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Le parvovirus porcin (PPV) posséde une capside de symétrie icosahédrale,
avec une lattice de triangulation (T) égale a un, formée des protéines VP1 (84
kDa) et VP2 (64 kDa). La séquence de VP1 est identique a celle de VP2 a
I'exception d’'une extension de 150 acides aminés (aa) en N-terminal. Cette partie
unique de VP1 (VP1up) est cruciale pour l'infectivité, notamment en raison de la
présence d’'un motif phospholipase A, (pvPLAz) assurant une fonction capitale
dans les étapes précoces du cycle viral. En raison de I'importance de la pvPLA,
dans le cycle viral et de |'existence de nombreuses différences la distinguant des
PLA; sécrétées (sPLA;), nous souhaitions obtenir sa structure tridimensionnelle
par résonance magnétique nucléaire (RMN). Cette technique s'imposait puisque
notre laboratoire a été incapable antérieurement de visualiser VP1up par
cristallographie. Au préalable, étant donné la toxicité de VP1up conférée par
I'activité pvPLA2, nous avons d{ optimiser son expression et sa purification. Nous
avons obtenu des taux de pureté et des rendements de production de VP1up
excellents, 99% et 4 mg de protéine purifiée/litre de culture respectivement.
Toutefois, les essais de RMN ont été infructueux. L'instabilité de cette région,
due a I'absence de ponts disulfures, pourrait expliquer les difficultés encourues.
Ainsi, linsertion de cystéines, dans des endroits stratégiques pourrait
possiblement faciliter I'élucidation de la structure de ce domaine enzymatique.

Aussi, VP1up posseéde cinq régions basiques correspondant potentiellement a
des signaux de localisation nucléaire (NLS), ici appelées BR1 (aa 3 a 9), BR2 (aa
86 a 89), BR3 (aa 110 a 116), BR4 (aa 120 a 130) et BR5 (aa 137 a 141),
pouvant également contribuer a son importance dans l'infectivité. Ces régions
pourraient étre essentielles pour la translocation nucléaire précoce de la capside
et tardive des triméres de VP1/VP2. Des protéines recombinantes contenant
VP1up dépourvue de son activité pvPLA; (mutant HD") fusionnée a la protéine
fluorescente mCherry ont été générées dans un vecteur d’expression. Puis, des
expériences de mutagenése dirigée dans les BRs et de microscopie a
fluorescence ont permis de démontrer que les BR4 et BR5 forment un NLS
bipartite et que VP1up posséde deux NLSs fonctionnels majeurs, BR1 et BR4-
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BR5. Les mutations BR1 et BR1/BR4/BR5 ont été transférées dans un clone
infectieux du PPV afin de mieux comprendre les roles de ces NLSs dans le cycle
viral. Leur importance dans l'infectivité et dans les étapes tardives d'infection a
éte évaluée grace a des titrages et par PCR quantitatif, respectivement. Ces
résultats révélent qu'ils sont cruciaux pour les étapes précoces du cycle viral.
Finalement, nous avons démontré que VP1up se localise naturellement a
I'intérieur du nucléole. Aussi, nous avons débuté la détermination des rdles des
BRs dans sa localisation nucléolaire et d'interactions VP1up-protéines
nucléolaires. Les résultats préliminaires suggerent fortement que certaines BRs
possedent une activité de transport nucléolaire et que VP1up interagit avec la
protéine nucléophosmine/B23 via la BR4. L'importance des interactions entre le
virus et le nucléole reste a déterminer. En conclusion, ces expériences ont mis
en lumiére les fonctions multiples de VP1 et permettront une meilleure

compréhension de ses roles dans l'infection.
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INTRODUCTION







La famille des Parvoviridae se divise en deux sous-familles, I'une qui infecte
les invertébrés, soit les Densovirinae et l'autre, les Parvovirinae, qui infectent
plutét les vertébrés. La sous-famille des Parvovirinae regroupe plusieurs genres:
les Amdovirus, les Erythrovirus qui infectent principalement les enfants, causant
la 5éme maladie, les Dependovirus, les Bocavirus et finalement, les Parvovirus.
Ces derniers comprennent entre autres les parvovirus canin (CPV), le type
infectant les rongeurs (MVM) et le parvovirus porcin (PPV). Le PPV fait des
ravages dans les troupeaux de porcs partout sur la planéte en étant responsable
du syndrome de SMEDI (Stillbirth, Mummified, Embryonic Death and Infertility).
En effet, il cause des problemes de reproduction chez cette espéce, en particulier
grace a sa capacité a passer la barriére placentaire, lui permettant d'infecter les
foetus, résultant en des avortements, de la momification ou des porcelets morts
nés. Ainsi, il est responsable de pertes économiques considérables chez les
éleveurs. De plus, en ce qui concerne 'homme, le PPV est d'intérét puisque des
produits porcins sont présentement utilisés en clinique chez 'homme, comme
Fenzyme pancréatique, et éventuellement lors de xénogreffes. L’'homme peut
donc étre en contact avec ce virus. Jusqu'a aujourd’hui, aucun cas d'infection
chez 'humain n'est répertorié. Toutefois, un saut d'espéce pourrait se produire
puisque ce phénoméne a déja été observé lorsque le parvovirus félin s'est
adapté pour eégalement infecter les chiens, causant une importante pandémie

canine a la fin des années 70.

La réplication du PPV se déroule dans le noyau de la cellule infectée. En
effet, il doit utiliser la machinerie cellulaire étant donné sa capacité codante
limitée. De plus, il doit attendre la phase S du cycle cellulaire, puisque lui-méme
ne peut l'induire. |l infecte donc principalement les cellules en division active chez
I'hote, ce qui résulte en la lyse de celles-ci. Quant au transport intracellulaire, il a
lieu de fagon active en empruntant, tout d'abord, la voie endosomale puis les

réseaux de microtubules et d’'actines.




Les parvovirus possédent une capside icosaédrique, non enveloppée et leur
génome est d’ADN simple brin, de polarité négative, linéaire et d'environs 5kb. li
contient deux promoteurs, le premier p4, permet la synthése des protéines non
structurales NS1, NS2 et NS3, produites par épissage alternatif tandis que le
deuxiéme, p40, est responsable de I'expression d’'une protéine tardive non-
structurale, la SAT, en plus des protéines structurales VP1 et VP2.

Les protéines VP1 et VP2 possédent une séquence commune et c'est
I'épissage altemnatif qui détermine laquelle d'entre elles sera synthétisée. La
plupart du temps, le codon d'initiation de VP1, situé dans un petit intron, est
enleve et par le fait méme, c’est VP2 qui est synthétisée. La partie unique de la
VP1 (VP1up) est située en N-terminal et, chez la plupart des parvovirus, elle
n'est pas exposée a la surface de la capside des particules nouvellement
formées. Par contre, elle est externalisée en cour d'infection grace a
l'acidification de la voie endosomale. Bien que la capside puisse entiérement étre
formée de VP2, VP1up est cruciale a l'infectivité. Deux propriétés peuvent
expliquer son importance dans I'établissement d’une infection productive.

Premierement, VP1up posséde un motif phospholipase A; sécrétée (sPLA,),
extrémement conservé parmi presque tous les parvovirus, qui est effectivement
crucial a l'infectivité. Les sPLA,s sont responsables de I'hydrolyse d’un résidu
d'acide gras en sn-2 d’un phospholipide et cette activité, dans le cas de I'enzyme
virale (pvPLAz), est importante pour l'évasion de la voie endosomale et,
possiblement, pour l'internalisation nucléaire. Toutefois, bien que I'enzyme virale
soit trés apparentée aux sPLA,s, de nombreuses différences enzymatiques et
structurales la distinguent de celles-ci. En raison de son importance dans
Finfectivité et étant donné les caractéristiques qui la différent des sPLA2s, nous
souhaitions élucider sa structure tridimensionnelle (3D) par résonance
magnétique nucléaire (RMN). Ces résultats permettraient de faire un pas vers

l'obtention d’inhibiteurs de celle-ci, ouvrant ainsi la voie au développement d'un




inhibiteur spécifique en tant que nouvelle classe de drogue antivirale contre les

infections aux parvovirus et aussi les maladies associées.

En second lieu, VP1up contient cing régions basiques qui pourraient
hypothétiquement posséder une activité de transport nucléaire, nommées BR1
(aa 3 4 9), BR2 (aa 86 a 89), BR3 (aa 110 & 116), BR4 (aa 120 a 130) et BR5 (aa
137 a 141) et ainsi, en plus de la pvPLA;, contribuer a son importance dans
Finfectivité. En effet, celles-ci pourraient jouer un réle dans l'internalisation
nucléaire des virions lors des étapes précoces et des triméres de VP1/VP2
durant les étapes tardives. |l serait donc également intéressant de déterminer si
ces régions correspondent a des signaux de localisation nucléaire (NLS) puis

d’évaluer leurs roles dans le cycle viral.
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1. Généralités du parvovirus porcin

1.1 Découverte

C'est en 1965 que le syndrome de SMEDI (Stillbirth, Mummified, Embryonic
Death and Infertility), associé a des problémes de reproduction chez le porc, a
été découvert par Howard Dunne (Dunne, 1965). Toutefois, ce n'est que
quelques années plus tard que le parvovirus porcin (PPV) a été identifi€ comme
étant I'agent causal de ce syndrome (Johnson et Collings, 1969).

1.2 Taxonomie

Le PPV appartient a la famille des Parvoviridae qui regroupe des petits virus
non-enveloppés possédant un génome a ADN simple brin et une capside a
symétrie icosahédrique. Cette famille se divise en deux sous-familles, les
Densovirinae qui infectent les invertébrés et les Parvovirinae qui infectent plutot
les vertébrés. La sous-famille des Densovirinae se divise en quatre genres:
Brevidensovirus, Densovirus, Iteravirus, et Pefudensovirus. La sous-famille des
Parvovirinae se divise quant a elle en cinq genres : Dependovirus, Erythrovirus,
Bocavirus, Amdovirus et Parvovirus. Le genre Dependovirus comprend les AAV
(Adeno-Associated Virus) qui sont des virus non-autonomes dépendant donc
d’'une co-infection, par exemple par adenovirus, pour compléter leur cycle viral.
Chez le genre Erythrovirus, on retrouve en autre le parvovirus humain B19.
Celui-ci est responsable de la cinquiéme maladie chez I'enfant qui est également
connue sous le nom d'érythéme infectieux. Aussi, il peut étre a l'origine de
probléemes d'arthrite et d’avortements chez I'adulte. Le genre Bocavirus a été
nommé a l'origine en raison des deux espéeces qu'ils comportaient, le Parvovirus
Bovin type 1 (BPV-1) et le Canine Minute Virus (CnMV). Les virus appartenant a
ce genre possédent une séquence en ADN différente de celle de tous les autres
membres regroupés dans la sous-famille des Parvovirinae. Aussi, ceux-ci codent
une phosphoprotéine nucléaire NP-1 contrairement aux autres virus appartenant
a cette méme sous-famille. Quant au genre Amdovirus, on n'y retrouve qu'un




seul membre, soit le Aleutian Mink Disease Virus (AMDV) mais plusieurs
souches de ce virus sont maintenant connues. Celui-ci engendre une infection
persistante qui altére le systéme immunitaire de mustélidés et d’autres rongeurs
adultes (Cotmore et Tattersall, 2006). Finalement, le genre Parvovirus, chez
lequel on retrouve le PPV, comprend plusieurs virus a réplication autonome qui
sont trés similaires au niveau de leur génome, leurs protéines et leur capside.
Par exemple, le parvovirus félin (FPV), le parvovirus canin (CPV) et le parvovirus
murin (MVM) appartiennent également a ce genre (Mengeling et al., 1988;
Simpson et al., 2002).

1.3 Transmission et virémie

Le PPV fait des ravages dans les troupeaux de porcs partout sur la planéte et
entraine donc des pertes économiques considérables chez les éleveurs. Ce virus
posséde une grande résistance aux conditions environnementales. En effet, il
peut demeurer plusieurs mois dans I'environnement sans étre inactivé, ce qui
facilite sa transmission (Mengeling, 1972). La transmission peut avoir lieu

horizontalement ou verticalement.

Principalement, la transmission se fait de fagon horizontale via les voies
orales-fécales et oronasales. Plus précisément, I'excrétion dans les selles et les
sécrétions orales du PPV pendant la phase aigué de l'infection représentent les

facteurs majeurs de dissémination du virus (Paul et al., 1980).

La transmission peut également avoir lieu de fagon verticale, c'est a dire de la
mére aux embryons ou aux foetus. Toutefois, ce type de transmission requiert
une viremie chez la mére. En effet, la virémie est induite chez une truie
séronegative en gestation suite a l'infection par le PPV et est requise pour que le
virus puisse traverser la barriére placentaire afin d'infecter les embryons ou les
foetus. Le PPV entraine une virémie et traverse la barriére placentaire en 23 a 32

jours lors d'une transmission par voie orale et en 15 jours lors d’une transmission




intra-musculaire (Joo et al., 1976). Durant la premiére moitié de gestation, les
anticorps de la mére n'accédent pas au placenta, ainsi les embryons ou les
foetus sont trés vulnérables a linfection au cours de cette période puisqu'ils sont
non immunocompétents. C’'est pourquoi, il y a mort de ceux-ci lorsque l'infection
a lieu durant les premiers 70 jours de gestation. Plus précisément, l'infection
précoce des embryons ou des foetus, avant le 35° jour de gestation, entraine leur
dégénération et leur résorption tandis que l'infection des foetus entre 35 et 70
jours est responsable de leur mort et de leur momification. Par contre, lorsque
l'infection a lieu durant la deuxiéme moitié de gestation, soit aprés 70 jours, les
foetus survivent puisqu'ils sont alors immunocompétents et qu'ils peuvent donc
combattre I'infection (Mengeling et al., 1988; Nielsen et al., 1991). Toutefois, la
mort de foetus immunocompétents peut étre observée lorsque l'infection implique
des souches hautement pathogénes (Kresse et al., 1985).

L’infection par le PPV chez les animaux adultes est normalement inoffensive
bien qu'une virémie transitoire (2-4 jours) ainsi qu'une faible leucopénie sont
souvent observées dans la premiére semaine post-infection (Johnson et Collings,
1971). Toutefois, elle peut étre responsable de problémes lorsque la souche en
cause est associée a des entérites et des dermatites (Kresse et al., 1985).
Effectivement, I'épidermite exsudative bactérienne causée par Staphylococcus
hyicus peut étre aggravée lors d'une co-infection avec la souche Kresse (Kim et
Chae, 2004; Whitaker et al., 1990).

14 Tropisme

Contrairement aux autres virus a ADN, les parvovirus sont incapables de
stimuler les cellules au repos a entrer en division cellulaire. Ainsi, étant donné
leur incapacité a induire la phase S, ils infectent principalement les cellules en
division active chez I'héte. Donc, les embryons, les foetus, les jeunes animaux et

les cellules en mitose active de tissus adultes, telles les cellules épithéliales de




lintestin et hématopoiétiques, sont particuliérement vulnérables a l'infection par
le PPV (Cotmore et Tattersall, 1995; Tijssen, 1999).

Ce sont des facteurs intracellulaires qui déterminent le tropisme du PPV in
vivo (Oraveerakul et al., 1993) et in vitro (Oraveerakul et al., 1992; Ridpath et
Mengeling, 1988). Effectivement, le PPV peut étre internalisé aussi efficacement
dans les cellules permissives que restrictives et la transfection de cellules
restrictives ne résulte pas en la production de particules virales (Ridpath et
Mengeling, 1988). Ce phénoméne pourrait étre expliqué par le fait que
linternalisation a lieu au moins en partie par des processus non-spécifiques
(Boisvert et al., 2010).

Le PPV est cultivé in vitro dans des lignées cellulaires immortalisées
provenant de tissus de foetus de porcs, telles les cellules ST et PT (testicules) et
PK-14 (reins) (Bergeron et al., 1993; Siegl et Gautschi, 1976).

1.5 Souches et pathogénie

Il existe peu de différences entre les séquences des différentes souches du
PPV. Malgré leur homologie de séquence, les souches sont classées en quatre

groupes selon leur capacité pathogéne.

On retrouve dans le premier groupe les souches non-pathogénes qui
n'entrainent qu'une faible virémie chez I'animal, comme KBSH et NADL-2. Les
souches appartenant & ce groupe sont également incapable de traverser la
barriere placentaire (Johnson et Collings, 1971; Mengeling et Cutlip, 1976;
Mengeling et al, 1984). Pour ces raisons, celles-ci sont susceptibles d'étre
utilisées pour la vaccination. Par exemple, NADL-2 est utilisée comme vaccin
vivant modifié suite a plus de cinquante passages en culture cellulaire (Molitor et
Joo, 1990). Drailleurs, I'utilisation de ce vaccin permet de contrdler efficacement
la transmission du PPV et par conséquent, permet de réduire significativement
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les pertes économiques associées a cette infection (Wrathall, 1988). Bien que
normalement ces souches soient inoffensives pour les embryons ou les foetus,
elles peuvent néanmoins entrainer leur mort lorsque I'inoculation a lieu in utero
dans les fluides allantoiques (Cutlip et Mengeling, 1975; Mengeling et Cutlip,
1975), ce qui suggére que I'absence de pathogénicité chez celles-ci est conférée
par leur incapacité a traverser la barriere placentaire.

Le deuxieme groupe contient la souche NADL-8 qui a une pathogénicité
intermédiaire. Plus précisément, celle-ci a la capacité de traverser le placenta,
contrairement aux membres du premier groupe. Toutefois, elle cause des
probléemes aux embryons ou aux foetus uniquement lorsque linfection a lieu
durant les 70 premiers jours de gestation. En effet, 'immunocompétence est
requise pour assurer leur défense contre l'infection sinon celle-ci engendre une
viremie et leur mort (Ridpath et Mengeling, 1988).

Les souches les plus pathogénes se retrouvent dans le troisiéme groupe. La
souche Kresse, isolée a partir de Iésions cutanées, peut méme provoquer la mort
foetal suite a lacquisition de Flimmunocompétence (Kresse et al., 1985;
Mengeling et Cutlip, 1975).

Finalement, les virus classés dans le quatriéme groupe sont antigéniquement
différents des membres des autres groupes. A titre d’exemple, la souche IAF-
A83, reliee a des problémes entériques, appartient a ce groupe (Bergeron et al.,
1996).

1.6 Propriétés physiques

L'importante compacité de la capside des parvovirus leur confére une trés
grande stabilité aux conditions environnementales. lis sont notamment résistants
a des pH oscillants entre 3 et 9 et a des températures atteignant jusqu'a 70°C.
De plus, ils sont résistants a différents solvants organiques comme le butanol, le
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tétrachlorure de carbone, l'alcool et le chioroforme. lls sont également
insensibles a plusieurs enzymes telles que la DNase, la RNase, la pepsine et la
trypsine. Cependant, ils sont inactivés lorsqu’exposés aux rayons UV, au
détergent SDS (dodécyl sulfate de sodium), a la formaline, au B-propiolactone et
aux agents oxydants (Arella et al., 1990; Siegl et al., 1985; Tijssen, 1999).

Lors d'une purification sur gradient de chlorure de césium (CsCl), les
particules virales sont séparées en 3 bandes. Les 2 premiéres bandes
regroupent les particules «pleines légéres» et «pleines lourdes» et sont d'une
densité respective de 1,41-1,43 g/lcm® et de 1,45-1,47 g/lcm®. Celles-ci
contiennent toutes deux de FADN viral mais différent au niveau de leur
composition en protéines structurales VP2. La troisieme bande, quant a elle,
représente les particules vides, c'est-a-dire qui n‘ont pas incorporées le génome
viral, et est d’'une densité de 1,32 g/cm? (Tattersall et Ward, 1976).

2. Cycle de réplication des parvovirus

2.1 Etapes précoces

Etant donné leur capacité codante limitée, les parvovirus dépendent de la
machinerie cellulaire pour assurer leur réplication. Ainsi, les premiéres étapes
d'infection ont pour objectif le transport du virus jusqu’a son site de réplication, le
noyau. Les mécanismes impliqués dans les étapes précoces du cycle d'infection
de divers parvovirus demeurent peu connus. Par exemple, I'attachement du PPV
a la surface cellulaire reste mal compris puisqu'aucun récepteur n'a encore été
identifie. Cependant, I'implication des acides sialiques dans ce processus a été
démontrée par l'inhibition presque compléte de l'infection suite au traitement des
cellules avec la neuraminidase. Suite a I'attachement, les particules virales sont
internalisées par endocytose dirigée via les puits recouverts de clathrine et par
macropinocytose, un processus non-spécifique (Boisvert et al., 2010). Peu
importe le mode d'entrée, les virions vont par la suite emprunter la voie
endosomale afin d'assurer leur transport intracellulaire (Boisvert et al., 2010;
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Mani et al., 2006; Vihinen-Ranta ef al., 1998). Bien que I'environnement soit trés
hostile dans cette voie, il ne serait pas surprenant que les particules virales
puissent se rendre jusqu'aux lysosomes sans étre inactivées étant donné leur
grande résistance aux traitements physiques et enzymatiques. Néanmoins, afin
de rejoindre son site de réplication, le virus, doit &8 un moment ou un autre
s'évader de la voie endosomale. Il a été démontré que I'acidification de celle-ci
est essentielle pour l'infectivité mais insuffisante puisque certaines composantes
des vésicules sont également requises (Basak et Turner, 1992; Boisvert et al.,
2010; Ros et al., 2006; Zadori et al., 2001). Plus précisément, I'acidité et les
composantes en question des endosomes tardifs et des lysosomes jouent un rble
dans l'évasion des virions via l'induction de changements conformationels au
niveau de la capside. En effet, l'induction de ces modifications structurales
entraine le clivage de VP2 en VP3 menant a I'externalisation de la partie unique
de VP1 (VP1up) et & 'augmentation de I'accessibilité du génome (Cotmore et al.,
1999; Lombardo et al., 2002; Mani et al., 2006; Suikkanen et al., 2003; Vihinen-
Ranta et al., 2002). VP1up posséde un motif phospholipase A; (PLA;) et c'est
cette activité enzymatique qui est impliquée dans I'échappement des virions des
veésicules de la voie endosomale (Canaan et al., 2004; Farr et al., 2006;
Suikkanen et al., 2003). Une fois au cytoplasme, le PPV doit se rendre au noyau.
Pour ce faire, il va emprunter le réseau de microtubules et sera transporté grace
a la protéine motrice dynéine. Il a été démontré, chez plusieurs parvovirus, que
VP1up est impliquée dans leur ciblage au noyau via la présence d'une ou de
plusieurs séquences se comportant comme des signaux de localisation nucléaire
(NLS) (Lombardo et al., 2002; Vihinen-Ranta et al., 2002; Vihinen-Ranta et al.,
2000). Par la suite, lactivité protéolytique du protéasome est requise pour
I'apprétement des particules virales avant leur arrivée au noyau (Boisvert et al.,
2010). Finalement, il y a transport a travers les pores nucléaires du virus ou,
minimalement, de son génome. Bien que les mécanismes de translocation
nucléaire ne soient pas élucidés, quatre modéles peuvent étre envisagés. Dans
le premier, étant donné que la taille du virus est inférieure a la capacité maximale
des pores nucléaires, la capside intacte ou légérement modifiée pourrait entrer
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au noyau, ou la décapsidation finale aurait lieu menant a la libération du génome.
Pour ce qui est du deuxiéme modéle, il implique que le virus serait décapsidé au
niveau du cytoplasme et qu’ensuite, le génome serait transporté au travers des
pores nucléaires. Troisiémement, il est possible que la capside s'arrime aux
pores nucléaires et qu'a cet endroit, il y ait décapsidation puis injection du
génome au noyau. En demier lieu, les virions pourraient traverser I'enveloppe
nucléaire en introduisant des bris au niveau des membranes lipidiques,
possiblement gréce a I'activité PLA, (Cohen et al., 2006; Cohen et Pante, 2005).

2.2 Etapes intermédiaires

Comme mentionné précédemment, les parvovirus dépendent de la phase S
du cycle cellulaire, qu'eux méme ne peuvent induire, pour la réplication de leur
genome puisque celui-ci est constitué d’ADN simple-brin de polarité négative
(Pritchard et al., 1978; Tattersall, 1972; Tattersall et al., 1973). Ainsi, la premiére
etape vers la transcription du génome est la conversion de 'ADN monocaténaire
en un intermédiaire double-brin (Siegl et Gautschi, 1976; Tattersall et al., 1973).
Plus précisément, c'est le repliement des séquences palindromiques, qui peuvent
alors servir d'amorces aux polymérases cellulaires, qui initie le processus
(Bourguignon et al., 1976). La premiére forme du génome bicaténaire, la forme
monomérique réplicative (mRF), est obtenue suite a laction de plusieurs
protéines cellulaires, telles la polymérase 8 et ses cofacteurs, une ligase, la
cycline A et la cyclin-dependant kinase 2 (cdk2) (Bashir et al., 2000; Bashir et al.,
2002; Cotmore et al., 1989; Truyen et al., 1993). Cette forme sert ensuite de
matrice pour la transcription des génes NS a partir du promoteur P4 (Deleu et al.,
1999). Ultérieurement, la réplication du génome a lieu suivant un mécanisme
similaire a celui du cercle-roulant : le modéle de I'épingle roulante (rolling hairpin)
(Cotmore et Tattersall, 1995; Tattersall et Ward, 1976). Aussi, elle nécessite les
activites endonucléase (Nuesch et al, 1995; Rhode et Paradiso, 1989) et
hélicase 3'-5' (Jindal et al., 1994) des oligoméres phosphorylés de la protéine
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NS1 pour assurer, tout d’'abord, la réplication de I'extrémité droite du génome

puis celle de I'extremité gauche.

2.3 Etapes tardives

Plus tard dans linfection, les génes VP sont transcris a partir du promoteur
p40 menant a la traduction cytoplasmique des protéines structurales. Puis,
celles-ci sont transportées sous forme de triméres homo- ou oligomériques (VP2
seulement ou VP2 et VP1) jusqu'au noyau, site d'assemblage des capsides,
notamment grace a l'activité de transport nucléaire d’'un motif formé lors de
I'oligomérisation des protéines structurales. Dans le cas des triméres de VP2 et
de VP1, il est possible que un ou des motifs de VP1up soient également
impliqués dans leur internalisation. Par exemple, il a été mis en évidence que la
VP1up du MVM posséde une séquence avec forte activité de transport nucléaire
collaborant avec le NLM pour le ciblage au noyau de ce type de trimére
(Clemens et al., 1992; Lombardo et al., 2000; Lombardo et al., 2002; Riolobos et
al., 2006; Tsao ef al., 1991). Ensuite, la protéine NS1 assure la translocation du
génome de polarité négative, généré suite a I'excision de I'ADN viral en forme
monocaténaire, dans les capsides préformées (Clemens et al., 1992; Cotmore et
Tattersall, 2005; Tattersall, 2006). Pour sa part, NS2 joue un role dans I'export
nucléaire des particules virales nouvellement formées (Eichwald et al., 2002;
Engelsma et al., 2008). Finalement, les virions synthétisés de novo sont relachés
dans le milieu extracellulaire, préalablement et ultérieurement a la lyse de la
cellule (Caillet-Fauquet et al., 1990), laquelle est induite via l'interaction de NS1
et de NS2 (Legrand et al., 1993) (et de SAT (Zadori et al., 2005) avec plusieurs

protéines cellulaires.
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3. Composantes des parvovirus

3.1 Génome

3.1.1 Structure et organisation

Les parvovirus possédent tous un génome d’ADN simple brin, linéaire, de
polarité négative (a I'exception de Lu lil) et d’environ 5 kb. Leur génome contient
également des séquences palindromiques a ses deux extrémités qui différent au
niveau de leur longueur et de leur séquence. Par convention, le palindrome en 3’
du brin non-codant est désigné l'extrémité gauche tandis que le palindrome
opposé est nommé extrémité droite (figure 1a) (Cotmore et Tattersall, 1987;
Rhode et Richard, 1977). Les répétitions de séquences a chacune des
extrémités sont organisées de maniére a permettre le repliement du génome en
structures d’épingle-a-cheveux de différentes conformations. Plus précisément,
Fextrémité gauche est repliée en forme de «Y» et est constituée de 115 a 121
nucléotides selon I'espéce (Cotmore et Tattersall, 2006), 117 dans le cas du PPV
(Bergeron et al., 1993). Ce palindrome joue un rdle important dans la conversion
de 'ADN monocaténaire en un intermédiaire double-brin en servant d'amorce
pour la synthése du brin codant. Aussi, elle régule l'activité des promoteurs.
Quant a elle, 'extrémité droite adopte une forme de «T», a une longueur variant
entre 200 et 248 nucléotides, 220 chez le PPV, et est essentiel a la réplication du
genome selon un modéle analogue a celui du cercle-roulant (Bergeron et al.,
1993; Bourguignon et al., 1976).

Aussi, le génome des parvovirus comprend deux grands cadres de lecture
ouverts (ORFs) de méme orientation. Chacun d’'entre eux contient une unité
transcriptionnelle distincte qui est sous le contréle d’'un promoteur, p4 dans le cas
de 'ORF a I'extrémité 5’ du brin codant et p40 en ce qui concerne 'ORF voisine.
Le promoteur p4 régule I'expression des protéines non-structurales NS1, NS2 et
NS3 tandis que les protéines structurales VP1 et VP2 sont plutét sous le contrdle
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du promoteur p40 (Cotmore et Tattersall, 1987, 1995). Il est a noter qu'afin de
faciliter la nomenclature des diverses régions du génome, le brin codant a été
divisé en 100 unités de cartographie et les promoteurs ont été nommés en
fonction de leur position selon ces unités. Ainsi, les promoteurs p4 et p40 se
trouvent a 4% et 40% de I'extrémité gauche du génome, respectivement (figure
1a). De plus, on retrouve un petit ORF dans le génome des parvovirus. La
présence de cet ORF, codant pour la protéine non-structurale tardive SAT (Small
Alternatively Translated protein), a été mise en lumiére par des études récentes.
L'ORF-SAT est effectivement conservé parmi tous les membres du genre
Parvovirus et est d'environ 60 codons. |l est situé en 5' de 'ORF des protéines
VP, plus précisément a quatre nucléotides, sept exceptionnellement dans le cas
du PPV, en aval du codon d'initiation de VP2 (Zadori et al., 2005).

3.1.2  Profil de transcription

En raison de la petite taille de leur génome, les parvovirus utilisent largement
I'épissage alternatif afin de maximiser leur capacité codante (Pintel et al., 1983).
Comme mentionné précédemment, le génome des parvovirus posséde deux
ORFs qui sont chacun sous le contréle d’un promoteur spécifique. Un transcrit
primaire est généré a partir de chacun des promoteurs et ceux-ci peuvent par la
suite donner naissance a différents patrons d'épissage alternatif. En effet, deux
introns peuvent étre excisés chez le PPV, un grand en amont du promoteur p40
et un petit en aval de celui-ci. Dailleurs, ce dernier est éliminé de tous les
transcrits (Jongeneel et al., 1986; Pintel et al., 1983). Pour I'épissage de cet
intron, on retrouve deux sites donneurs, D1 et D2, et un seul site accepteur, A1
dans le cas du PPV ainsi que du CPV (figure 1b) (Bergeron et al., 1993; Reed et
al., 1988). Cependant, un deuxiéme site accepteur, A2, existe dans le cas des
parvovirus MVM et H-1 (Jongeneel et al, 1986; Lebovitz et Roeder, 1986;
Morgan et Ward, 1986).
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Tout d’abord, I'expression des protéines NS précoces est régulée par le
promoteur p4. Le transcrit primaire est généré, polyadénylé puis épissé. Chez le
PPV, il y a trois ARNm qui sont produits a partir de ce promoteur (Bergeron et al.,
1993). Pour le premier transcrit, soit R1, il n'y a que le petit intron qui est épissé
et celui-ci code la NS1. Le transcrit R2 code quant a lui pour NS2 et lors de la
maturation, celui-ci perd le grand intron en plus du petit (figure 1b). Chez MVM, le
petit intron se trouve dans 'ORF des protéines NS, c'est-a-dire en amont du
promoteur p40, contrairement au PPV (Pintel et al., 1995). Par surcroit, étant
donné quon retrouve un deuxiéme site accepteur chez ce virus, les
combinaisons possibles d'épissage sont plus nombreuses. Pour ces raisons, on
retrouve chez MVM trois types d'isoformes NS2 bien que NS3 est absente
(Bergeron et al., 1993; Cotmore et Tattersall, 1995). Troisi€mement, pour sa part,
le transcrit R3 subit un saut d’intron («intron skipping»). Ainsi, tout comme pour
R2, les 2 introns sont épissés mais dans son cas toute la région située entre
ceux-ci est également éliminée. La protéine encodée par ce transcrit, soit NS3,
est possiblement produite chez le PPV afin de pallier a I'absence d’isoformes
NS2 (figure 1b).

En deuxieme lieu, la transcription des génes tardifs est initiée par le
promoteur p40. Les protéines structurales VP1 et VP2 sont toutes les deux
produites a partir du transcrit R4 (Bergeron et al., 1993; Jongeneel et al., 1986;
Labieniec-Pintel et Pintel, 1986; Tattersall et al., 1977). C'est I'épissage alternatif
du petit intron, suite a la polyadénylation, qui détermine lequel des ARNm sera
généré. L'utilisation du site donneur D1 est responsable de la délétion du codon
AUG de VP1. Au contraire, lorsque le site donneur D2 est utilisé, le codon
d’initiation de VP1 est conservé et c'est cette protéine qui est synthétisée au
détriment de VP2 (Tijssen et al., 1995). Toutefois, il faut mentionner que le profil
d’épissage utilisant le site D1 est dominant de maniére a ce que VP2 soit
préférentiellement produite. En effet, I'épissage alternatif est une fagon de
moduler la quantité d’ARNmM matures générés et I'utilisation de cette stratégie
lors de I'expression des protéines structurales permet de favoriser la production
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de VP2, la protéine majoritaire de la capside (Pintel et al., 1995). Finalement,
une troisiéme protéine peut également étre traduite a partir des transcrits
matures R4. En effet, 'existence de la protéine SAT a été mise en lumiére grace
a des études récentes (Zadori et al., 2005). Son codon AUG se situe trés prés en
aval de celui de VP2 et bien que le mécanisme exact permettant la traduction de
SAT demeure inconnu, il est possible qu'un environnement défavorable au
niveau du codon de départ de VP2 méne a I'utilisation de celui de SAT (figure 1b)
(Kozak, 1985).
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Figure 1. Génome du PPV. A. Schéma de la structure et de I'organisation du
génome. Le génome est simple brin, linéaire, de polarité négative et chacune de
ses extrémités est formée de séquences quasi-palindromiques. Par convention,
le palindrome en 3'-OH du brin non-codant est désigné l'extrémité gauche et
celui opposé est nommé extrémité droite. Le promoteur p4, situé dans la région
5’ du brin codant, assure la transcription du géne des protéines non-structurales
(NS) tandis que la moitié droite du génome, sous le contrdle du promoteur p40,
porte le géne des protéines structurales (VP). B. Profil de transcription du
génome. Le génome posséde deux grands ORFs et plusieurs plus petits. Un seul
transcrit primaire (pré-ARNm) est généré a partir de chacun des promoteurs, le
p4 et le p40, situées aux nucléotides 196 et 2004 respectivement. Le pré-ARNm
regulé par le promoteur p4 débute au nucléotide 225 et est polyadénylé au
nuceotide 4833. Trois transcrits résultent de I'épissage alternatif de celui-ci. Le
transcrit R1 est généré lors de I'excision du petit intron (A-B) et code la NS1
portant un motif de liaison & 'ADN dans sa région N-terminal (souligné 1) et un
motif hélicase-dépendant de 'ATP dans sa région C-terminal (souligné II). Le
transcrit R2 résulte de I'épissage du petit et du grand intron (C) et code la NS2.
Le transcrit R3 est épissé entre le donneur du grand intron et I'accepteur de celui
du petit (D), et est responsable de I'expression de NS3. Le pré-ARNm régulé par
le promoteur p40 est initié au nucléotide 2035 et est également polyadénylé au
nucéotide 4833. Celui-ci est épissé uniquement au niveau du petit intron,
générant ainsi le transcrit R4. VP1 et VP2 sont traduites selon le choix du site
donneur utilisé lors de I'excision de cet intron. Deux sites donneurs existent, D1
et D2, aux positions 2280-AG/GT et 2313-AG/GT respectivement tandis qu'il n’y
a qu'un seul site accepteur, A1, a la position 2386-AG/GA. Le site D1 est
préférentiellement utilisé et puisqu'il se trouve en amont du codon d'initiation de
VP1, contrairement au site D2 qui se trouve en aval de celui-ci, c'est VP2 qui est
favorisée. L'épissage utilisant le site D1 peut aussi mener a la traduction de SAT
si son codon d'initiation, situé a 7 nucléotides en aval de celui de VP2, est utilisé.
Tiré et modifié de (Bergeron et al., 1993).
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3.2 Capside

3.21 Caractéristiques

Les parvovirus possédent une capside non-enveloppée, de diamétre
d’environ 25 nm et de symétrie icosahédrale avec une lattice de triangulation (T)
égale a un. Chacune de ses 20 faces est composée d’un trimére de protéines
structurales puisqu’elle est formée de 60 capsoméres. Plus précisément, celle-ci
est composée principalement par VP2 ou encore par son produit de clivage, VP3
(Tsao et al, 1991). VP1 ne peut effectivement pas constituer la protéine
majoritaire de la capside puisque sa région N-terminal non-partagée avec VP2 lui
confere une structure trop compacte. En plus d’assurer la protection du génome,
la capside joue un réle crucial dans les étapes précoces de l'infection, entre
autres lors de l'attachement et du transport jusqu'au noyau. La structure de la
capside de plusieurs parvovirus, dont le PPV, a été élucidée par cristallographie
aux rayons-X (figure 2a) (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).

3.2.2 Structure secondaire, tertiaire et quaternaire

Il existe une identité de 50% ou plus au niveau des séquences des protéines
structurales des membres de la famille des Parvoviridae. De plus, la structure
secondaire de ces protéines est fortement conservé entre les différentes espéces
(Chapman et Agbandje-McKenna, 2006). Chacune des unités protéiques est
arrangées en deux feuillets-, BIDG et CHEF, formés de huit brins antiparalléles
qui eux-mémes sont reliés par des boucles de longueurs variables (Agbandje et
al., 1995). Le feuillet le plus court, CHEF, se replie sur l'autre feuillet afin de
former un baril-B qui est positionné a proximité du coté interne de la capside. li
est a noter qu'il existe peu de variabilité au niveau de la composition interne de Ia
capside des parvovirus. Les boucles ont une longueur de cing a 72 résidus, a
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I'exception de la boucle GH de plus grande taille, 220 acides aminés chez le
PPV, conservée parmi les membres du genre Parvovirus (Simpson et al., 2002;
Xie et Chapman, 1996). Celles-ci se situent prées de la fagcade externe et
représentent environ 80% de la composition en résidus de la capside (Chapman
et Agbandje-McKenna, 2006). Par ailleurs, ces acides aminés sont pauvrement
conserves entre les diverses espéces et leur conférent des propriétés
antigéniques distinctes (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 et al., 1994). Ces boucles forment toutefois des structures
caractéristiques aux axes de symétrie de la surface des capsides des parvovirus
et ce, bien gu'il existe peu d’homologie de séquences (Chapman et Agbandije-
McKenna, 2006).

3.2.3 Axes de symétrie

La capside des parvovirus posséde trois axes de symétrie d’ordre 2, 3 et 5.
Sur I'axe de symétrie 3 est retrouvée une protubérance formée par les boucles
GH de trois protéines adjacentes inter-reliées symétriquement (Tsao et al.,
1991). Cette élévation a un diamétre de 70A et une hauteur de 22A et est
nommeée spicule. Certains résidus formant les spicules du MVM et du PPV jouent
un réle important dans le tropisme des différentes souches de chacun de ces
virus (Agbandje-McKenna et al, 1998; Ball-Goodrich et Tattersall, 1992;
Bergeron et al., 1996; Gardiner et Tattersall, 1988; Simpson et al., 2002). Deux
protéines interagissent entre elles au niveau de I'axe de symétrie 2 donnant
naissance a une depression appelée fossette (Tsao et al., 1991). Les résidus
situés dans cette région sont impliqués dans la liaison a l'acide sialique.
D'ailleurs, [linteraction virale avec cette molécule confére [Iactivité
d’hémaggiutination retrouvée chez plusieurs parvovirus (figure 2b) (Barbis et al.,
1992; Lopez-Bueno et al., 2006; Tresnan et al., 1995). Enfin, 'axe de symétrie 5,
situé au milieu d'un pentamére constitué de cing capsomeéres arrangés de fagon
symeétrique, est caractérisé par une structure cylindrique, formant un canal,




23

entourée par une dépression nommée canyon (Chapman et Rossmann, 1993;
Tsao et al., 1991). Le canal est généré suite au repliement des domaines N-
terminaux riches en glycines des protéines structurales (Wu et al., 1993; Wu et
Rossmann, 1993; Xie et Chapman, 1996). Celui-ci est essentiel a
I'externalisation de la région unique de VP1 lors des étapes précoces et de la
région N-terminal de VP2 ainsi qu'a l'internalisation du génome viral durant les
étapes tardives de linfection (figure 2a et b) (Agbandje-McKenna et al., 1998;
Chapman et Agbandje-McKenna, 2006; Chapman et Rossmann, 1996; Farr et
Tattersall, 2004; Xie et Chapman, 1996). Ainsi, les capsides sont formées par
trois types d'oligoméres, des dimeéres, des triméres et des pentaméres.

3.24 Assemblage

En accord avec le niveau d'interaction et les différences dans la stabilité entre
les sous-unités protéiques, des études suggérent que les triméres sont les
premiers oligoméres a s'assembler lors de la formation des capsides des
parvovirus. En effet, il a été démontré que les interactions entre acides aminés
sont plus importantes autour de I'axe de symétrie 3, en comparaison aux deux
autres axes. Aussi, il a éteé observé que I'énergie de dissociation des trimeres est
supérieure a celle des diméres et des pentaméres (Chapman et Agbandje-
McKenna, 2006; Chapman et Rossmann, 1993; Xie et Chapman, 1996; Yuan et
Parrish, 2001). De plus, la démonstration de la facilité avec laquelle ces
oligoméres peuvent étre chimiquement réticulés et purifiés in vitro (Riolobos et
al., 2006) et de la formation d’un motif de localisation nucléaire (NLM) du coté
interne des intermediaires trimériques (Lombardo et al., 2000) a également validé
cette hypothése. La présence de ce NLM signifie que les protéines structurales
s'assemblent en triméres, suite a leur traduction cytoplasmique, avant d'étre
transloquées au noyau grace, ou du moins en partie, a ce motif (Lombardo et al.,
2000; Riolobos et al., 2006). Enfin, il est important de rappeler que les sous-
unités en question sont homo- ou oligomériques, soit composées juste de VP2
ou de VP1 et VP2 respectivement (Tsao et al., 1991).
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Figure 2. Capside des parvovirus. A. Structure de la capside du PPV. La
structure de la capside de nombreux parvovirus, dont celle du PPV, a été
obtenue par cristallographie aux rayons-X. La stabilité de la capside est illustrée
par un gradient de couleurs allant du bleu foncé, pour les acides aminés les plus
stables, au rouge, pour ceux les plus flexibles. La fléche pointe un canal formé
suite au repliement des régions N-terminals riches en glycines des protéines
structurales constituant un pentameére. B. Axes de symétrie de la capside. La
capside contient trois axes de symétrie d’'ordre 2, 3 et 5. Ceux-ci sont générés
suite a l'arrangement symétrique de protéines structurales sous forme de
dimeres, de triméres et de pentameres, respectivement. Au niveau de 'axe de
symetrie 2, on retrouve une dépression nommée fossette. L'axe de symétrie 3
est caracterisé par une protubérance appelée spicule. Sur I'axe de symétrie 5 est

retrouvé un canal entouré d’'une large dépression appelée canyon.
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3.3 Protéines

3.31 Non-structurales

3.3.1.1 NS1

La protéine NS1, composée de 662 acides aminés, est exprimée lors des
étapes précoces du cycle viral et a une masse moléculaire apparente de 84 a 86
kDa selon son degré de phosphorylation (Molitor et al., 1985). En revanche, sa
masse theorique est de 75,5 kDa préalablement aux modifications post-
traductionnelles (Bergeron et al., 1993; Brandenburger et al., 1990). Cette
protéine a été majoritairement étudiée chez MVM. Par contre, 'homologie de
séquence entre cette protéine et celle du PPV est d’environ 80%, ce qui suggére
que la plupart des fonctions cruciales de NS1 sont similaires chez ces virus
(Bergeron et al., 1996; Bergeron et al., 1993). Des études portant sur sa stabilité
ont démontré que sa demi-vie est longue de maniére & ce qu'elle demeure
présente en quantité importante méme ultérieurement a la diminution de I'activité
du promoteur précoce (Cotmore et Tattersall, 1990; Schoborg et Pintel, 1991).
D'ailleurs, cette protéine exerce des fonctions cruciales durant tout le cycle de
réplication viral, mais principalement au niveau 