune antibodies against human FV11I were in-
vestigated for PARV4-like viruses. We then determined the
degree of identity of these isolates with the human virus.

The Study

Plasma samples from healthy pigs were collected
in Great Britain in 2001. Initially, these samples were
tested for PARV4-like viruses by using previously de-
scribed degenerate PCR primers (/0). DNA was extract-
ed from samples by using the High Pure DNA Isolation

A -——-—ﬂ-—-l‘--i—-' 1

B

12345678 9101112

Figure 1. Parallel PCR amplification of PARV4-like (A) and PPV
(B) by using purified DNA from clotting FVIIi preparations. The
results of this PCR usually suggested a higher PARV4 load despite
the higher efficiency of the PPV PCR (J. Szelei and P. Tijssen,
unpub. data). This finding was confimed with the quantitative
MIMIC PCR method for PPV (77). Numbers indicate different lots
of FVIil prepared in 1:1994A, 2:1994B, 3:1996A, 4:1996B, 5:1999,
6:2000A, 7:2000B, 8:2001A, 9:2001B, 10:2001C, 11:2001D, and
12: DNA marker (1-kb ladder; Invitrogen, Carisbad, CA USA).
PARV4, parvovirus 4; PPV, porcine parvovirus; FVIil, factor Vill.
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Table 1. Percentage diversity of genome sequences of PARV4-like viruses*t

Genotype PARV4-p PHoV BHoV PARV4-g1 PARV4-g2
PARV4-p 98-99

PHoV 97-98 98-99

BHoV 62 62 99

PARV4-g1 58 58 60 98-100

PARV4-g2 58-59 58 59-60 91-92 96-99
PARV4-g3 58 58 60 92 91-92

*PARV4, parvovirus type 4, PARV4-p, porcine PARV-4; PHoV, porcine hokovirus; BHoV, bovine hokovirus; PARV4-g1, PARV4 genotype 1; PARV4-g2,

PARVA4 genotype 2; PARV4-g3, PARV4 genotype 3.

tPairwise sequence comparisons were performed by using the ClustalW program (www.ebi.ac.uk/T ools/clustalw) as described in Figure 2 and
percentages of sequence identities were calculated. Nucleotide sequences representing the equivalent regions (position 248-5088, numbered according

fo the PARV4 sequence NC_007018) were used to a_lign the DNA fragments.

Kit (Roche Applied Science, Roche Diagnostics Can-
ada; Laval, Quebec, Canada). Only 3 of the 98 plasma
samples contained detectable amounts of PARV4-like
viruses. To further study these porcine viruses, we ob-
tained nearly full-length genomes from overlapping PCR
fragments. Primers designed for these PCRs were PrSl;
5'-CCACACCTACCTCGCCTATAAGAATCAG-3";
PrASl: 5'-CTCCACTTGTTCAGCACGGGATCC-3";
PrS82: 5'“CCACGAGCTGGAAGTCTTTA-3’; PrAS2: 5-
GGAGTCCGCATACCCATAACAGGCTG-3"; PrS3: 5'-
GTGTACCGCAGTGGGAGCCATG-3"; and PrAS3: 5'-
TTCTGGGCAACCCACTGATCAGAAGG-3". The nearly
full-length clones were sequenced by primer-walking. Ge-

nomic analysis confirmed that these viruses were related to
the PARV4 viruses and were close relatives of the recently
identified porcine hokoviruses (PHoVs) (/0).

We also confirmed the moderate frequency of PAR V4-
like viremia in the previously tested pig plasma samples
with a more sensitive PCR assay by using specific primers
PrS4 (5-AGTTACGGGGGACCGCTACAGTG-3") and
PrAS3. In contrast, examination of 11 commercial clotting
FVIII preparations showed that all of these independent
lots contained substantial amounts of PARV4-like parvo-
virus, whereas the level of porcine parvovirus DNA was
generally lower in the corresponding samples (Figure 1).
Similar to the plasma samples, long overlapping PCR frag-

Table 2. Analysis of relationships among the protein sequences of PARV4-like viruses*t

Sequence PARV4-p PHoV BHoV PARV4-g1 PARV4-g2 PARV4-g3

PARV4-p
NS 99-100 (99) (80) (68) (68) (68)
VP 99-100 (99) (79) 77) (78) 77)
SAT 100

PHoV
NS 97-98 98-99 (79) (68) (68) (68)
VP 99 99 (79) 77 7 an
SAT 98-100 98-100

BHoVv
NS 67-68 67 99 (70) (70) (70)
VP 66 66 NA (78) (78) (78)
SAT 79 79 100

PARV4-g1
NS 53-55 53-54 56-57 96-99 (99) (98)
VP 65 65 65 99 (99) (98-99)
SAT 59 59 59 100

PARV4-g2
NS 54-55 53-54 56 96-97 98-99 (98)
VP 65 65 64-65 98 98-99 (98)
SAT 59 59 59 100 100

PARV4-g3
NS 54 53-54 56 96-97 96-97 NA
VP 65 65 64 98 97-98 NA
SAT 59 59 59 100 100

*PARV4, parvovirus type 4, PARV4-p, porcine PARV-4; PHoV, porcine hokovirus; BHoV, bovine hokovirus; PARV4-g1, PARV4 genotype 1; PARV4-g2,
PARV4 genotype 2; PARV4-g3, PARV4 genotype 3; NS, nonstructural protein; VP, viral protein; NA, no alignment; SAT, small alternatively translated
proteins.

‘tNumbers indicate percentages of amino acid sequence identity; numbers in parentheses indicate percentages of amino acid similarity (preserved
physicochemical properties). Sequence similarity was not calculated for the SAT proteins, because of their relatively smaller size. When only 1 sequence
was available (e.g., VP of BHoV), no alignment was performed.
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ments were amplified from the FVIII preparations to obtain
nearly full-length sequences. Their analysis provided infor-
mation about the evolution of PARV4-like viruses, during
nearly a decade, in pigs. Sequence data were registered by
GenBank (accession nos. CI2001A: FJ982246: CI2001B:
FJ982247; CI2001C: FJ982248; F8-1994A: F1982249;
F8-1994B: FJ982250; F8-1996A: F1982251; F8-1996B:
F1982252; F8-1999: F1982253; F8-2000A: F1982254; and
F8-2000B: FJ982255). Phylogenetic and molecular evolu-
tionary analyses were conducted by using MEGA version
4(12).

The genomes of these newly isolated PARV4-like
viruses were similar to the PHoVs previously identified
in Hong Kong Special Administrative Region, People’s

PARV4-like Virus in Blood Products

Republic of China. Although, these new isolates showed
some diversity (98%-99% identity), they differed some-
what more from the PHoVs (97%-98% identity). The viral
protein (VP)-ORF was highly conserved (99%), whereas
the NS-ORF showed more diversity (97%-98%). Genomic
and protein-coding sequences were also compared with
other PARV4-like viruses (Tables 1, 2). Phylogenic analy-
sis using neighbor-joining and maximum parsimony meth-
ods demonstrated that PHoVs grouped together, whereas
PARV4-like sequences from FVIIl prepared at different
times were less uniform (Figure 2). Older FVIIl PARV4
contaminants (especially from 1994) were related more
closely to the bovine hokoviruses (BHoVs) and to PARV4-
g2. Finally, analysis of the newly identified virus genomes

C12001B-p B FB-1696B.p C120018-p
A CI2001C-p FB-2000A-p c C12001C-p
1 87|
CL00IA p F8-1996A-p C12001A-p
F8-19988-p FB-1994Ap F8-19968-p
R F8-1994B-p
FB-1998A-p F8-1996A-p
CRo01Ap
FB-2000A-p
F8-2000A-p
F8-1984A.p C120018-p
7 er001C: ABYS7707-p
109} Fg-19948-p o AS TR
F8-1899-p 100ff FE1999P
ol Fs.2000 ABY67689-p
108! Fe-20008p B
~ ABY67688-p ABYE7692-p
|- £U200674-p
ABYBT7897-p F8-19389.p
|- EU200674-p 100 100
i ABYSTT06-p F8-20008-p
8|l Eu200675.p
ABYE7691-p | F8-1994A-p
i 1551 EU200676-p
[ ABYE7694-p 99| Fp.19948.p
L EU200877-p
FU200672 ABYE7602-D ABY67680-b
» = ‘
1001 ABv67679-b
90l £u200673.p ; . ABK00520-92
EU200668-b it ? 981 ABKo0522-g2
88|' ABV71892-g% 2
ABVT1691
100} EUI200665-5 ABYE7676-g1 @
100|- ACF94532-93
100| gyzo0570-0 100 acrsasasgs ®
DQB73390-g2 ABVIEN0-52 ABY67677-91
o;ID[ DQ873391-g2 88/ ABK00519-g2 92| ABV71683-g1
———{
EU1T8855-2 .05 90! apkoos21-g2 —n YP 238483-g1
L
100|—— EUB74248-g3
NC 007018-g1

84) 10
EU175856-g1
100] pQs73385-g1

—u 99
13 EU200667-g1

Figure 2. Construction of phylogenic trees for newly identified porcine viruses and comparison with previously identified prototype parvovirus
4 (PARV4)-like sequences. Sequences of other PARVA4-like viruses indicated by the accession numbers were obtained from GenBank,
and their origins are marked by letters (p, porcine; b, bovine; PARV4-g1, g2, g3, human parvovirus 4 genotypes 1, 2, and 3). ClustalWw-
aligned genomes (A) and nonstructural (NS) protein (B) and viral protein (VP) (C) were all trimmed to obtain sequences with similar
lengths. All computer analysis was performed by using the neighbor-joining method. Branches corresponding to partitions reproduced
in <70% bootstrap replicates are collapsed. The tree is drawn to scale, and the percentage of replicate trees in which the associated
taxa clustered together in the bootstrap test (1,000 replicates) are shown below the branches. F8-year, year of the factor VIli lot; Cl-year,
plasma samples and year of collection. Scale bar represents the number of nucleotide (A) or amino acid (B, C) substitutions per site.
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showed an alternative coding sequence inside of the VP
gene with a recognizable relationship to small alternatively
translated proteins (SAT) (/3). In the porcine PARV4-like
viruses, the start codon for the SAT protein was 3 nt down-
stream relative to the position of SAT-ATG in the human
and bovine PARV4 viruses. Although the SAT protein was
67 aa in all the characterized human PARV4 viruses, por-
cine and bovine PARV-like viruses contained SAT proteins
with 84 aa. The amino acid sequences of the SAT proteins
were highly conserved in each PARV4 virus group; how-
ever, they differed greatly between PARV4 viruses belong-
ing to different host species (Table 2).

Conclusions

Improved virus detection methods have facilitated the
discovery of new viruses and have provided insight into the
existence of a wide variety of potentially pathogenic strains
in biopharmaceutical products. Plasma samples, collected
from individual pigs in 2001-2002, and FVIII samples,
prepared during 1994-2001, were tested for PARV4-like
viruses.

Sequence analysis showed that PARV4-like viruses
may have undergone some degree of selective pressure
during this time because the genomes sequenced showed a
greater variability than the porcine parvovirus NS sequenc-
es isolated from the same samples (J. Szelei and P. Tijs-
sen, unpub. data). In the current study, comparison of the
genomic and NS protein coding sequences indicated that
viruses in the older samples were more closely related to
BHoV and PARV4-g2 (Figure 2). Fewer changes were ob-
served in the VP coding sequence (Table 2). Because VPs
are responsible for the entry of parvoviruses, they usually
adapt to host-specific receptor(s). The presence of PARV4-
g2-like isolates in older samples and the omnipresence of
PARV4-like viruses in more recent samples suggested that
the porcine PARV4-like virus and human PARV4 may
have similarly evolved (8). These new parvovirus isolates
from Great Britain would belong to a different cluster of
porcine PARV4-like viruses than the hokoviruses from
Hong Kong Special Administrative Region.

Although older isolates shared more identity with
BHoV and PARV4-g2, the substantial differences in the
DNA sequences of PARV4-like viruses from different spe-
cies (human, bovine, pig) suggested that they would have
diverged a long time ago. This hypothesis was also sup-
ported by the sequence stabilization of the SAT proteins,
which may play important host-specific roles in the viral
exit (13). Nevertheless, the existence of a wide variety of
different PARV4 strains, most of which result in chronic
infections, could provide a basis for an evolutionary jump
and recombination and should raise major concerns about
the dangers of parenteral transmission.
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The use of synthetic DNA can avoid problems that are sometimes encountered with conventional molecu-
lar biology techniques using DNA with high GC content, strong secondary structures, or repeat sequences.
However, very complex DNA may still resist PCR and synthesis of DNA from oligonucieotides. In the

method described here, separately synthesized DNA segments were seamiessly joined independently of

the presence of restriction sites in the target DNA. This method allowed the reconstruction of complex

DNA by concatenation of easily synthesized segments and permitted repeated swapping of segments,
from a few nucieotides to large fragments of complex DNA for phenotypic analysis.

© 2008 Eisevier Inc. All rights reserved.

Synthetic genes or genomes have become increasingly
convenient tools to optimize protein expression or to obtain DNA
chimeras to study regulatory elements by their related pheno-
types. Chemical synthesis of DNA is usually achieved efficiently
by assembly of synthetic oligonucleotides by (asymmetric) poly-
merase chain reaction (PCR)' [1-4]. Problems arise, however,
with complex secondary structures such as tight extensive hair-
pins that resist reliable PCR-mediated recombination, repeats, and
when restriction sites are lacking. Likewise, approaches to obtain
chimeras of DNA by conventional methods used in molecular
biology, such as PCR-mediated recombination, usually fail with
such DNA. An example of complex DNA is the right-hand termi-
nus of the porcine parvovirus (PPV) genome. The 5’ end of this
single-stranded DNA (minus strand) forms a hairpin of 220nt with
a high GC content and is almost perfectly base-paired except fora
bubble of a few nucleotides that correspond to the dyad symme-
try nucleotides when a cruciform structure is assumed [5,6] (Fig.
1A). Furthermore, this hairpin is preceded by a repeat of 127 nt and
no suitable restriction sites are present in the terminal 1kb of this
genome, thereby preventing the use of conventional methods to
swap segments from different strains for phenotypic analysis.

To study the different elements in this noncoding terminal
region of more than 500nt, chimeras needed to be made of the
DNA from different virus strains that could then be introduced in
the infectious clone (i.e., plasmid containing the complete viral
genome that will produce virus upon transfection into suscep-
tible host cells) for phenotypic studies. Moreover, these clones
were required to be highly stable to prevent knockout of critical
elements and overgrowth of fitter mutants.

* Corresponding author. Fax: +1 450 686 5627.
E-mail address: peter.tijssen@iaf.inrs.ca (P. Tijssen).
! Abbreviations used: PCR, polymerase chain reaction; PPV, porcine parvovirus.
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The method used to overcome these problems consisted of
synthesizing the different segments that do not pose a problem
individually and then connecting them by seamless cloning using
recently discovered type IIB restriction endonucleases [7,8]. These
enzymes recognize bipartite sequences (Table 1) and cut at either
side of the recognition site to release the enzyme on a short DNA
fragment (30-35nt depending on the enzyme). For example, the
Bcgl restriction enzyme recognizes the discontinuous sequence
CGA(N)sTGC and cleaves the DNA substrate twice, at 10nt from
each end of the recognition site, leaving two 2-base 3' overhangs
and excising a 34-bp fragment from the targeted DNA segment.
The (N)s within the discontinuous recognition sequence of the
type IIB enzyme allows the internal placement of another restric-
tion site to specifically recreate the Bcgl recognition sequence by
joining segments that each contain half of the type IIB enzyme rec-
ognition site. Because many restriction sites can be chosen for (N)s,
different sites can be designed at either end of the segment when
multiple fragments need to be connected. Obviously, the approach
of inserting type IIB enzyme half-sites at the ends of synthetic
DNA is also possible for PCR fragments by designing primers in the
same fashion.

As illustrated in Fig. 1B, four DNA segments (A-D) of the
right-hand terminus of the PPV genome were synthesized. Each
synthetic DNA segment was designed to carry at its terminus half a
restriction site of the type IIB enzyme and a cloning site. For exam-
ple, the synthetic left half (segment C) and right half (segment D)
of the 220-nt hairpin to be connected contained extra sequences
of 10nt, half a Bcgl site, and a BamHI site. Moreover, segment D
contained a 2-nt overlap with segment C. Connecting these seg-
ments through BamHI by standard cloning methods reconstituted
the full Begl site. Digestion with Bcgl allowed precise excision of
the extra sequences and, after religation, generated the desired
original sequence (Fig. 1B). The adjacent segments, corresponding
to the “unique” and variable “repeat” sequences (segments B and
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Fig. 1. Principles of seamless cloning and domain swapping. (A) The right terminus of a parvovirus genome is an example of DNA that resists PCR. Although it could not be
synthesized as a whole domain, individual segments can be synthesized, as illustrated around the dyad symmetry (boxed). (B) A large number of segments can be introduced
in a single vector when different type 1B enzymes are used. A set of clones in which these fragments can still be swapped can be generated (u is a unique restriction site
useful to transfer the whole insert to, e.g., an infectious clone). Line 1 shows the sequence of segments C and D around the dyad sequence (underlined) that were synthesized
separately (line 2) while adding Bcgl half-sites (CGA and TGC, respectively Junderlined]) and a BamHi site (GGATCC |boxed]). Cloning with BamHi allowed the regeneration of
a complete Begl site (line 3). Excision through Begl and religation yielded the desired sequence (line 4), It is critical that the sequences of segments C and D be at the proper
distance from the restriction site and that segment D be preceded by the identical sequence found in the segment C overhang.

A, respectively), were joined sequentially in a similar fashion. The
sequential addition of segments using the same type 1IB enzyme
was possible because the full-type IIB restriction site was recreated

Tabie 1
Useful type IIB restriction enzymes for seamless cloning

puCs7 pBS pS-Kan  pS-Amp
Ajul (N)7/12GAA(N);TTGG(N) 116 0 0 i
Alf (N)10/12GCA(N)6TGC(N)12)10 1 0 1 0
Alol (N)7IuGMC(N)5TcC(N)|zI7 0 1 0 0
Bael  (N)yonsAC(N)GTAYC(N)py O 0 0 0
Barl (N)712GAAG(N)sTAC(N) 27 0 1] 0 0
Begl (N)10/12CGA(N)6TGC(N)1210 1 1 0 1
Bp  (N)apsGAG(N)CTC(N)p3s 0 0 0 0
BsaXl  (N)orAC(N)SCTCC(N)sopy 1 2 1 1
CspCl (N)ujiaCAA(N)sGTGG(N)i2pn0 O 0 0 0
Fall (N)e13AAG(N)SCTT(N) 578 0 0 0 0
Ppil (N)7j12GAAC(N)sCTC(N)y31 2 3 0 1
Psi (N)yGAAC(N)TAC(N)y O 0 0 0
Tstl (N)g;13CAC(N)sTCC(N) 127 0 0 0 1]

Note. All enzymes produce 3’ overhangs. Vectors: pUC57 (GenBank Y14837), pBS
(pBluescript 11 KS(-), GenBank X52329), pS (pSmart-HC Jhigh copy] with kanamy-
cin, GenBank AF432107), and ampicillin (GenBank AF399742) resistance genes.
The position of cleavage of Alol and CspCi may shift 1nt depending on sequence
(thereby requiring similar context). Alfl in pUCS57 is in the multiple cloning site.

at their interface only after the joining of each segment. Thus, the
system permitted reconstruction of the full-length PPV right-hand
terminus containing both complex DNA {the 220-nt hairpin) and
PCR-amplified strain-specific sequences regardless of the absence
of naturally occurring restriction sites.

We also found it useful to introduce a multiple cloning site with
a defined order of restriction sites in the vector to correlate with
those in the segments. When using only one type of restriction
enzyme, such as Bcgl, the connection of segments C and D needs to
be fully completed before segment B or A can be cloned and joined
similarly. However, there are quite a few alternatives to Bcgl (Table
1). Therefore, our system enables cloning of a series of segments in
the desired order provided that each segment is separated from the
next one with a different restriction enzyme. Sometimes a vector
or an insert may already carry the recognition sequence of the type
1IB restriction enzyme (Table 1). When no alternative enzymes can
be used, a silent mutation can usually be introduced to inactivate
the original site. Finally, an important advantage of having the
different DNA segments to be studied in the same vector is that a
set of clones in which all segments except one are connected can
be generated. Each segment can then be easily swapped with alter-
native sequences for phenotypic studies.

The stability of the complex DNA in these clones was not
self-evident. Terminal hairpins of parvoviruses are notorious
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for their instability. For instance, the human parvovirus B19 was
already cloned and sequenced, except for the termini, in 1986
[9]; however, it was only in 2004 that an infectious and stable
clone was obtained [10]. We observed that using transcription
terminators at both sides of the multiple cloning site (as in pSmart,
Lucigen), lower copy number plasmids (e.g., pSmart-LC, Lucigen),
recombination-deficient bacteria (e.g., Sure-ll, Stratagene), and
lower incubation temperatures (e.g., 30°C) yielded clones with
excellent stability. A large number (>15) of overnight cultures and
subsequent sequencing and transfection showed the integrity of
the genome and maintenance of their infectivity.

The method described here allows convenient seamless cloning
of complex DNA, from either synthetic or PCR DNA fragments, by
concatenation of individually, easily synthesized segments. It pro-
vides a system for rapid and very efficient exchange of segments,
ranging from a few nucleotides to large fragments of complex DNA,
for further phenotypic analysis.
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Factors controlling porcine parvovirus (PPV) replication efficiency are poorly characterized. Two prototype
strains of PPV, NADL-2 and Kresse, differ greatly in pathogenic capacity both ir vivo and in vitro, yet their
genomic sequence is nearly identical (13 single-nucleotide substitutions and a 127-nucleotide noncoding
repeated sequence). We have created a series of chimeras of these strains to identify the genetic elements
involved in replication efficiency in the host porcine cell line. While the capsid proteins ultimately determine
viral replication fitness, interaction between the NS1 protein and the VP gene occurs and involves interaction

with the noncoding repeated sequence.

Porcine parvovirus (PPV) is a nonenveloped icosahedral
virus that causes reproductive failure in swine. Like its close
relatives from the Parvovirus genus (Parvovirinae, Parvoviridae
family), PPV has a linear, single-stranded 5-kb DNA genome
of negative polarity, characterized by distinct hairpin termini
(23). The large nonstructural (NS) protein NS1 is involved in
genome replication (15, 18), transcription regulation (11, 19),
and cytotoxicity (1, 16), while NS2 participates in capsid as-
sembly (6) and nuclear export (9, 14). The structural proteins
VP1 and VP2 assemble in a 1:10 ratio to form the 25-nm-
diameter capsid (3, 12, 25). Little is known about the mecha-
nisms that control parvovirus tropism. For PPV, permissivity is
not determined at the cell surface (17, 20), since a high pro-
portion of virus has been shown to enter cells by nonspecific
pathways similar to that of macropinocytosis (4). The genomes
of two PPV strains, NADL-2 and Kresse, differ by only 13
nucleotides (nt) and by a 127-nt repeated sequence near the
right-end hairpin in the NADL-2 genome, yet they replicate
with different efficiencies in both porcine and bovine cells (Fig.
1A) (2, 24). Some strains of the parvoviruses minute virus of
mice (MVM), canine parvovirus (CPV), and H1 also have
variable tandem repeats (65, 60, and 55 nt, respectively) (8).
The benefits of these repeats for replication remain controver-
sial (5, 21).

Interestingly, a sequencing analysis of PPV contaminants in
pancrelipase extract pools suggested that the variability of
North American isolates is very low compared to those of
European, Brazilian, and Chinese isolates (Table 1) (13, 29,
30). While no substitutions from the Kresse strain were ob-
served in the C-terminal portion of the VP proteins (nt 3869 to
4546) (2), nearly full-length sequences of the NS gene revealed
that the contaminants contained substitutions from both stains
(NADL-2, ¢537 and a1971; Kresse, a405, g1533, and c1668). A
single nonsynonymous substitution in the NSI region was ob-
served to occur in two lots from 2009 (a875g or R195K; NS1
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numbering). The significance of these changes is unknown at
present.

To determine which genetic elements of NADL-2 and
Kresse are involved in the difference in replication efficiency in
the host porcine testis (PT) cell line, chimeras were con-
structed from the infectious clones (10). A seamless cloning
system was used to swap segments in the right-hand terminus,
including the hairpin, the 254-nt or 127-nt repeated sequence
from the NADL-2 (Rn) or Kresse strain (Rk), respectively,
and the terminal 524 nt of the VP gene (coding region 3 [CR3])
(Fig. 1A). Two other segments were swapped in the rest of the
genome using classical methods. The first fragment, CR1, en-
compassed the entire NS gene and the 5’ region of the VP
gene. The second segment (CR2), corresponding to the central
part of the VP region, contained two of the three nonsynony-
mous substitutions (D378G and H383Q from NADL-2 to
Kresse; VP2 numbering) previously identified as part of the
allotropic determinant for primary bovine testis cells (2). The
third residue from this determinant (S436P), within CR3, was
recently shown not to be involved in tropism (S. Fernandes, M.
Boisvert, J. Szelei, and P. Tijssen, submitted for publication).
In total, 14 different chimeras were constructed (Fig. 1B; the
chimera naming scheme is X-YnRxy, with X being the back-
bone, Yn the inset from the other strain, and Rxy the repeat)
and transfected in PT cells (28). Infection of fresh cells with the
transfection supernatant produced small virus stocks that were
titrated by immunofluorescence (IF) (4) and verified by se-
quencing of PCR fragments overlapping the entire genome.
These stocks were used to infect PT cells at a multiplicity of
infection (MOI) of 2 fluorescent focus-forming units (FFU) to
compare replication efficiencies in single-round infection assays.

VP gene elements and repeats influence replication effi-
ciency. Viral genome replication levels were monitored by
quantitative PCR (QPCR) of cell lysates harvested at different
times postinfection (p.i.) as described previously (4, 26). Re-
sults are expressed as the increase in the log of viral genome
copy equivalents (GCE)/cell over initial GCE/cell at 8 h p.i.
(Fig. 2A and B) (27). Early genome replication of Kresse was
significantly lower than that of NADL-2 (Fig. 2A). Introducing
CR2N into Kresse increased its early replication significantly
or even to NADL-2 levels (K-N2, K-N2Rn, K-N23, K-N23Rn).
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FIG. 1. Construction of chimeras from the NADL-2 and Kresse PPV strains. (A) The genomes of the two wild-type strains differ by 13 nt in
their coding regions (CR1 to CR3) (gray boxes) and by the repeated sequence downstream of the VP gene (white boxes). No differences are located
within the hairpin termini (black boxes). The 127-nt (RK) or the 254-nt (Rn) repeated sequence and the terminal 524 nt of the coding region (CR3)
were amplified by PCR and swapped between backbones by seamless cloning (10). The CR1 and CR2 fragments were swapped in the infectious
clones by classical methods. The CR1 fragment (Pstl-HindIII, nt 290 to 3322) contained the entire NS coding region, including five synonymous
mutations from NADL-2 to Kresse (ad405g, 537, a1533g, al668c, al971c) and the first of the nonsynonymous substitutions in the VP coding region
(T45S in VP2 and L42V in SAT from NADL-2 to Kresse) (3, 28). The CR2 fragment (Hindll1-Sacl, nt 3322 to 4025) contained both silent
mutations in the VP gene (nt g3163a, ¢3403t) and three of the nonsynonymous substitutions (VP2 1215T, D378G, H383Q from NADL-2 to Kresse).
The C-terminal portion of the VP coding region contained the final two substitutions between the strains (VP2 residues S436P and R565K).
Residues D378G and H383Q in CR2 and S436P in CR3 are in the BgllI fragment 1hat was previously identified as the allotropic determinant of the
PPV strains in primary bovine testis cells (3). (B) A total of 14 chimeras were constructed by swapping CR1, CR2, CR3, and Rn or Rk between
the NADL-2 (N2, dark gray) and Kresse (Kr, light gray) strains. The naming scheme is X-YnRxy, with X being the backbone, Yn the inset from
the other strain, and Rxy the repeat.

However, the inverse construct (N-K2) did not decrease
NADL-2 levels to that of Kresse unless the repeat was also
swapped (N-K2Rk). N-K23 and N-K23Rk appeared normal in
early replication but had a diminished level of replication from
10 to 20 h p.i. (Fig. 2B). Replication was usually further im-
paired by introducing CR3N into Kresse (K-N23 and K-N23Rn
versus K-N2 and K-N2Rn; K-N3 versus Kresse) unless the
NADL-2 repeat was introduced too (K-N3Rn versus K-N3).
Swapping CR3N into Kresse replaces a lysine on the capsid
surface with an arginine; this could affect ubiquitination, which
was recently shown to be critical for PPV infection (4). At 20 h
p.i., most differences in viral DNA replication were no longer
apparent (Fig. 2B). Notable exceptions were the above-men-

tioned N-K23 and N-K23Rk as well as construct N-K3, which
all showed surprisingly normal replication between 8 and 10 h
p-i. In contrast, N-K3Rk displayed a replication level similar to
that of other chimeras. These results suggested that repeat
regions (R) interacted with elements in the VP gene or the
capsid, both early and late in the infection.

CR2 and CR3 from NADL-2 are required for optimal virus
production. Infectious virus production was monitored at dif-
ferent times p.i. by titration of supernatants on PT cells by IF
(4). Release of virus was apparent by 16 h p.i. (data not shown)
and continued to increase until 24 h p.i. (Fig. 2C), by which
time cytopathic effects were apparent. As seen with late ge-
nome replication, combining CR2K or CR3K with Rn mark-

TABLE 1. Sequence analysis of PPV pools in pancrelipase extracts produced in North America between 2005 and 2009”

Nucleotide(s) at position:

Strain
403 405 537 875 1533 1668 1971 3942 3958 4115 4503
NADL-2 c g ¢ a a a a a c t g
Kresse c a t a g c c g a c a
PPVAX2005 ND ND c ND g c a g a ¢ a
PPVAx2007 tc ta c ND g c a g a c a
PPVAx2009-1 tc ta ¢ g g c a g a c a
PPVAx2009-2 tc ta ¢ g g c a g a c a

“ PPV genomes were amplified by overlapping PCR fragments and sequenced by standard methads. Some substitutions were not fully conserved (nt 403 and 405).
Sequences covered the following nucleotides in the different samples: PPVAx2005, nt 1279 to 2345 and 3848 to 4679; PPVAx2007, nt 308 to 832, 1018 to 2343, and
3869 to 4675; PPVAx2009-1, nt 303 to 2343 and 3842 to 4677; PPVAx2009-2, nt 303 to 2369 and 3862 to 4546. Sequences were compared to those of NADL-2 (NCBI
reference sequence accession no. NC_001718.1) and Kresse (GenBank accession no. U44978.1) strains. Residues in bold are within the Bglil fragment (allotropic
determinant) identified for bovine cells (2). Residues in italics are different from those in both prototype strains. ND, not determined.
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FIG. 2. Replication of the chimeras and wild-type strains in single-round infections assays. Early (A) and late (B) viral genome replication. Viral
genome copy numbers were measured by QPCR and normalized to cell numbers using the c-myc gene to account for differences in efficiency in
DNA extractions and between independent experiments (4, 26). Results are expressed as the increase in the log of genome copy equivalents (GCE)
between 8 and 10 h p.i. (A) or between 8 and 20 h p.i. (B) (mcan + standard deviation [SD] from at least three representative independent
cxperiments). (C) Infectious virus production at 24 h p.i. Supernatant from cells infected with either chimera was titrated by immunofluorescence
(IF) (4) and expressed as log FFU/ml (mean + standard error of the mean {SEM]) from at least three representative independent experiments.
(D) Infectivity of the virus released at 20 h p.i. Supernatants from infected cells were titrated by IF, and viral genome copy numbers were
determined by qPCR. Results are expressed as log GCE/FFU (mean + SD). Means were compared by unpaired two-tailed ¢ test for NADL-2

(*, P < 0.05; #*, P < 0.01) and Kresse (°, P < 0.01).

edly decreased infectious virus production. Furthermore, chi-
meras containing both CR2N and CR3N released more
infectious virus regardless of Rn/Rk or CR1. No differences
were observed in levels of VP protein accumulation at 16 h p.i.
as assessed by Western blotting, suggesting that lower virus
production was not due to reduced VP synthesis (data not
shown). Capsid stability may be increased when CR2 and CR3
from the same strain are combined, since VP2 residues 378 and
383 from CR2 are positioned on adjoining sides of loop 3,
while residue 565 from CR3 is positioned on the loop imme-
diately adjacent to it, in close contact with the conserved res-
idue L384 (22).

CR2 from Kresse and Rn are incompatible for efficient
packaging. The infectivity ratio of the virus released from each
chimera was determined by comparing the number of viral
genome copies in the supcrnatant (by qPCR) to the infectious
titers measured by IF. At 20 h p.i. (Fig. 2D), concurrent with
the bulk release of virus, significant differences in the infectiv-
ity ratios were seen, most notably when CR2K and Rn were
combined (K-Rn, K-N3Rn, N-K23, N-K2). Although VP res-
idues 215, 378, and 383 are located on or near the capsid
surface, we propose that the DNA sequence may also interact
with the packaging machinery. Recent studies of MVM have
shown that the NS1 protein binds with different affinities to
moderately conserved consensus binding sites (TGGT) scat-
tered across the genome and may serve to stabilize the DNA,
much like chromatin (7). Interestingly, in the PPV coding

regions, there are 21 potential NS1 binding sites in the CR2
fragment, while only 56 more are found in the rest of the
protein coding sequence (21 [TGGT] in 703 nt or 1 site every
33 nt in CR2 versus 56 in 3,554 nt or 1 in every 63 nt in CR1
and CR3 combined). Furthermore, the t3453c substitution
(VP2 1215T from NADL-2 to Kresse) potentially creates an
additional binding site within the Kresse genome. Since NS1
binding sites also occur in the repeated region (three in Rn and
two in Rk), negative interactions may occur between the extra
binding sites found by combining CR2K and Rn. This may slow
the packaging process such that a higher percentage of ge-
nomes would be partially encapsidated, therefore increasing
the ratio of GCE to FFU.

CR2 and CR3 from NADL-2 ultimately determine viral fit-
ness. To identify the genomic fragment that most significantly
contributed to replication efficiency, a fitness competition assay
was designed. All possible pairs of chimeras were cotransfected
in PT cells. After two subsequent passages, the dominant chi-
mera in the supernatant was identified by comparing the se-
quence (Fig. 3A) and the size (Fig. 3B) of PCR fragments.
Sorting the chimeras according to dominance indicated that
the combination of CR2 and CR3 was the most important
determinant of fitness in PT cells, whilc Rn was a sccondary
factor (Fig. 3C). When all else was equal, clones containing
CR3N were dominant over those containing CR3K, suggesting
that residues 8436 and R565 are crucial to viral litness. In the
prevailing chimeras containing Rn, CR1 invariably came from
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FIG. 3. Relative replication fitness of the chimeras. (A) The chimeras were cotransfected in pairs in PT cclls, and the supernatants were used

to rcinfect cells for onc or iwo viral passages. PCR of final supcrnatanis (Sn)

were analyzed by sequencing (A) 1o determinc dominance. As an

example, shown is 1he amplification of CR2 (c3958a) after cotransfcction of chimeras N-K3 and N-K2Rk (PO, sequencing of input DNA for

transfection; P1, sequencing of Sn from Ist viral passage; P2, sequencing of

Sn from 2nd viral passage). (B) Dominance was also verificd by

comparing the amount of DNA in Sn al different times posttransfection (P1) and after 1he first viral passage (P2), in cotransfection with chimeras
differing in the origin of Rn (top band) and Rk (bottom band). P1, PCR of Sn from cotransfections with N2 and N-Rk, N2 and K-N3, or K-N3Rn

and N-Rk. Lane 1, PCR of input DNA; lane 2, PCR of Sn harvested at 24 h;

lane 3, PCR of Sn harvested at 48 h; lane 4, PCR of Sn harvested

at 72 h. P2, Sn harvested at 24 h from cotransfections was used to infected fresh cells. Lane 1, PCR of input virus (same as P1, lane 2); lane 2,
PCR of Sn harvested at 48 h p.i. from 1st viral passage. Based on the results shown, N2 is dominant over N-Rk, N2 is dominant over K-N3, and
N-Rk is dominant aver K-N3Ran. (C) Relative replication fitness of cach chimera was determined from dominance of cach clone in cotransfection
and reinfection experiments (120 combinations in total, two rounds of reinfection, in three independent experiments) determined as shown in

panels A and B.

the same background as CR3, while CR1 matched CR2 when
combined with Rk. These results suggest that the NS proteins
may interact differently with the viral genome depending on
the origin of the repeated sequence, possibly due to the low-
affinity binding sites scattered throughout the genome. The
fitness assay allowed an improved ranking of all the chimeras
compared to the general information given in Fig. 2. As ex-
pected, the chimeras with the relatively fittest replication (Fig.
3C) demonstrated high levels of FFU in single-round produc-
tion (Fig. 2C), whereas clones showing a high GCE-to-FFU 5.
ratio (Fig. 2D) displayed a lower level of fitness.

Comparison of NADL-2 and Kresse chimeras highlighted 6
the muitiple levels that influence replication efficiency. While
the VP gene (regions CR2 and CR3) from the NADL-2 strain
was the most important for viral fitness, both the proteins and
the genome itself could be involved, since there was a low level
of late genome replication in NADL-2 chimeras containing
either CR2K or CR3K. Furthermore, the NADL-2 capsid may
have slightly higher stability than Kresse, while packaging of
NADL-2 was more efficient than in hybrid capsids. Finally, we
have demonstrated that residues outside the bovine cell allot-
ropic determinant are involved in the replication efficiency of

Kresse and NADL-2 strains in porcine cells. 10
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