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Liste des abréviations

aa : Acide aminé

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire
ARN : Acide ribonucléique

ARNm : Acide ribonucléique messager
CDV : Virus de la maladie de Carré

CeMYV : Morbillivirus des cétacés

DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium
EDTA : Acide éthyléne diamine tétracétique
eGFP : Protéine fluorescente verte

F : Protéine de la fusion

FBS : Sérum bovin fcetal

g : Force centrifuge

h : Heure

H : Hémagglutinine

L : Protéine de la polymérase

LB : Milieu Luria-Bertani

Min : Minute

mL : Millilitre

M : Protéine de la matrice

MOI : Multiplicité d’infection

MeV : Virus de la rougeole
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N : Nucléoprotéine

P : Phosphoprotéine

pb : Paire de base

PBMC : Cellule mononucléaire du sang périphérique
PBS : Tampon phosphate salin

PCR : Réaction en chaine de la polymérase

PDV : Morbillivirus des phoques

p.i. : Post infection

PPRYV : Virus de la peste des petits ruminants

RNP : Ribonucléoprotéine

RPV : Virus de la peste bovine

RSV : Virus respiratoire syncytial

SLAM : Molécule du signalement de I’activation lymphocytaire
TCIDs, : 50% dose infectieuse en culture de tissus
VRdRp : ARN polymérase virale ARN dépendante
VSV : Virus de la stomatite vésiculaire

ug : microgramme

uL : microlitre
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Résumé

Le virus de la maladie de Carré (CDV) qui infecte de nombreux carnivores
appartient au genre Morbillivirus. Ce dernier, comprend entre autres le virus de la
rougeole (MeV) qui tue encore a nos jours environ 200 000 personnes par année. Le
génome des morbillivirus est constitué d’'un ARN de polarité négative qui posséde six
unités transcriptionnelles codant pour huit protéines. Chaque géne est séparé par une
région non traduite qui contient les signaux d’initiation et d’arrét de la transcription. La
région M-F située entre les génes de la matrice et de la fusion est jusqu’a cing fois plus
longue que les autres régions intergéniques. De plus, elle est hypervariable chez le CDV.
Récemment, il a été démontré que cette région est essentielle pour la virulence de ce
dernier. L’infection des furets par le CDV reproduit la maladie observée chez les humains
infectés par le MeV avec une forte fievre, des rougeurs de peau, des signes gastro-
intestinaux et I’immunosuppression. Grice a ce modeéle d’étude, nous avons été en
mesure d’identifier les déterminants de la virulence dans la région M-F du CDV.

Par génétique inverse, nous avons produit des virus recombinants a partir d’une
souche virulente du CDV dans laquelle la région M-F a été échangée avec celle d’une
autre souche virulente ou vaccinale ainsi que celle d’une souche du MeV. In vitro et chez
le furet les virus recombinants possédant les différentes régions M-F du CDV se sont
comportés comme la souche parentale, indiquant ainsi que 1’hypervariabilité n’a pas
d’impact sur la fonctionnalité de la région. Par contre, I’insertion de la région du MeV a
entrainé une légére prolongation de la maladie démontrant que des éléments importants
dans le maintien de la virulence sont spécifiques au CDV. De plus, ces éléments ont été
localisés dans la portion M 3’ de la région M-F puisque I’insertion de cette derniére seule
a mené a une prolongation de la maladie.

Des délétions de la région M-F ont permis de souligner I’importance de la
longueur de cette derniére dans le maintien de la virulence étant donné que les virus
possédant ces délétions ont mené une légere prolongation de la maladie. Toutefois, il a été
démontré que ce sont des €léments conservés dans la portion M 3’ qui sont responsables
du contréle de la virulence par la région M-F. En effet, le remplacement de la portion M

3’ par une séquence aléatoire a entrainé 1’atténuation du CDV.
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En résumé, cette étude a identifié des éléments conservés dans la région M 3’
comme déterminants principaux de la fonction régulatrice de la région M-F. En plus
d’augmenter nos connaissances de la biologie morbillivirale, nos résultats suggérent aussi

une nouvelle approche de production des virus atténués.
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Chapitre 1 : Revue de la littérature

1.1 Les Morbillivirus

1.1.1 Taxonomie

1.1.1.1 La famille des Paramyxoviridae

L’ordre des Mononegavirales regroupe les virus enveloppés dont le génome non
segmenté est compos€¢ d’un ARN simple brin de polarité négative. Selon le comité
international sur la taxonomie des virus (ICTV), cet ordre se divise en quatre familles :
Bornaviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae et Rhabdoviridae. La famille des
Paramyxoviridae se divise en deux sous-familles, les Paramyxovirinae et les
Pneumovirinae qui possédent une nucléocapside plus petite et une protéine d’attachement
différente (Pringle, 2005). La sous-famille Paramyovirinae comprend cinq genres :
Avulavirus, Henipavirus, Morbillivirus, Respirovirus et Rubulavirus. Cette classification
est basée sur leur morphologie, I’organisation génomique, I’activité biologique des

protéines et I’homologie des séquences des protéines codées (Lamb et Parks, 2007).

1.1.1.2 Le genre Morbillivirus

Six espéces sont retrouvées au sein du genre Morbillivirus (Fig. 1). Des études
immunologiques comparatives suggerent que le virus de la peste bovine (rinderpest virus,
RPV) représente 1’archétype du genre Morbillivirus (Norrby et al., 1985). Le RPV infecte
les gros ruminants de I’ordre Artiodactyla, plus particulierement le bétail, ainsi que
certaines especes sauvages telles que le buffle, le cerf et la girafe (Hamdy et al., 1975;
Kock et al., 1999; Plowright, 1982). En traversant la barriere d’espéces, le spectre d’hote
se serait étendu a I’ordre Carnivora menant a I’apparition du virus de la maladie de Carré
(canine distemper virus, CDV) (Wild et al., 1995). Plusieurs espéces de carnivores sont

infectées par ce virus comme le chien, le furet, le raton laveur, le lion ainsi que le phoque
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(Appel et al., 1994; Lyons et al., 1993; Svansson et al., 1993; Williams et al., 1988). Plus
tard, lorsque I’homme commenga a vivre en communauté, le RPV se serait adapté a ce
dernier donnant naissance au virus de la rougeole (measles virus, MeV) (Barrett, 1999;
Wild et al., 1995). Selon ’'OMS, MeV est responsable du décés de 197 000 personnes par
année (Santé, 2009). Le virus de la peste des petits ruminants (peste des petits ruminants
virus, PPRV) dont les hotes appartiennent a ’ordre Artiodactyla comme pour le RPV,
infecte majoritairement les petits ruminants que sont le mouton et la chévre (Taylor,
1984). Plus récemment, il a été démontré que les morbillivirus infectent certains
mammiferes marins. Le morbillivirus des cétacés (cetacean morbillivirus, CeMV) infecte
les dauphins et les marsouins (Blixenkrone-Moller et al., 1994; Kennedy et al., 1991) et le
morbillivirus du phoque (phocine distemper virus, PDV) infecte les phoques (Cosby et
al., 1988). Des études immunologiques ont démontré une forte proximité entre le CDV et

le PDV (Orvell et al., 1990) suggérant que le PDV dériverait du CDV (Barrett, 1999).

Cétacés

morbillivirus
des cétacés

Primates

Virus ancestral

~

virus de
la rougeole

virus de la
maladie de
Carré

virus de la
peste bovine

morbillivirus
du phoque

virus de la peste

Ruminants des petits ruminants

Carnivores

Figure 1 : Phylogénie. Arbre phylogénétique des morbillivirus basé sur la séquence
partielle du géne P. Adaptée de Barrett, 1999.
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1.2 Génome morbillivirale

1.2.1 Organisation génomique et protéines

Le génome 3 ARN des morbillivirus varie en taille, allant de 15 a 16 kilobases et
comprend six unités transcriptionnelles. Il débute par une région 3’ extracistronique
nommeée « leader » et se termine par une région 5’ extracistronique nommée « trailer ».
Ces régions sont essentielles dans le contréle de la transcription et de la réplication virale
(Lamb et Parks, 2007). Des régions non traduites (untranslated regions, UTR) encadrent
chaque géne et possédent le signal d’activation de la transcription ainsi que le signal de
polyadénylation qui marque la fin de la transcription. Un triplet de nucléotides formant la
région intergénique sépare chaque geéne (Fig. 2).

Les six génes codent pour huit protéines. Dans I’ordre, le premier géne code pour la
nucléocapside (N) qui enveloppe le génome viral grace a sa capacité de lier I’ARN viral
(Liston et al., 1997). L’association de la nucléocapside avec I’ARN viral forme une
structure hélicoidale dont différentes fonctions ont été proposées telles que la protection
contre la digestion par les nucléases (Compans et Choppin, 1968). Le géne de la
phosphoprotéine (P) code pour trois protéines soient P, V et C. La protéine P joue un réle
essentiel dans la synthése d’ARN viral en tant que cofacteur de I’ARN polymérase virale
(Hamaguchi et al., 1983; Horikami et al., 1992). La protéine V est codée par le cadre de
lecture de P altéré par I’addition d’un résidu G via un mécanisme de « RNA editing »
alors que la protéine C est codée par un cadre de lecture alternatif (Haas et al., 1995). Les
protéines V et C sont dites accessoires, car elles ne sont pas essentielles pour la
réplication virale (Radecke et Billeter, 1996; Schneider, Kaelin, et Billeter, 1997).
Toutefois, elles interférent avec les mécanismes antiviraux de I’immunité innée (Palosaari
et al., 2003; Shaffer, Bellini, et Rota, 2003). Le géne de la matrice (M) code pour la
protéine M qui joue un réle important dans I’assemblage des virus. En effet, la protéine M
s’associe avec la membrane plasmique (Riedl et al., 2002) ainsi qu’avec la queue
cytoplasmique des glycoprotéines d’hémagglutinine (H) et de la fusion (F) (Cathomen,
Naim, et Cattaneo, 1998; Tahara, Takeda, et Yanagi, 2007). Ces protéines codées par les
génes H et F sont respectivement nécessaires a 1’attachement du virus a la cellule hote et a

la fusion pH indépendante des membranes (Lamb et Parks, 2007). La protéine de la
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polymérase (L) représente la sous-unité catalytique qui, avec la protéine P forme I’ARN
polymérase virale ARN dépendante (vRdRp) (Hercyk, Horikami, et Moyer, 1988; Ogino
et al., 2005). Ensemble, les protéines N, P, L et ’ARN génomique forment le complexe

ribonucléoprotéique (RNP) qui est I’unité réplicative (Rima et Duprex, 2009).

W Fusion (F) ﬁ Hémaglutinine (H)
@ Nucléocapside (N) € Protéine large (L)

=mw Matrice (M) @@ Protéine P (P)

Membrane
hpidique

Figure 2 : Organisation du génome des morbillivirus et structure du virion. (A)
Génome des morbillivirus avec les six génes en couleur et les régions non traduites
(untransiated regions, UTR) en blanc. (B) Structure du virion. Le complexe
ribonucléoprotéique (RNP) est formé par I’ARN génomique associé a la nucléocapside, la
protéine large et la protéine P. Le RNP est envelopé par une membrane lipidique a
laquelle est associée la protéine de la matrice. Les protéines de fusion et hémaglutinine
sont insérées dans la membrane. Figure adaptée de Moss et Griffin, 2008.

1.2.2 Régions non traduites (UTR)

Entre chaque géne se trouve un UTR qui comprend les régions 3’ non traduite, 5’
non traduite et le triplet intergénique. Les UTR des morbillivirus sont généralement de
100 a 200 bases de long a I’exception de I’'UTR entre les génes M et F qui varient entre
0,8 et 1 kilobases (Fig. 3). De plus, cette région est hypervariable chez le CDV (Liermann
et al, 1998) (Fig. 4). Chez le MeV, I'UTR M-F contréle la réplication et la
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cytopathogénicité du virus en augmentant la production de la protéine M et en diminuant
la production de la protéine F, respectivement (Hasel et al., 1987; Takeda et al., 2005). De
méme, il a été suggéré que ’'UTR M-F du CDV et du RPV contrdle I’expression de F
(Evans, Belsham, et Barrett, 1990), et plus récemment il a été démontré pour le CDV que
ce contrdle se fait au niveau transcriptionel et module la virulence (Anderson et von

Messling, 2008).
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Figure 3 : Régions M-F des morbillivirus. La région M-F est composée d’une région
non traduite (untranslated region, UTR) séparée en M 3 et F 5’ par le triplet intergénique
CTT. Le peptide signal de la glycoprotéine F (Fps) fait partie de la région M-F. Modifiée
de Anderson et von Messling, 2008.
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5804P/AT5 4% 3% 8% 3%
5804P/OS 4% 6% 17% 6%
A75/0S 5% 5% 17% 5%

Figure 4 : Hypervariabilité de la région M-F du CDV. (A) La séquence de la région

M-F du CDV entre la fin du géne M et le site de clivage de la glycoprotéine F marqué par
la séquence en aa A/QIHW a été analysée. (B) La comparaison de la séquence en acides
nucléiques de cette région entre les souches virulentes 5804P et A75 a d’autres régions du
génome montre une variabilité deux fois plus élevée. Cette variabilité est trois fois plus

importante entre les souches virulentes et la souche vaccinale OS.
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1.3 Cycle de réplication

1.3.1 Attachement et fusion

L’infection d’une cellule par un morbillivirus débute par I’attachement de ce
dernier a la surface cellulaire médié par la protéine H (Navaratnarajah et al., 2008). La
molécule du signalement de I’activation lymphocytaire (SLAM, CD150) a été identifiée
comme récepteur général des morbillivirus (Baron, 2005; Tatsuo et al., 2000; Tatsuo,
Ono, et Yanagi, 2001). Elle se retrouve sur les lymphocytes T et B, les cellules
dendritiques ainsi que les macrophages (Cocks et al., 1995; Wang et al., 2004). De plus, il
a été montré que la molécule CD46, qui est un cofacteur du complément, sert de récepteur
pour la souche vaccinale de MeV (Naniche et al., 1993). D’autres récepteurs existeraient
au niveau des cellules épithéliales puisqu’il a été démontré que MeV est capable
d’infecter ces derniéres indépendamment de la présence des récepteurs SLAM et CD46
(Andres et al., 2003; Hashimoto et al., 2002).

Suite & I’attachement de H au récepteur viral, la protéine F subit un changement
conformationnel permettant ainsi la fusion des membranes virale et cellulaire
(Navaratnarajah, Leonard, et Cattaneo, 2009). La présence des deux glycoprotéines est
donc nécessaire pour initier la fusion (Wild, Malvoisin, et Buckland, 1991). Toutefois,
afin que la protéine F posséde son activité fusogénique elle doit étre clivée (Scheid et
Choppin, 1977). Dans le cas des morbillivirus, le précurseur Fy inactif est clivé au niveau
de I’appareil de Golgi par la furine (Bolt et Pedersen, 1998; Watanabe et al., 1995),
résultant en la forme active qui comprend les sous-unités F; et F, liées par un pont

disulfure (Dutch et al., 2001; Scheid et Choppin, 1977).

1.3.2 Cycle de réplication viral

La plupart des connaissances sur le cycle de réplication des morbillivirus sont
dérivées des observations effectuées chez d’autres paramyxovirus ainsi que du virus de la

stomatite vésiculaire qui appartient a I’ordre des Mononegavirales.
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1.3.2.1 Transcription des ARNm

Suite a I’entrée du RNP dans le cytoplasme, ce dernier est utilisé comme matrice
pour la production des ARNm de chaque géne. La vRdRp accéderait aux génes a partir de
Iextrémité 3’ du génome afin d’initier la transcription en débutant avec le géne N. Pour
chaque géne la transcription commence au niveau du GS (gene start) et se termine au GE
(gene end) (Lamb et Parks, 2007). Les ARN messagers possédent une coiffe 5° et une
queue poly-A (Hall et ter Meulen, 1977; Yoshikawa, Mizumoto, et Yamanouchi, 1986).
Lorsque la vRdRp termine la transcription d’un géne, elle reste attachée au génome tout
en traversant la région intergénique et réinitie la transcription du prochain géne au GS en
aval. Toutefois, la fréquence de réinitiation diminue plus la vRdRp s’éloigne de
I’extrémité 3” (Cattaneo et al., 1987). Il en résulte un gradient de transcription des ARNm

avec le géne N étant le plus transcrit et le géne L le moins transcrit.

1.3.2.2 Réplication du génome

La synthése de nouveaux génomes de polarité négative, requiert la production
d’intermédiaire que sont les antigénomes de polarité positive. Ces derniers servent alors
de matrices pour la formation de génomes. Contrairement a la transcription, la vVRdRp
ignore les signaux GS et GE lors de la réplication (Lamb et Parks, 2007). La transition de
la vVRdRp du mode transcription au mode réplication serait contrélée par la quantité de
protéine N non assemblée (Blumberg, Leppert, et Kolakofsky, 1981; Vidal et Kolakofsky,
1989). Cela concorde avec le fait que la réplication et I’encapsidation des molécules
d’ARN (génome et antigénome) nouvellement formées s’effectuent simultanément
(Gubbay, Curran, et Kolakofsky, 2001). De plus, I’inhibition de la synthése protéique a
I’aide de cycloheximide empéche la réplication, mais pas la transcription d’ARNm (Hall,
Genius, et ter Meulen, 1977; Vidal et Kolakofsky, 1989).

Les polymérases virales sont recrutées au niveau des génomes nouvellement
formés grice a I’interaction entre P et N, ce qui permet la formation des RNP (Kingston,

Baase, et Gay, 2004). Ces RNPs sont ensuite utilisés pour I’assemblage des virions.
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1.3.3 Assemblage et reliche des virions

La production des nouveaux virions nécessite l’assemblage des différentes
composantes virales au niveau de la membrane plasmique de la cellule hote. La protéine
M joue un role clé dans ce processus, car elle permet le transport des RNP a la membrane
plasmique (Iwasaki et al., 2009; Runkler et al., 2007). De plus, son association avec les
queues cytoplasmiques des glycoprotéines de surface F et H (Cathomen, Naim, et
Cattaneo, 1998; Tahara, Takeda, et Yanagi, 2007) permet le rassemblement des éléments
nécessaires a la production des virions. Avant d’étre transporté & la membrane plasmique
F et H doivent étre glycosylées ainsi qu’oligomérisées en trimére et dimere,
respectivement, au niveau du réticulum endoplasmique (Hu et al, 1995; Plemper,
Hammond, et Cattaneo, 2001; Sato, Kohama, et Sugiura, 1988). De plus, la protéine F
doit étre clivée dans I’appareil de Golgi (Bolt et Pedersen, 1998) résultant en sa forme
active F) + F; lié par un pont disulfure (Scheid et Choppin, 1977). Lorsque toutes les
composantes virales sont assemblées, les virions sont relichés par bourgeonnement

(Lamb et Parks, 2007).

1.3.4 Génétique inverse

La génétique inverse permet la production de virus recombinants. Comme les
virus & ARN de polarité négative nécessitent leur propre complexe de réplication, la
production de virus recombinants implique la transcription du génome d’ARN en
présence du complexe de réplication dans la méme cellule. Le premier syst¢éme de
récupération pour le MeV consistait en I’utilisation de cellules 293 exprimant ’ARN
polymérase du bactériophage T7 et les protéines N et P de MeV (Fig. 5A) (Radecke et al.,
1995). Ces cellules sont ensuite transfectées avec des plasmides codant pour I’antigénome
et la protéine L de MeV, sous le contréle du promoteur T7. L’ARN polymérase T7
permet alors la transcription de I’antigénome qui est encapsidé par N et sert de matrice
pour la transcription du génome par la vRdRp formée par P et L. Le génome sert ensuite a
la transcription des ARNm menant a I’assemblage et a la reliche des virions. Une
variation de ce systeme utilisant un virus de la vaccine recombinant codant pour I’ARN

polymérase T7 a été ensuite utilisé (Schneider et al., 1997). Récemment, un systéme de
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récupération du MeV a été établi, dans lequel cinq plasmides codant pour I’ARN
polymérase T7, les protéines N, P et L et ’antigénome sont transfectés dans des cellules
293T (Fig. 5B) (Martin, Staeheli, et Schneider, 2006). Outre le MeV, des systémes de
génétique inverse existent aussi pour le RPV et le CDV (Baron et Barrett, 1997; Gassen et
al., 2000).

La récupération de virus ARN a brin négatif a partir d’ADNc est utile dans la
compréhension de leur biologie puisqu’il est possible de modifier le génome via des
mutations, des délétions et I’insertion de fragments (Billeter, Naim, et Udem, 2009).
Toutefois, lorsque des modifications sont apportées au génome, la régle de six doit étre
satisfaite afin que I’efficacité de réplication ne soit pas perturbée (Calain et Roux, 1993).
Cette régle stipule que le nombre total de bases du génome doit étre un multiple de six.
Ceci découle du fait que la protéine N interagit avec le génome viral de telle maniére que

chaque molécule recouvre une longueur de six bases (Egelman et al., 1989).
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Figure 5 : Récupération de virus par génétique inverse. (A) Modéle de Radecke et al.
Des cellules 293 exprimant les protéines N, P et I’ARN polymérase du bactériophage T7
(T7) sont transfectées avec deux plasmides codant pour I’antigénome virale et la
polymérase L. Ces cellules sont par la suite transférées sur une culture de 293 afin de
propager le virus. Les cellules sont récoltées puis le virus présent dans le surnageant est
utilisé pour I’infection de cellules Vero pour une meilleure propagation du virus. (B)
Modéle de Martin et al. Des cellules 293T sont transfectées avec le plasmide codant pour
P’antigénome sous le contrdle du promoteur T7, et les plasmides codant pour T7, N, P et
L sous le contréle du promoteur hautement efficace de I’actine du poulet. Les 293T sont
transférées sur une culture de cellules Vero pour une meilleur propagation du virus.
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1.4 Pathogenése morbillivirale

Les morbillivirus induisent une maladie similaire chez leurs hotes respectifs. Les
caractéristiques d’une infection morbillivirale sont une forte fiévre se déclarant durant la
premiére semaine de I’infection, suivi par 1’apparition de rougeurs de peau, des signes
gastro-intestinaux et respiratoires (Appel, 1969; Bundza et al., 1988; Duignan et al., 1993;
Griffin, 2007; Plowright, 1968). De plus, les morbillivirus engendrent une
immunosuppression ce qui laisse place 4 des infections bactériennes secondaires
(Beckford, Kaschula, et Stephen, 1985; Heaney, Barrett, et Cosby, 2002; Krakowka,
Higgins, et Koestner, 1980). La mortalité associée aux morbillivirus varie dépendamment
de ’espece. Le MeV est généralement non létal et les cas de mortalité sont souvent liés a
des infections secondaires (Moss et Griffin, 2006). Une mortalité d’environ 50 % est
observée chez les chiens infectés par le CDV alors qu’elle peut atteindre 90 a 100 % chez
le furet (Appel, 1969; Dunkin et Laidlaw, 1926). Le RPV chez les bovins est létal dans la
majorité des cas alors que pour le PPRV la mortalité varie entre 20 et 90 % (Barrett et
Rossiter, 1999; Roeder et Obi, 1999). La mort de millier de phoques en Europe du Nord
en 1988 souligne la Iétalité du PDV (Kennedy, 1990).

1.4.1 Route d’infection

Hautement contagieux, les morbillivirus se transmettent par aérosols (Appel, 1969;
Griffin, 2007). Jusqu’a récemment, il était considéré qu’une infection primaire s’établit au
niveau du tractus respiratoire supérieur ol la réplication virale s’effectue dans les cellules
épithéliales, suivi par une infection secondaire des tissus lymphoides (Griffin, 2001;
Sakaguchi et al., 1986). Des études récentes suggérent que P'infection primaire prendrait
plutdt place dans les tissus lymphoides situés au niveau du tractus respiratoire supérieur
(de Swart et al., 2007; von Messling, Milosevic, et Cattaneo, 2004). Puis, les lymphocytes
infectés et circulant dans le sang propageraient I’infection aux autres tissus lymphoides du
corps ainsi qu’aux cellules épithéliales de divers organes tels que les poumons et la vessie

(Leonard et al., 2008).
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1.4.2 Immunosuppression

C’est en 1908 que I’immunosuppression morbillivirale fut observée pour la
premiére fois. von Pirquet remarqua que la réponse d’hypersensibilité de type retardé
(delayed-type hypersensitivity, DTH) a la tuberculine est supprimée chez les personnes
atteintes de MeV (von Pirquet, 1908). Plus tard, il a été démontré que les lymphocytes des
patients ont une activité proliférative fortement supprimée, lorsque stimulée par des
mitogénes (Hirsch et al., 1984). Les patients atteints de MeV subissent une lymphopénie
marquée par une diminution des lymphocytes T CD8+ et CD4+ (Ryon et al., 2002). Ces
différents aspects de I’immunosuppression sont aussi observés chez le chien et le furet
infectés par le CDV ainsi que chez le lapin qui sert de modéle expérimental pour le RPV
(Krakowka, Higgins, et Koestner, 1980; von Messling et al., 2003; Yamanouchi, Chino et
al., 1974; Yamanouchi, Fukuda et al., 1974). L’ immunosuppression peut se prolonger au-
dela de la maladie bien que le virus ne soit plus détecté (Hirsch et al., 1984; Krakowka,
Higgins, et Koestner, 1980; Okada et al., 2000). Par contre, les mécanismes de

I’immunosuppression sont peu connus.

1.4.3 Réponse immunitaire

La réponse immunitaire lors d’une infection morbillivirale détermine 1’éfficacité
d’élimination du virus et la survie (Appel, 1969; Moss et Griffin, 2006). Elle est
caractérisée par la production d’anticorps dirigés contre le virus qui coincide avec
I’apparition des rougeurs de peau (Griffin, 2007; von Messling et al., 2003). Les IgM sont
les premiers a étre produits et les 1gG apparaissent par la suite (Helfand et al., 1997; Isa et
al., 2001). Les anticorps dirigés contre la protéine N sont fortement et rapidement
produits, et ceux dirigés contre les glycoprotéines d’enveloppe apparaissent par la suite
(Graves et al., 1984; Miele et Krakowka, 1983; Norrby et Gollmar, 1972). Ces derniers
ont une activité neutralisante et sont donc particuliérement important dans la survie a
infection (Appel, Mendelson, et Hall, 1984; Malvoisin et Wild, 1990). La réponse
immunitaire cellulaire est moins bien caractérisée. Par contre, une contribution des
lymphocytes T cytotoxiques a été rapporté pour I’élimination du virus (Jaye et al., 1998;
Mitra-Kaushik, Nayak, et Shaila, 2001).
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1.4.4 Complications

1.4.4.1 Complications neurologiques associées a la rougeole

Aprés la diarthée et la pneumonie bactérienne secondaire, les complications
neurologiques associées au MeV sont les plus importantes, représentant 0,1% des cas
(Moss et Griffin, 2009). Trois complications neurologiques distinctes existent :
’encéphalite postinfectieuse (postinfectious encephalomyelitis, PIE) qui touche environ
une personne sur 1000 avec un taux de mortalité de 10 a 20 % se déclare généralement
durant la premiére semaine suivant I’apparition des éruptions cutanées et est associée
avec une réponse immunitaire contre la protéine basique de la myéline (Johnson et al.,
1984; Young et Rall, 2009). L’encéphalite aigué a inclusions (measles inclusion body
encephalitis, MIBE) et la panencéphalite sclérosante subaigué (subacute sclerosing
panencephalitis, SSPE) sont des complications plus rares affectant les personnes
immunodéprimées et les enfants ayant contracté le MeV avant deux ans, respectivement

(Griffin, 2007).

1.4.4.2 Complications neurologiques associées au CDV

Comme le MeV, le CDV est capable d’infecter le systéme nerveux central. Deux
types de complications neurologiques sont retrouvés chez le chien (Beineke et al., 2009).
La polioencéphalite se présente sous trois formes : I’encéphalite post vaccinale (post-
vaccinal encephalitis, PVE) se déclare chez les chiens 1 4 3 semaines suite a la
vaccination par un virus vivant modifié (Bestetti, Fatzer, et Frankhauser, 1978),
I’encéphalite du vieux chien (old dog encephalitis, ODE) qui affecte comme son nom
I’indique les vieux chiens est caractérisée par des corps d’inclusion retrouvés dans les
neurones et les cellules gliales (Lincoln et al., 1973), et la polioencéphalite a corps
d’inclusions (inclusion body polioencephalitis, 1BP) pour laquelle il est suggéré que la
faible expression des protéines du virus favoriserait la persistance virale par 1’absence de
grande quantité d’antigénes viraux (Nesseler et al., 1997; Nesseler et al., 1999). Le
deuxiéme type de complication neurologique est la leucoencéphalite démyélinisante
(demyelinating leukoencephamyelitis, DL) qui affecte majoritairement le cervelet

(Baumgirtner, Orvell, et Reinacher, 1989).
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Chez le furet, il est également possible d’observer une infection du systéme
nerveux central par le CDV (Rudd, Cattaneo, et von Messling, 2006). Une corrélation a
été démontré entre la durée de la maladie et la neurovirulence du CDV. En effet, la

neuroinvasion résulte d’une maladie prolongée (Bonami, Rudd, et von Messling, 2007).

1.5 Modéles d’étude animaux

1.5.1 Modéles animaux pour I’étude de la pathogenése morbillivirale

Parmi les animaux utilisés pour I’étude de la pathogenése morbillivirale, les

macaques ont grandement permis I’avancée des connaissances sur le MeV. C’est grice
aux macaques que le MeV a été identifié comme étant I’agent causal de la rougeole en
1911 (Goldberger et Anderson, 1911). Les espéces rhésus et cynomolgus sont les plus
souvent utilisées comme modéles (EI Mubarak et al., 2007). Les signes cliniques de la
maladie chez les macaques ressemblent a ceux retrouvés chez I’homme avec des
éruptions cutanées et la conjonctivite (Auwaerter et al., 1999; McChesney et al., 1997).
De plus, plusieurs similarités peuvent étre observées au niveau de la pathologie telle que
la présence de cellules géantes dans les tissus lymphoides (McChesney et al., 1997). Les
macaques se sont avérés particuliérement intéressants pour le développement des vaccins
(Zhu et al, 2000). De plus, ils ont été utilisés pour étudier I’effet de la présence
d’anticorps maternels sur I’efficacité de la vaccination (van Binnendijk et al., 1997).

Les rats cotonniers peuvent étre infectés par les souches vaccinales de MeV ainsi
que par les souches sauvages avec une plus faible efficacité (Wyde et al., 1992).
Toutefois, la réplication des virus est majoritairement limitée aux tissus pulmonaires
(Pfeuffer et al., 2003). Ce modéle, contrairement aux macaques, ne reproduit pas aussi
bien la maladie observée chez les humains. Néanmoins, les rats cotonniers ont servis a
¢tudier le rble de la protéine V de MeV ainsi qu’a caractériser I’immunosuppression
typique du MeV (Niewiesk, Gotzelmann, et ter Meulen, 2000; Tober et al., 1998).

Grice a la découverte des récepteurs de MeV, il est possible de générer des souris
transgéniques exprimant ces récepteurs ce qui les rends susceptible a I’infection par le
virus. Des souris transgéniques exprimant le CD46 humain de maniére ubiquitaire ont été

produites, mais elles ne développent pas de maladie suite a I’infection (Niewiesk et al.,
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1997). Toutefois, certaines cellules isolées de différents tissus de ces souris telles que les
lymphocytes T et des cellules pulmonaires, supportent la réplication du virus (Horvat et
al., 1996). L’injection intracérébrale de MeV chez des souris transgéniques exprimant le
CD46 dans les neurones entraine des neuropathologies (Evlashev et al., 2000; Rall et al.,
1997). Une immunosuppression a pu étre observée chez des souris transgéniques CD46
constituant ainsi un modeéle pour I’étude des mécanismes de I’immunosuppression de
MeV (Oldstone et al., 1999). Des souris exprimant le CD150 humain ont été aussi
produites et constituent un modéle pour I’étude de I’interaction du MeV avec les cellules

immunitaires (Welstead et al., 2005).

1.5.2 Modéles animaux pour I’étude de la pathogenése du CDV

Le chien sert de modeéle animal pour I’étude de la pathogenése du CDV puisqu’il
fait partie des hotes naturels du virus. Le chien développe une maladie similaire au MeV
avec une fiévre, des rougeurs de peau, une immunosuppression, des signes gastro-
intestinaux et respiratoires ainsi que des complications neurologiques dans certains cas
(Appel, 1969; Krakowka, 1982; Krakowka, Cockerell, et Koestner, 1975). Cet animal a
eté utilisé dans I’étude des complications neurologiques associées au MeV mais aussi
dans le développement de nouveaux vaccins (Cherpillod et al., 2000; Higgins et al., 1982;
Vandevelde et al., 1982). L’utilisation du chien comme modéle est limitée par la
variabilité de la sévérité de la maladie chez ces derniers (Appel, 1969).

Le furet, est un héte hautement susceptible au CDV (Dunkin et Laidlaw, 1926). En
effet, 1‘infection de furets par des souches létales du CDV entraine une maladie dont les
signes cliniques sont similaires a ceux de la rougeole. L’apparition d’éruptions cutanées
(Fig. 6), la fievre, I'immunosuppression incluant une sévére leucopénie et des troubles
gastro-intestinaux et respiratoires sont observées chez les furets malades (Kauffman,
Bergman, et O'Connor, 1982; von Messling, Milosevic, et Cattaneo, 2004; von Messling
et al, 2003). De plus, certaines souches dites neurotropes entrainent une infection du
systtme nerveux central vers la fin de la maladie ce qui permet I’étude de la
neuroinvasion des morbillivirus (Bonami, Rudd, et von Messling, 2007; Rudd, Cattaneo,
et von Messling, 2006). L’infection intracérébrale de furets avec des isolats humains

provenant de patients atteints de SSPE a permis d’approfondir les connaissances sur cette
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complication neurologique associée au MeV (Brown et al., 1985; Thormar et al., 1985).
Le furet constitue aussi un modéle pour I’essai de nouveaux vaccins contre le CDV
(Stephensen et al., 1997), et il s’est avéré utile dans I’étude de I’effet des anticorps

maternels sur ’efficacité de différents vaccins (Griot et al., 2004; Welter et al., 2000).

Figure 6 : Eruptions cutanées chez les furets infectés par le CDV. Photographie de
furets infectés avec une souche atténué (A et C) ou létale (B et D) du CDV. Eruptions
cutanées au niveau du menton et de la bouche (A et C) et au niveau de ’abdomen (C et
D). D’aprés von Messling, Springfeld et Devaux, 2003.
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Chapitre 2 : Objectifs du projet

Le but de mon projet de recherche était d’identifier les éléments dans la région M-
F du CDV importants dans le maintien de la virulence. Des études précédentes avaient
démontré que I’échange de la région M-F avec la région N-P qui est une région
intergénique de longueur standard avait mené a I’atténuation de la souche virulente
5804PeH (Anderson et von Messling, 2008). Ceci indique que la région M-F est
essentielle pour la virulence du CDV.

La région M-F des morbillivirus se caractérise par le fait qu’elle est plus longue
que les autres régions intergéniques du génome. De plus, chez le CDV il est observé une
hypervariabilité génétique dans cette région. Nous avons émis I’hypothése selon laquelle
la séquence de la région M-F plus que la longueur est importante pour le maintien de la
virulence.

Dans un premier objectif, nous avons évalué I’impact de I’hypervariabilité de la
région M-F sur le maintien de la virulence. Nous avons échangé la région M-F d’une
souche virulente du CDV avec celle d’une autre souche virulente et d’une souche
vaccinale ainsi qu’avec celle d’une souche du MeV. Aprés avoir évalué I’efficacité de
réplication des virus recombinants in vitro, le phénotype de la maladie a été caractérisé
chez le furet grice au suivi des signes cliniques, 1’évaluation de la virémie, de la
leucopénie et de la réponse immunitaire.

Le second objectif consistait a identifier les déterminants du maintien de la
virulence dans la région M 3. Des délétions ont été effectuées dans la région ainsi que le
remplacement par une séquence aléatoire. Les virus recombinants ont été caractérisés in

vitro et chez le furet tel que décrit ci-dessus.
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes

3.1 Cellules et virus

3.1.1 Lignées cellulaires et leur entretien

Des cellules VerodogSLAMtag (von Messling et al., 2003) dérivées des cellules
Vero (ATCC CCL-81) exprimant de maniére constitutive la molécule SLAM du chien, et
des cellules 293T (ATCC CRL-1573) ont été cultivées dans le milieu Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen) complémenté avec 5% de sérum feetal
bovin (FBS, Invitrogen). Un passage cellulaire est effectué lorsque les cellules atteignent
une confluence de 90%. Pour ce faire, le milieu est retiré du flacon et 0,25% Trypsine-
EDTA (acide éthyleéne diamine tétracétique, Invitrogen) est ajouté permettant ainsi de
détacher les cellules du flacon. Aprés une incubation de 7 min a 37°C et 5% CO», du
DMEM 5% FBS est rajouté pour détacher les derniéres cellules et une centrifugation de 5
min a 800 g permet de récupérer les cellules. Le culot est resuspendu dans un volume

appropri¢ de DMEM 5% FBS puis 10% des cellules sont remises dans le flacon.

3.1.2 Souches virales et préparation des stocks viraux

La souche sauvage 5804PeH du CDV et la souche recombinante 58AF ¢, ont été
utilisées (Anderson et von Messling, 2008; von Messling, Milosevic, et Cattaneo, 2004).
Elles possédent dans leur génome un cadre de lecture additionnel codant pour la protéine
fluorescente verte (eGFP) entre les génes H et L. La production des stocks viraux
s’effectue en infectant des cellules VerodogSLAMtag confluentes & 90% avec une
multiplicité d’infection (multiplicity of infection, MOI) de 0,01. Le flacon est incubé a
32°C et 5% CO; jusqu’a ce que 80% des cellules soient affectées par I’apparition de
syncytium. Les cellules sont alors récoltées dans leur milieu & I’aide d’un grattoir,

aliquotées et conservées a — 80°C.
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3.1.3 Titrage des stocks viraux

Le titrage des stocks viraux nécessite la préparation d’une plaque de 96 puits a
fond plat contenant des cellules VerodogSLAMtag a raison de 20 000 cellules/puits dans
50 ul de DMEM 5% FBS. La plaque est incubée pendant la nuit a 37°C et 5% CO afin
que les cellules adhérent au fond des puits. Par la suite, huit dilutions en série du virus
allant de 10" 4 10 sont préparées dans du DMEM 5% FBS. Cent microlitres de chaque
dilution est transférée dans huit puits de la plaque (Fig. 7). Trois autres colonnes de huit
puits sont infectées afin d’obtenir un quadruplicata. La plaque est ensuite incubée a 37°C
et 5% CO,. Cinq jours post infection la plaque est observée au microscope a contraste de
phase afin de détecter la présence de syncytium. Pour chaque virus, le titrage est répétée

une deuxiéme fois.
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Figure 7 : Tltrage des stocks viraux. Plaque de 96 puits a fond plat utlhsee pour le
titrage des stock viraux. Huit dilutions en série d’un stock viral allant de 10" 4 10° sont
effectuées dans du DMEM 5% FBS. Dans les colonnes 1 a 4, 100 pl de chaque dilution
sont transférées dans les puits A a H.
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3.2 Production des virus recombinants

3.2.1 Stratégie de clonage

Pour générer les virus recombinants, le plasmide pBR5804PeH qui contient le
génome complet de la souche sauvage du CDV est utilis€ comme base pour la
construction des génomes recombinants. La région entre les génes M et F de 5804PeH a
été remplacée par celles des souches A75 et OS du CDV ainsi que par celle du MeV qui
proviennent de plasmides possédant les régions M-F respectives. Ces derniers ont servi de
matrice lors de PCR combinatoire, qui a permis de lier des séquences provenant de
différents génomes. De plus, des délétions dans la région M-F ont pu étre réalisées a
I’aide de la méme technique. Cette technique est basée sur le principe qu’il est possible de
générer par PCR un fragment d’ADN avec des séquences désirées aux extrémités qui
n’étaient pas présentes dans la matrice d’origine. Ainsi, deux fragments d’ADN amplifiés
par PCR a partir de matrices différentes peuvent étre liés ensemble lors d’une seconde
PCR pourvu qu’ils aient des extrémités complémentaires (Horton, 1995). Ainsi, la PCR
combinatoire a permis de créer des séquences chiméres M-F constituées en partie des
séquences des génes M et F de la souche parentale 5804PeH et de la séquence de la
région M-F des différents virus a tester. Le choix des séquences a amplifier par PCR s’est
effectué en fonction des sites de restrictions uniques les plus proches entourant la région
M-F. Ainsi en effectuant une digestion des produits de PCR obtenus avec les enzymes
appropriées, il a été possible de les insérer dans le plasmide pBR5804PeH par ligation
avec une ADN ligase.

La stratégie de clonage étant similaire pour la construction des différents génomes
recombinants, seule la stratégie employée pour le virus 58hvMeV est présentée. Les
amorces utilisées pour le clonage des virus recombinants sont présentées dans le Tableau
1. Les virus recombinants 58hvA75, 58AF ps-3’Md, 335 et 58AF;¢6-3’Md,.33¢GFP ont été

produit par Dre Danielle Anderson.
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3.2.1.1 Clonage du virus recombinant S8hvMeV

Afin d’insérer la région M-F de la souche vaccinale Moraten du MeV dans le
génome de 5804PeH, une premicre série de PCR amplifiant les fragments Al a A4 a été
effectuée (Fig. 8A). Ces fragments couvrent la région M-F de MeV ainsi que les génes P,
M et F de 5804PeH délimités par les sites de restriction Sall et BsrGl. Les fragments Al
et A4 sont amplifiés & partir du plasmide pBR5804PeH. Les fragments A2 et A3 sont
amplifiés a partir du plasmide pBRMo. L amplification par PCR s’effectue selon le cycle
suivant : une étape de dénaturation a 94°C suivie de I’hybridation & 55°C et I’élongation a
72°C. Ce cycle est répété 32 fois. Pour s’assurer que les bons fragments ont été amplifiés,
les produits PCR sont migrés sur gel d’agarose 1% afin de vérifier leur taille. Une fois les
bandes désirées obtenues, chaque réaction est digérée 1 h a 37°C avec 1 pL de ’enzyme
de restriction Dpnl afin d’éliminer les matrices ayant servis pour 1’amplification des
fragments Al & A4.

Par la suite, ces fragments sont utilisés dans une deuxiéme série de PCR, dite
combinatoire, qui permet de lier les fragments deux a deux, soit Al avec A2 et A3 avec
A4 (Fig. 8B). Par exemple, ’amplification du fragment Al s’est effectuée avec une
amorce antisens dont I’extrémité 5’ est complémentaire de I’extrémité 3’ de I’amorce sens
du fragment A2. Les fragments Al et A2 ont donc des extrémités qui se chevauchent, ce
qui permet de lier les fragments par PCR. Le cycle d’amplification de la PCR
combinatoire difféere de la PCR conventionnelle. Une premiére étape de dénaturation
sépare les fragments A1 a8 A4 qui sont ensuite hybridés a 40°C au niveau de leur région
complémentaire et il y a une étape d’élongation a 68°C. Les amorces sont alors rajoutées
et s’ensuit le cycle suivant : une dénaturation a 94°C suivie de I’hybridation a 56°C (avec
diminution de — 0,2°C par cycle) et 1’élongation a 68°C. Ce cycle est répété 25 fois. Le
fragment A5 est alors formé.

Une fois les fragments AS et A6 obtenus, ils sont purifiés avec la trousse
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) et digérés pendant 3 h a 37°C avec Sall et BsrGl,
respectivement. Suite a la digestion, les fragments sont a nouveau purifiés puis digérés
avec Apal pendant 3 h a 25°C. Le fragment A5 de 2090 pb et le fragment A6 de 1911 pb

sont extraits sur gel d’agarose puis purifiés.

33



AFOLOVY OLLDILIDLDIINLIOIN DOLON LIV 90D DL s 2 IDDOVHINHIITOLDION JLLOVIIVIIY Jov-s v AN Tpp  O0T (oo d
L IIIVOVVVVOLLLINVOVOV LILOVIOVIOVDON WAV VO 10015 OVOVDDOVIVYIVI 00D s v TEETppy 1907 1uge
£ OVV OV Y IVOILVIVY Y IIDON ) AIDLVVOOVIDLINIILIVY )y TV
SOVVIVVIVOILVIVVY IIDD0)- s 20D LODOVELIVVVY IIVVLIVINOLO0LI LN |- v Ll ppy 901 yyyg
OOV LOVIOVOV IOV IIVYLIVOLLLIOVY 1= 5 £ IVVOOVIDLINIDLINVYD- S v
OVIVOLOVIIVIIVODV IVVVOLD- 5 ASOVOVONOVIVVIVIIIINI )5 £V
COVIVOLOVLIVLOVOOV VYV D-.5 £2DOVOVDVVOIVIVY IO LIVVIILILIVY VY -y v FL I ppy -2 pyg
EOVOVVVVOLLLIVVOVOVLIVOVOD LIVIV ) -5 EOVOVOOOVIVYIVL NN ) 5 v
£-21D010DIDLINDLLIONL .5 £-21DLLOVYDDIONLIN IDVOVVHOV ILIVOY - £V
£-IL00LDIIDLIODLLIDN] >3 L£2D00V DV OVINV VY OOVY DI0DOVLLOVY VY UV VEIVVIV-5 v AN § gy
£V LIV LIV LIVO LLLIOVY | D00D9 1)1 DIV - s L= 1D LLOV YOOI IV IOVOVYOIY DLIVOY - 5 v
LSOVVOVVIVOILVIVVY IO ) 5 L£DI0DDLVV IOV IIIDLOVIDIONVIILILIVYVY J-.s %
£ IVVIVVIVDILIVINEY 3IN90 -5 £ZIOVV IDVLOIVOOV IDLODOVELIVV VY IVKVIIVVY > s v AP _ESRS
£-9999 )09 LLIDVLLIO LLLIDYYLI)DOVOD L)LV~ 5 £-000001V VIOV DIIDIOVID IV IS VVS - s %
LIDOOVIIOVYVONV VYV O3 £IVY VOV IOVY DN IO- 9v
£-I1ODLHIINLINDLLIOINL )5 ESDIVVYID0DOVLIOVOVOD L5 sV
£-LIDODVIIOVVVIVY INVVO-g £ ILOLLINVIVYOD LIV VIVOV ILODIINV II)- FV N
£*DVOOLLLOLOODLODIINOLIIVIDINYIDLIV-5 £=IVVIVODIVIIVVIIOV IO § £V
£-01901D0ID LD LLIOO L )5 £5DID0DIV YOOV DIIDIOVIOIINYIDILIVY YY) s v
DDAV IUVDLIDIVOVVYVOLLLIVVOVOVLLDOOVLIVIDOOL M) .5 EOLVVY DDDOVIIIIVOVHOL- 5 v
L£-LIDDHVIIOVVY IVY IVVVO-.5 £OOVOLLIDIIDIOVIOVI N IV L) s ov
E-DVODVOVYYOLOIILLOVIV ILOVIN DOLV-.§ LD LOLLOVYOUIDDLOVIDVOVVODV JLIVOV-.5 SV
Y-LIDDOVIIOVEVOVY OV L Vi y LESILOLLIVVAVVOD LIV OVIVOV ILIDOVY ))LLOL .5 v ]
AEOVVVOV IV OVVODLLIDOVOLVIOIVY IDLIVLIV-s DOV OLLIDLIJLOVLIOVIIV VL s £V HOWRS
LS IVODVOVYVOLOIILLOVIV ILOVIVOD V-5 DDV VVVVLIVVOLV D LEOVIIN MVY VLD LIVVY Vg v
CDLIDIVOVVVVOLLLIVVOVOVILIVO LOVYD [V~ 5 L0 LEOVYONINDTIVIDOVOVVOIOY I [VOV- 5 v
SUIIUE IMOW Y SUds 0wy uawdea g snay

"SIUBUIQUIO3I SNILA S3p a8euo]d 3f anod s3gsijin sadlowy : | nedjqe].

34



Sall BsrGl

=
Apal
| CITl}' |
pBRMo | | clhHw
o I
|
= |
! i
=
B
- N
X
-,
T
@ PCR combinatoire @
Saf Apal Apal BsrGI

- T -

Figure 8 : Clonage du virus recombinant S8hvMeV. (A) Amplification par PCR des
fragments Al a A4 a partir de plasmides contenants le génome du CDV (pBR5804PeH)
ou du MeV (pBRMo). Les fragments Al et A4 couvrent les génes P, M et F de 5804PeH
délimités par les sites de restrictions de Sa/l et BsrGl. Les fragments A2 et A3 couvrent la
région M-F de MeV. (B) Amplification des fragments AS et A6 par PCR combinatoire.
Les fragments Al et A2 ainsi que A3 et A4 possédent des extrémités complémentaires,
respectivement.
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Pour former le plasmide pBR58hvMeV, deux digestions enzymatiques
séquentielles du plasmide pBR5804P¢H sont effectuées. Une premiére digestion & 37°C
pendant 1 h avec Sall. Le plasmide digéré est ensuite purifié avec la trousse QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) et digéré avec Ascl pendant 1 h a 37°C. Le fragment de
14053 pb résultant de la digestion est extrait sur gel d’agarose puis purifié. Une deuxiéme
digestion de 4 h a 37°C avec Ascl et BsrGl est effectuée. Le fragment de 2225 pb
résultant de la digestion est extrait sur gel d’agarose puis purifié. Ces deux fragments
ainsi que les fragments A5 et A6 sont liés en utilisant une trousse de ligation (Roche).
Pour ce faire, le fragment de 14053 pb est déphosphorylé avec la Phosphatase Alcaline de
Crevette pendant 1 h a 37 °C suivie de 15 min a4 65°C nécessaires a I’inactivation de
’enzyme. Par la suite, le vecteur déphosphorylé est combiné avec les trois autres
fragments dans un ratio 1 : 3 et sont incubés pendant 1 h a température piéce aprés ajout
de ligase. Le produit de ligation est ensuite mélangé a 50 pL de bactéries compétentes E.
coli One Shot TOP10F” (Invitrogen) puis incubé 30 min sur glace. Un choc thermique a
42°C pendant 35 sec permet de faire entrer le produit de la ligation dans les bactéries.
L’échantillon est ensuite placé sur glace durant 1 min puis 200 pL de milieu S.0.C
(Invitrogen) sont rajoutés. Une incubation de 1 h & 37°C avec agitation s’en suit, aprés
quoi D’échantillon est étalé sur une gélose d’agar Luria-Bertani (LB, Novagen)
additionnée d’ampicilline (0,1 mg/ mL). La gélose est incubée pendant la nuit 4 37°C.

Les colonies sont utilisées pour inoculer des volumes de 5 mL de milieu de culture
LB additionné d’ampicilline qui sont incubés pendant la nuit a 37°C. Les plasmides sont
ensuite extraits des bactéries avec la trousse QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen) et une
digestion de contrle avec Pvull permet de s’assurer qu’il s’agit bien du vecteur
pBR58hvMeV (Fig. 9). Cette digestion inclut le plasmide parental pBR5804PeH dont le
profil de digestion différe de pPBR58hvOS. Les clones positifs sont ensuite envoyés au
séquengage pour vérifier qu’aucune mutation ne s’est insérée dans le génome. Les clones
exempts de mutations sont amplifiés afin d’obtenir de plus grande quantité d’ADN qui est

extrait 4 I’aide de la trousse QIAfilter Midi (Qiagen).
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Figure 9 : Résultat de digestion enzymatique. Gel d’agarose 1 %. Le puit A correspond
a I’échelle de poids moléculaire dont les poids sont exrprimés en paires de bases. Les
puits B et D correspondent aux plasmides pPBR5804PeH et pBR58hvMeV non digérés.
Les puits C et E correspondent aux deux plasmides digérés par Pvull. Le poids
moléculaire de chaque fragment est indiqué au dessus de ces derniers.

3.2.1.2 Récupération des virus recombinants

La récupération des virus recombinants s’effectue selon un systéme utilisant ’ARN
polymérase du bactériophage T7 (Martin, Stacheli, et Schneider, 2006). Des cellules
293T sont mises en culture dans une plaque a 6 puits a raison de 5x10° cellules / puits
dans un volume de 3 mL OPTIMEM (Invitrogen) par puits. Elles sont incubées a 37°C et
5% CO,. Huit pl de lipofectamine 2000 (Invitrogen) sont dilués dans 200 pl de
OPTIMEM. Le mélange est incubé 5 min a température piéce. Pendant ce temps un
second mélange est préparé. Ce dernier contient: 200 pl de OPTIMEM, 4 pg d’un

plasmide codant pour un génome viral, 0,5, 0,1, 0,5 ug des plasmides codant pour les
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génes N, P et L du virus de la rougeole, respectivement, et 0,7 pg d’un plasmide codant
pour la polymérase T7. Les deux mélanges sont réunis, et aprés 1 h d’incubation a
température piéce le mélange de transfection est distribué en fine gouttelette dans un puit
contenant les cellules 293T & I’aide d’une pipette. Ces cellules sont ensuite incubées a
37°C et 5% CO- pendant la nuit. Le lendemain matin le milieu de croissance est changé
pour 3 mL de DMEM 5 % FBS.

Deux jours aprés la transfection, les cellules 293T sont transférées dans un pétri de
100 cm’ contenant 4x10° cellules VerodogSLAMtag qui est ensuite incubé a 37°C et 5%
CO,. Les cellules sont observées quotidiennement jusqu’a I’apparition de syncytium. Les
syncytium sont alors piqués a 1’aide d’une pipette et transférés a raison de trois syncytium
par puits dans une plaque a 6 puits avec 5x10° VerodogSLAMtag par puits. La plaque est
incubée a 37°C et 5% CO: jusqu’a ce que 80% des cellules soient affectées par
I"apparition de syncytium. Les cellules sont alors détachées avec la 0,25% Trypsine-
EDTA et sont transférées dans un flacon de 75 cm® contenant 2x10° cellules
VerodogSLAMtag. Le flacon est incubé a 32°C et 5% CO, jusqu’a ce que 80% des
cellules soient affectées par I’apparition de syncytium. Les cellules sont alors récoltées
dans leur milieu 4 I’aide d’un grattoir puis sont aliquotées et congelées a — 80°C. Le virus

est ensuite titré selon la maniére décrite dans la section 3.1.3.

3.3 Caractérisation in vitro des virus recombinants

Afin de comparer la capacité de réplication et le phénotype syncytial des virus
recombinants a ceux des virus parentaux, des cinétiques virales ont été effectuées. Pour ce
faire, 6x10° cellules VerodogSLAMtag ont été infectées avec le virus a tester 4 une MOI
de 0,01 dans un volume de 12 mL de DMEM 5% FBS. Ces cellules sont mises en
cultures dans une plaque & 12 puits a raison de 5x10° cellules par puits. Aprés 1 h
d’incubation & 37°C et 5% CO; le milieu est aspiré de chaque puits et est remplacé par
500 pL de DMEM 5% FBS excepté dans les deux derniers puits ot 500 pL de DMEM
10% FBS additionné de methyl cellulose (Sigma) 0,5% sont déposés. Les cellules sont
ensuite incubées a 32°C et 5% CO,. Durant les jours un a cinq post infection (p.i.) le

surnageant et les cellules de deux puits sont récoltés. Le surnageant est récolté en premier

38



suivi par I’ajout de 500 puL de DMEM 5% FBS afin de récolter les cellules. Pour chaque
virus I’expérience en duplicata est répétée une seconde fois. Les échantillons sont
conservés a -80°C. Une fois tous les échantillons récoltés, leur titre viral est évalué selon
la méme méthode décrite dans la section 3.1.3. Pour le jour un p.i. les dilutions en séries
vont de 10° a 10°. Pour les autres jours, elles vont de 10" 4 10°®. Ainsi, les moyennes des
quatre valeurs obtenues pour chaque jour sont calculées afin de tracer la courbe de
réplication virale. Les écarts types sont annotés par des barres d’erreur. Pour I’évaluation
du phénotype syncytial des photos des cellules dans le milieu DMEM 5% FBS avec 0,5%
de methyl cellulose sont prises en lumiére normale & I’objectif 10 X avec un microscope

Nikon ECLIPSE TE2000-V muni d’une caméra Nikon digital camera DXM-1200F.

3.4 Caractérisation in vivo des virus recombinant

Afin d’évaluer la virulence et I’immunosuppression induite par les virus
recombinants, des échantillons sanguins sont prélevés chez des furets infectés. Des
groupes de trois a six furets sont infectés sous anesthésie. Un premier prélévement de
sang s’effectue au jour zéro. Les prélévements subséquents se font aux jours trois, sept,
dix et quatorze p.i. Par la suite les échantillons sont prélevés une fois par semaine jusqu’a
I’euthanasie des furets.

Les résultats des furets infectés par 5804PeH proviennent du Dre Veronika von
Messling. Ceux des animaux infectés par S8hvA75, 58AF;06-3’Mdi.235 et 58AF 106-3’Md,.

136GFP proviennent du Dre Danielle Anderson.

3.4.1 Infection et prélévement du sang

Avant de procéder a ’infection des furets, ces derniers sont anesthésiés avec un
mélange de 0,4 mL de kétamine (Bioniche Animal Health) et 0,4 mL de midazolam
(Sandoz). Les furets sont alors infectés par voie intranasale avec 10° TCIDsp du virus a
tester. A I’aide d’une pipette, des gouttelettes sont déposées dans chaque narine de
’animal. Les anesthésies effectuées lors des prélévements sanguins au jour trois p.i. et
subséquent, s’effectuent a I’aide de 0,3 mL de chaque drogue pour les miles et 0,2 mL

pour les femelles.
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Pour les prélévements sanguins, 3 mL de sang sont prélevés dans un tube

contenant de ’EDTA et 3 mL dans un tube héparinisé.

3.4.2 Suivi clinique

Le suivi clinique implique la prise de température quotidienne des animaux ainsi
que la prise de poids deux fois par semaine. De plus, une observation détaillée des
animaux permet d’évaluer I’apparition de rougeurs de peau, une conjonctivite, une
diarrhée ainsi qu’une déshydratation. Afin de respecter les régles d’éthique du CCAC
(conseil canadien de protection des animaux), les animaux sont euthanasiés lorsqu’ils
atteignent les points limites suivants: fievre de plus de 40°C pendant trois jours
consécutifs, perte de poids de 15 %, I’animal cesse de s’alimenter pendant plus de 96 h ou
le développement d’un état moribond avant la fin du protocole. L’euthanasie s’effectue en
anesthésiant les furets (voir 3.4.1) suivi par une injection intracardiaque ou

intrapéritonéale de 1 mL d’Euthany] (Bimeda-MTC).

3.4.3 Evaluation de la virémie

Pour évaluer la virémie, des PBMC sont isolés a partir de 1’échantillon de sang
avec EDTA. Le sang est incubé pendant 10 min avec 10 mL de tampon ACK (150 mM
NH,4CI, 10 mM KHCO;, 0,1 mM Na,EDTA [pH 7,2 a 7,4]) a température piéce, ce qui
permet de lyser les globules rouges. La suspension est ensuite centrifugée durant 5 min a
800 g et les cellules sont lavées avec 10 mL de PBS sans calcium ni potassium
(Invitrogen) a température piéce. Aprés une seconde centrifugation les cellules sont
resuspendues dans 1 mL de DMEM 5% FBS a température piéce. Dix pL sont prélevés
afin d’effectuer un compte dans le bleu de trypan (CellPro, Mediatech Inc) a I’aide d’un
hémacytométre. Le résultat s’exprime en PBMC / mm’. Le titrage du virus dans les
PBMC s’effectue comme indiqué a la section 3.3. Les dilutions en séries vont de 10" a

10°® excepté pour le jour 3 p.i. pour lequel elles vont de 10°4 107,
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3.4.4 Evaluation des paramétres immunologiques

L’évaluation des paramétres immunologiques nécessite 1’isolation du plasma et
des PBMC présents dans 1’échantillon de sang avec héparine. Pour ce faire, le sang est
centrifugé a 1200 g pendant 15 min. Le plasma est récolté et conservé a — 20°C. Un
volume de 4,5 mL de PBS sans calcium ni potassium a température piéce est rajouté au
sang. La suspension est ensuite étalée délicatement sur un gradient de Ficoll (Amersham
Biosciences) et centrifugée pendant 40 min a 400 g. Les PBMC se trouvant a I’interface
Ficoll/sang sont recueillis a I’aide d’une pipette Pasteur et lavés trois fois avec le PBS
sans calcium ni potassium. Finalement, les PBMC sont resuspendus dans 1 mL de RPMI
10% FBS a température piéce. Dix microlitres de la suspension de PBMC sont prélevés

afin d’effectuer un compte dans le tampon ACK a I’aide d’un hémacytometre.

3.4.4.1 Comptes des leucocytes

Afin d’effectuer un compte leucocytaire, 10 pL de I’échantillon de sang avec
EDTA sont prélevés et dilués dans 990 pL d’acide acétique 3% (CH3;COOH). Le compte

est effectué a I’aide d’un hémacytomeétre et le résultat s’exprime en leucocytes / mm’.

3.4.4.2 Analyse des PBMC par cytofluorométrie en flux

Afin de suivre I’infection des PBMC, ces derniers sont centrifugés pour 5 min a
800 g, resuspendues dans 200 pL de Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) et divisés entre
4 puits d’une plaque 96 puits a fond coniques contenant 100 pL du tampon Perm/Wash
1X (BD Biosciences). Cinquante microlitres des PBMC sont déposés dans chacun des
puits. La plaque est centrifugée 5 min a 800 g et les PBMC sont resuspendus dans 50 pL
de Perm/Wash 1X et une seconde centrifugation est effectuée. Les cellules sont ensuite
resuspendues dans 200 pL d’une solution de paraformaldéhyde 1% (Sigma) et tous les
échantillons sont transférés dans des tubes destinés a la cytofluorométrie en flux. Les
échantillons sont alors analysés. L’infection des PBMC totaux est suivie tout au long de
I’étude animale grace a I’expression de la GFP par les virus.

Les résultats pour le virus 5804PeH proviennent du Dr Bevan Sawatsky.
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3.4.4.3 Test de neutralisation

Le test de neutralisation permet de suivre 1’évolution du titre des anticorps
neutralisants tout au long de I’infection chez les furets. Dans une plaque 96 puits a fond
plat, 90 uL de DMEM 5% FBS sont mis dans la premicre rangée et 50 pL dans les
rangées suivantes. Dix pL d’un échantillon de plasma a tester est déposé dans le premier
puits de la premiére rangé de la plaque afin d’obtenir une dilution 1 : 10. Par la suite, sept
dilutions 1: 2 sont effectuées dans les puits des rangés suivantes donnant ainsi des
dilutions allant de 1: 10 a 1: 1280. Chaque dilution d’un échantillon de plasma est
effectuée en quadrupiclata. Par la suite 50 pL d’une suspension du virus 5804PeH a la
concentration de 2x10° TCIDso / mL est rajoutée dans chaque puits. Pour s’assurer une
qualité stable des tests effectués a différentes journées, le contréle suivant est inclut : Cent
uL de DMEM 5% FBS sont pipettés dans quatre puits des premiére et derniére rangées
d’une plaque 96 puits. Dans quatre puits de la seconde rangée sont mis 50 pL de DMEM
5% FBS plus 50 pL de la suspension du virus. Quatre dilutions de la suspension du virus
allant de 1 : 10 a 1 : 10 000 sont effectuées et 50 pL des quatre dilutions sont transférées
dans les rangées trois a sept. Les plaques sont alors incubées 15 min a température picce
afin de permettre aux anticorps d’interagirent avec les particules virales. Cinquante puL
d’une suspension de cellules VerodogSLAMtag dans le milieu DMEM 5% FBS sont
rajoutées par la suite dans chaque puits des plaques a raison de 20 000 cellules / puits. Les
plaques sont ensuite incubées & 37°C et 5% CO; et la lecture s’effectue aprés 5 jours.
L’absence de syncytium dans les puits indique la présence d’anticorps neutralisants

dirigés contre le CDV.
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Chapitre 4 : Résultats

4.1 Echange de la région M-F entre différentes souches de

CDYV et de MeV

Afin d’évaluer I'implication de la variabilité nucléotidique de la région M-F dans le
phénotype de la maladie, les virus recombinants 58hvA75, 58hvOS et 58hvMeV ont été
produits (Fig. 10). Le "58"” au début du nom indique que le virus 5804PeH est la base de
la construction des génomes mutants. 5804PeH posséde dans son génome un cadre de
lecture additionnel entre les génes H et L codant pour la protéine fluorescente verte
(green fluorescent protein, GFP). Cela permet de suivre I’infection des PBMC de furet
par cytofluorométrie en flux. L’introduction de la GFP dans la souche 5804P ne méne pas
a une perte de virulence (von Messling, Milosevic, et Cattaneo, 2004). Le "hv” retrouvé
dans le nom des virus recombinants fait référence a la région hypervariable M-F. Le
"A75","0OS" et "MeV" indique la provenance de la région M-F, soit des souches A75 et
OS de CDV, ou de MeV. Chez le furet, une infection par la souche 5804PeH ou A75
cause une maladie mortelle d’une durée de deux ou de trois a4 cing semaines,
respectivement (Rudd, Cattaneo, et von Messling, 2006; von Messling, Milosevic, et
Cattaneo, 2004). La souche OS est une des souches vaccinales et ne cause pas de maladie

chez le furet (Chappuis, 1995).

4.1.1 Caractérisation des virus recombinants in vitro

Dans un premier temps, la réplication et I’effet cytopathique des virus recombinants
sont compareés a ceux du virus parental. Pour ce faire, des cellules VerodogSLAMtag sont
infectées avec une MOI de 0.01. Ces cellules expriment le récepteur viral SLAM du chien
afin d’assurer I’entrée efficace du virus. Les titres du virus associé aux cellules et relaché
dans le surnageant sont quantifiés pendant les cinq jours post infection (p.i.). Des photos

prises en microscopie a contraste de phase permettent d’évaluer les effets cytopathiques.
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Figure 10 : Schéma du génome viral et de la région M-F des virus recombinants.
Tous les virus recombinants sont fabriqués a partir du génome de la souche 5804PeH du
CDV dans lequel la région M-F est remplacée par celles des souches A75 et OS ainsi que
celle du MeV. La région M-F est composé d’une portion M 3’ non traduite M 39, la
portion F 5’ non traduite (F 5°) et le peptide signal de la protéine F (Fps). Les deux UTR
sont séparées par le triplet intergénique CTT. Le site de clivage de Fps est noté par la
séquence en aa A/QIHW pour les souches de CDV et G/QIHW pour le virus MeV.

4.1.1.1 Evaluation de Pefficacité de réplication des virus recombinants

Dans les cellules VerodogSLAMtag, les virus 58hvOS et 58hvMeV se répliquent
de fagon similaire a la souche parentale 5804PeH (Fig. 11A, losanges rouges et rectangles
verts). Toutefois, 58hvOS a un titre vingt-six fois moins élevé que 5804PeH dans le
surnageant au jour deux p.i. S8hvMeV a un titre dix-neuf fois moins élevé que pour la
souche parentale dans le surnageant au jour trois p.i. Pour le virus 58hvA75 le titre dans
le surnageant est respectivement cent-trente-trois et trente-trois fois plus élevés que
5804PeH aux jours deux et trois p.i. (Fig. 11A, carrés verts). Cela corréle avec le titre de
58hvA75 qui est vingt-deux fois moins élevé que celui de la souche parentale dans les

cellules au jour deux p.i. Pour tous les virus le titre associé aux cellules est dix & mille fois
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plus élevés que celui des virus relachés dans le surnageant. De plus, les titres augmentent
progressivement jusqu’au jour quatre p.i. pour ensuite se stabiliser, ce qui correspond a la

destruction des cellules.

4.1.1.2 Evaluation du phénotype syncytial des virus recombinants

Lorsqu’une cellule est infectée par un morbillivirus, I’expression des glycoprotéines
F et H a sa surface engendre la fusion de la membrane cellulaire avec celles des cellules
adjacentes non infectées. Les cellules géantes résultantes de ce processus sont nommées
syncytium (Lamb et Parks, 2007). Les virus 58hvA75, 58hvOS et 58hvMeV forment des
syncytium similaires & ceux formés par la souche parentale 5804PeH a deux jours p.i.

(Fig. 11B). Ainsi, le phénotype syncytial des virus recombinants reste inchangé.

4.1.2 Evaluation du phénotype viral chez le furet

Pour déterminer I’importance de la région M-F dans la pathogenése, des groupes de
trois a quatre furets sont infectés par voie intranasale avec 10° doses infectieuses du virus
parental 5804PeH ou les virus recombinants 58hvA75, 58hvOS et 58hvMeV. Les signes
cliniques des furets sont relevés de maniére quotidienne et la température corporelle est
mesurée. De plus, une prise de sang une a deux fois par semaine permet de suivre la
virémie par le titrage des virus présents dans les PBMC ainsi que par la cytofluorométrie

en flux. La leucopénie est aussi évaluée.

4.1.2.1 Virulence des virus recombinants

Comme rapporté précédemment (von Messling, Milosevic, et Cattaneo, 2004), les
furets décédent deux semaines aprés le début de I’infection avec 5804PeH (Fig. 12A,
cercles noirs). Les animaux des groupes infectés par 58hvA75 et 58hvOS mourraient
aussi autour de 14 jours p.i., ce qui indique que ces virus recombinants ont conservé la
virulence de la souche parentale (Fig. 12A, triangles bleus et losanges rouges). Les
rougeurs de peau apparaissent aux jours six et sept p.i. pour les furets infectés par
58hvA75 et 58hvOS et une augmentation de la température corporelle est observée a

partir du jour six et huit p.i., respectivement (données non montrées). Ces signes cliniques
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sont similaires a ceux observés chez les furets infectés par 5804PeH. La région M-F du
CDV est donc interchangeable entre les différentes souches sans modification du
phénotype de la maladie.

Au contraire, deux des six furets infectés par 58hvMeV ont survécu a I’infection
(Fig. 12A, carrés verts) et une prolongation de la maladie a été observée chez deux autres
furets qui sont décédés aux jours 17 et 19 p.i. Les deux furets restants sont morts au jour
15 p.i. donc 4 un temps similaire & ceux infectés par la souche parentale 5804PeH. Les
rougeurs de peaux sont apparues aux jours neuf a dix p.i., c’est-a-dire deux a trois jours
plus tard que chez les furets infectés par le virus parental (Fig. 13A). Pour les animaux
ayant survécus, une fiévre est observé aux jours 11 et 12 p.i. puis la température revient a
la normale (Fig. 13B, courbe verte pleine). Contrairement aux furets infectés par
5804PeH qui deviennent fiévreux & partir du jour neuf p.i., les furets ayant succombé a
I’infection par 58hvMeV ont présenté une augmentation de température a partir du jour
11 p.i. (Fig. 13B, courbe verte pointillée). Chez les deux animaux qui étaient moribonds
une chute de température a été observé au jour 15 p.i. (von Messling et al., 2003).

Le suivi de la virémie dans les animaux démontre que les trois virus recombinants
se répliquent de maniére similaire dans les PBMC. Des cellules infectées sont détectées a
partir du jour trois p.i. suivi d’un pic de réplication au jour sept p.i. (Fig. 12B). Par contre,
I’élimination du virus 58hvMeV est observée a partir du jour 21 p.i. chez les deux furets

ayant survécus a I’infection.
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Figure 11 : Cinétiques de réplications virales. (A) Des cellules VerodogSLAMtag sont
infectées par les virus 5804PeH, 58hvA75, 58hvOS et 58hvMeV. Le titre des virus
présents dans le surnageant ou dans les cellules est évalué durant les 5 jours suivants et
est exprimé en log;TCIDse¢/ml. Les titres des virus recombinants étant significativement
différents de ceux de 5804PeH sont annotés par des astérisques indiquant la valeur P
calculée a I’aide d’un test ANOVA a deux facteurs avec correction de Bonferroni. * :
P<0.05;** : P<0.01; *** : P<0.001 (B) Evaluation du phénotype syncytial par la prise de
photos des cellules infectées au jour 2 p.i. par microscopie a contraste de phase.
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Figure 12 : Survie des furets infectés et virémie. (A) Courbe de survie représentant le
pourcentage de furets survivants a I’infection par le virus parental 5804PeH et les virus
recombinants 58hvA75, 58hvOS, 58hvMeV. (B) Evaluation du titre viral dans les PBMC
isolés du sang des furets infectés. Le titrage est effectué sur des cellules
VerodogSLAMtag et le titre est exprimé en log;oTCIDsy/ 10°PBMC.
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Figure 13 : Evaluation des signes cliniques. (A) Apparition des rougeurs de peau chez
les furets infectés par le virus parental 5804PeH et le virus recombinant 58hvMeV.
Chaque symbole représente un furet. (B) Température corporelle des furets. La courbe
verte pleine représente les furets infectés par 58hvMeV ayant survécus alors que la
courbe verte pointillée représente ceux étant décédés. Les furets sont considérés comme
étant fiévreux lorsqu’ils atteignent 39°C (ligne pointillé noire).
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4.1.2.2 Leucopénie induite par le virus possédant la région M-F de MeV

Une diminution du nombre de leucocytes est observée chez les furets infectés par
des souches létales du CDV (von Messling, Milosevic, et Cattaneo, 2004). Puisque
58hvMeV a mené a une atténuation partielle, nous avons évalué la leucopénie plus en
détails. Autant les furets survivants que morts ont subi une chute du nombre de leucocytes
dans la premiére semaine aprés I’infection pour ensuite se stabiliser a de faibles niveaux
(Fig. 14A). Etant donné que les virus produisent la GFP, il a été possible d’analyser par
cytofluorométrie en flux le pourcentage des PBMC de furets infectés par 58hvMeV. Au
Jour trois p.i. les PBMC ne sont pas infectées alors qu’au jour sept p.i. 57 % le sont. Une
diminution a 47 % est observée au jour dix p.i. (Fig. 14B). Un test ¢ de Student non
apparié a permis de déterminer que les différences de 11 % entre 58hvMeV et 5804PcH
aux jours sept et dix p.i. ne sont pas significatives. L’évolution du pourcentage de PBMC

infectés par 58hvMeV est donc similaire a celle du virus parental.

4.1.2.3 Réponse immunitaire des furets infectés par 58hvMeV

Bien qu’une immunosuppression ait été observée chez les furets survivants a
'infection de 58hvMeV nous avons mesuré la réponse en anticorps neutralisants afin
d’expliquer I’élimination du virus. Les anticorps neutralisants sont détectés a partir du
jour sept p.i. pour les furets ayant survécus alors que pour ceux ayant succombés a la
maladie ils sont détectés au jour dix p.i. (Fig. 15). Le titre des anticorps neutralisants
augmente progressivement chez les furets survivants jusqu’au jour 21 p.i. ou il atteint le
seuil de protection (Fig. 15). Par contre, le titre d’anticorps des animaux morts ne
progresse pas au-dela du jour dix p.i. Chez les furets survivants a une infection par le
CDV un titre en anticorps neutralisant égal ou supérieur a 100 est observé (von Messling
et al.,, 2003). Le test de neutralisation a permis de déterminer que les furets ayant survécus
a linfection de 58hvMeV ont été en mesure de produire des titres d’anticorps

neutralisants protecteurs contrairement a ceux étant décédés.
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Figure 14 : Evaluation de la leucopénie et de ’infection des PBMC. (A) Compte des
leucocytes isolés du sang des furets infectés par le virus parental 5804PeH et le virus
recombinant 58hvMeV. Le nombre de leucocytes des furets infectés par le virus
58hvMeV est représenté par un carré vert avec ou sans bordure noire pour les furets ayant
survécus a I’infection ou étant décédés, respectivement. (B) Evaluation du pourcentage de
PBMC infectés par 5804PeH ou 58hvMeV a I’aide de la cytofluorométrie en flux.
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Figure 15 : Kvaluation de la réponse immunitaire chez les furets infectés par
58hvMeV. Le titre d’anticorps neutralisants des furets est représenté par un carré vert
avec ou sans bordure noire pour les furets ayant survécus a I’infection ou étant décédés,
respectivement. Les lignes noires a 10 et 100 représentent respectivement le seuil de
détection et le seuil de protection.
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4.2 Introduction de la portion M 3’ ou F 5° de MeV dans la
région M-F de CDV

La région M-F de MeV se différencie par la présence d’une portion F 5’ longue et
d’un peptide signal de F de longueur standard (Fig. 16). De plus, M-F est 181 nucléotides
plus longue que celles de CDV dont 19 nucléotides s’ajoutent 4 la portion M 3’ de MeV.
Entre MeV et CDV, 76 % de variabilité est observé au niveau des séquences
nucléotidiques de M 3’ et 69 % pour F 5°. Par contre, entre des souches du CDV
seulement 8-19 % de variabilité est observé pour M 3’ et 9-16 % pour F 5°. Ainsi, pour
caractériser la base de la prolongation de la maladie observée chez les furets infectés avec
58hvMeV nous avons construit deux virus recombinants, soit 58hv3’MeV et 58hv5’MeV,

qui possédent respectivement la portion M 3’ ou F 5° de MeV (Fig. 17).

4.2.1 Caractérisation des virus recombinants in vitro

L’efficacité de réplication ainsi que les effets cytophatiques des virus recombinants
58hv3’MeV et 58hv5’MeV ont été comparés & celle du virus parental 5804PeH et du
virus 58hvMeV dans les cellules VerodogSLAMtag (Fig. 18A). Les virus 58hv3’MeV et
58hv5’MeV se répliquent de fagon similaire & 5804PeH, ne démontrant pas
I"augmentation du titre associé aux cellules observé pour 58hvMeV. L’introduction des
portions M 3’ et F 5> de MeV dans le CDV n’a donc aucun impact sur I’efficacité de
réplication. Toutefois au niveau du phénotype syncytial, ces virus recombinants forment
des syncytium plus grands que ceux de la souche parentale et 58hvMeV tel qu’observé au

jour deux p.i. (Fig. 18B).

4.2.2 Evaluation de la virulence chez le furet

Afin d’évaluer I'impact de I’insertion des portions de la région M-F de MeV dans le
CDV sur la pathogenése, des groupes de trois furets ont été infectés avec 58hv3’MeV ou
58hv5’MeV. L’insertion de la portion M 3’ de la région M-F de MeV est associée avec
une prolongation de la maladie puisque deux furets infectés par 58hv3’MeV sont morts

au jour 16 p.i. et le troisiéme au jour 17 p.i. (Fig. 19A, losanges verts).
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Figure 16 : Schéma comparatif de la région M-F des virus recombinants 5804PeH et
58hvMeV. La région M-F de MeV est 181 nucléotides plus longue que celle de CDV et
se différencie par une portion F 5” longue et un peptide signal de F (Fps) standard. La
portion M 3’ de MeV posséde 19 nucléotides de plus que celle de CDV et la portion F 5°
en posséde 162 de plus. Le site de clivage du Fps est noté par la séquence en aa A/QIHW
pour le CDV et G/QIHW pour le MeV.
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Figure 17 : Schéma du génome et de la région M-F des virus recombinants
58hv3’MeV et 58hv5’MeV. Tous les virus recombinants sont fabriqués a partir du
génome de la souche 5804PeH du CDV dans lequel la région M-F est modifiée. Les virus
recombinants 58hv3’MeV et 58hv5’MeV possédent les portions M 3’ et F 5 du virus
MeV, respectivement. La région M-F est composé d’une portion M 3’ non traduite suivie
de la portion F 5° non traduite. Ces deux portions sont séparées par le triplet intergénique
CTT, suivi du peptide signal (Fps) de la protéine F. Le site de clivage de Fps est noté par
la séquence en aa A/QIHW pour les souches de CDV et G/QIHW pour le virus MeV.
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Figure 18 : Cinétiques de réplications virales. (A) Des cellules VerodogSLAMtag sont
infectées par les virus 5804PeH, 58hv3’MeV, 58hv5’MeV et 58hvMeV. Le titre des virus
présents dans le surnageant ou dans les cellules est évalué durant les 5 jours suivants et
est exprimé en log;TCIDsy¢/ml. (B) Evaluation du phénotype syncytial par la prise de
photos des cellules infectées au jour 2 p.i. par microscopie a contraste de phase.
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Figure 19 : Survie des furets infectés et virémie. (A) Courbe de survie représentant le
pourcentage de furets survivants & ’infection par le virus parental 5804PeH et les virus
recombinants 58hv3’MeV, 58hv5’MeV. (B) Evaluation du titre viral dans les PBMC
isolés du sang des furets infectés. Le titrage est effectué sur des cellules
VerodogSLAMtag.

Les rougeurs de peaux apparaissent aux jours huit p.i. pour deux furets et neuf p.i. pour le
troisiéme. De plus, la fiévre débute seulement au jour 13 p.i. et se maintient Jjusqu’a leur
déces (données non montrées). Par contre, I’insertion de la portion F 5° n’a aucun effet

sur la virulence puisque les furets décédent au jour 14 p.i., c’est-a-dire au méme moment
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que ceux infectés par la souche parentale 5804PeH (Fig. 19A, triangles verts). Les
rougeurs de peaux apparaissent aux jours huit & dix p.i. et une fiévre débute au jour 11 p.i.
(données non montrées). Etant donné qu’une prolongation de la maladie a été observée
uniquement avec 58hv3’MeV, il semble que la portion M 3’ est importante pour le
maintien de la virulence.

Le titrage des deux virus recombinants présent dans les PBMC des furets a démontré
que ces derniers suivent une cinétique similaire a celle engendrée par la souche parentale
(Fig. 19B). La légeére prolongation de la maladie chez les furets infectés par 58hv3’MeV

ne peut donc pas étre attribuée a un défaut de réplication in vivo.

4.2.2.1 Leucopénie induite par 58hv3’MeV

Une prolongation de la maladie chez les furets infectés par 58hv3’MeV ayant été
observée, il était intéressant d’évaluer l‘immunosuppression. Ce virus entraine une
diminution du nombre de leucocytes dans la premiére semaine aprés I’infection pour
ensuite se stabiliser 4 de faibles niveaux ce qui est similaire aux observations effectuées
chez les furets infectés par 5804PeH et 58hv5’MeV (Fig. 20). Ces résultats sont aussi

similaires 4 ceux observés chez les furets infectés par 58hvMeV (Fig. 14A).
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Figure 20 : Evaluation de la leucopénie. Compte des leucocytes isolés du sang des

furets infectés par le virus parental 5804PeH et les virus recombinants 58hv3’MeV et
58hv5’MeV.
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4.3 Délétions de la portion M 3’ de la région M-F du CDV ou
remplacement par une séquence aléatoire

Précédemment, des études ont démontré que le remplacement de la région M-F avec
la région intergénique N-P de longueur standard menait a une atténuation de la souche
5804PeH du CDV (Fig. 21, virus 58utrMF-NPAF o ) (Anderson et von Messling, 2008).
Toutefois, la délétion de la portion F 5’ n’entrainait aucune modification puisque tous les
furets infectés décédaient au méme temps que ceux infectés par la souche 5804PeH (Fig.
21, virus 58AF ). Cela, en combinaison avec notre observation que le remplacement de
la portion M 3’ avec celle de MeV menait a une légére prolongation de la maladie (Fig.
19A, losanges verts), suggére que la portion M 3’ est la plus importante pour le maintien
de la virulence. Nous avons donc décidé de concentrer les analyses subséquentes sur la
portion M 3’ afin d’identifier les déterminants de la virulence dans cette portion. Nous
avons effectué la délétion de la premiére et seconde moitié de M 3’ ainsi que de la
portion entiére pour obtenir les virus recombinants : 58AF;¢s-Md,.;74, 58AF 96-Md)75.396 €t
58AF06-Md, 335 (Fig. 22). De plus, nous avons produit le virus 58AF,¢6-Md,.33sGFP dont
les 336 premiers nucléotides de M 3’ sont remplacés par la séquence partielle de la GFP.
Le génome de la souche 58AF s dans lequel la portion F 5° est absente (Fig. 21, virus

58AF06) a été utilisé permettant ainsi d’éviter toute contribution de cette derniére.

4.3.1 Caractérisation des virus recombinants in vitro

La cinétique de réplication et les effets cytopathiques des virus recombinants
58AF06-Mdi.174, 58AF06-Md)75.306, 58AF106-Md;.335 €t 58AF;6-Md,;.33GFP ont été
comparés a ceux de la souche parentale 58AFos dans les cellules VerodogSLAMtag.
Dans les cellules le titre de 58AF0s-Md,.174 et 58AF;06-Md;75.396 est huit et six fois plus
¢levé aux jours trois et quatre p.i., respectivement, comparé au virus parental (Fig. 23A,
triangles bleus et rouges). Pour 58AF¢s-Md).335 le titre associé aux cellules est quatorze et
vingt-deux fois plus élevé aux jours trois et cinq p.i., respectivement, que ceux de la
souche parentale (Fig. 23A, carrés verts). Une augmentation de cinquante et cinquante-six

fois sont observée aux jours deux et trois p.i. pour le titre de S8AF,06-Md,.33¢GFP dans les
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cellules (Fig. 23A, losanges violets). La cinétique de relache des différents virus dans le
surnageant est similaire a celle de la souche parentale a 1’exception d’un titre vingt-huit
fois plus €levé au jour quatre p.i. pour 58AF06-Md;.336GFP (Fig. 23A, losanges violets).

Au niveau du phénotype syncytial, 58AF06-Md)75.396 forme des syncytium de taille
similaire a ceux de la souche parentale 58AF, s alors que 58AF p6-Md. 74, 58AF06-Md;.
335 €t 58AF 105-Md)336GFP forment des syncytium légérement plus grands (Fig. 23B).

N-P P-M_ M-F F-| H-GFP GFP-L .
~ Furets Durée de
morts la maladie
4/4 2 semaines
o 10Gaa
M S Te] Fps . 0/6
SBUlMF NP.AF AN
106aa
ww—te—— [ /6 2 semaines
58 \F__, A HW
106aa
T MG 3/5 4 semaines
58utrMF -NP AW

Figure 21 : Schéma des virus recombinants 58utrMF-N PAF196 , 58AF 96 et S8utrMF-
NP. Les virus sont produits & partir du génome de la souche 5804PeH dans lequel la
région M-F a été remplacée par la région N-P pour 58utrMF-NPAF,gs. Pour 58AF 4 les
106 premiers acides aminés du peptide signal de F (Fps) ont été supprimés. La région M-
F a été remplacée par la région N-P sans supprimer le Fps pour 58utrMF-NP. A droite du
schéma est indiqué le nombre de furets morts suite a I’infection par les différents virus
ainsi que la durée de la maladie. Modifiée de Anderson et von Messling, 2008.
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Figure 22 : Schéma du génome et de la région M-F des virus recombinants 58AFo¢-
3’Md|-|74, 58AF|06-3’Md|75.396, 58AF|06-3’Md|_335 et 58AF|06-3’Md|.336GFP. Tous les
virus recombinants sont fabriqués a partir du génome de la souche 5804PeH du CDV
dans lequel la région M-F est modifi¢ tels que les 106 premiéres résidus du peptide signal
Fsp de la protéine F sont délétés (S8AF ). Un codon start artificiel est inséré en position
107 afin d‘initier la traduction du géne F. En plus de cette délétion dans le géne F, les 174
premiéres bases, les bases 175 a 396 ou les 335 premiéres bases de la portion M3’ sont
délétées pour les virus 58AF06-3’"Md. )74, 58AF06-3’Md;75.306 €t 58AF06-3’Md, 335,
respectivement. Pour le virus 58AF)es-3’Md1-33¢GFP les nucléotides 1 a 336 sont
remplacés par la séquence partielle de la GFP. La région M-F est composée d’une portion
M 3’ non traduite suivie de la portion F 5° non traduite. Ces deux portions sont séparées
par le triplet intergénique CTT, suivi du peptide signal Fps de la protéine F. Le site de
clivage du Fps est noté par la séquence en aa A/QIHW.
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Figure 23A : Cinétiques de réplications virales. Des cellules VerodogSLAMtag sont
infectées par les virus 58AF|0(,, 58AF|06-3’Md1.174, 58AF106-3’Md|75-396, 58AF|0(,-3’M(1|_335
et 58AF|06-3’Md,.336GFP. Le titre des virus présents dans le surnageant ou dans les
cellules est évalué durant les 5 jours p.i. et est exprimé en log)oTCIDs¢/ml. Les titres des
virus recombinants étant significativement différent de ceux de 5804PeH sont annotés par
des astérisques indiquant la valeur P calculée a 1’aide d’un test ANOVA a deux facteurs
avec correction de Bonferroni. * : P<0.05; ** : P<0.01; *** ;: P<(0.001.
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58AF 10g-3Md1_174

Y

Figure 23B : Evaluation du phénotype syncytial. Photos des cellules
VerodogSLAMtag infectées par les virus 58AF g6, S8AF06-3’Md).174, 58AF06-3’Md,75.
396, I8AF06-3’Md).335 et S8AF)06-3’Md,;.336GFP au jour 2 p.i. prises en microscopie a
contraste de phase.
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4.3.2 Evaluation du phénotype viral chez le furet

Pour évaluer I’implication de différentes portions de M 3’ ainsi que la longueur de
la région M-F dans la pathogenése, des groupes de quatre furets ont été infectés avec les
virus recombinants S8AF6-Md).174, 58AF106-Md 75306, 58AF 106-Md).335. Pour évaluer la
spécificité de la séquence un groupe de furet a été infecté avec S8AF,gs-Md,.336GFP. Les
trois délétions de la portion M 3” ménent & une légére prolongation de la maladie. En
effet, un furet infecté par 58AF 9-Md;.174 est mort au jour 18 p.i. et un autre a survécu a
Iinfection (Fig. 24A, triangles rouges). Des rougeurs de peau sont apparues au jour 12
p.i. et une fiévre a débuté au jour neuf p.i. pour I’animal étant décédé au jour 18 p.i.
(données non montrées). Pour I’animal ayant survécu, de faibles rougeurs ont été
observées entre les jours 11 & 13 p.i. et une fiévre seulement au jour 23 p.i. (données non
montrées). Les deux autres furets du groupe sont décédés au jour 15 p.i.(Fig. 24A,
triangles rouges) et présentaient des signes cliniques similaires a ceux engendrés par
5804PeH. Parmi les furets infectés par S8AF0-Md,75.395 deux sont morts aux jours 16 et
18 p.i.,, respectivement (Fig. 24A, triangles bleus). Des rougeurs de peaux sont apparues
aux jours huit et neuf p.i. et une fiévre a débuté aux jours sept et huit p.i. pour ces derniers
ce qui est similaire chez les furets infectés par 5804PeH (données non montrées). Les
deux autres furets sont décédés aux jours 12 et 15 p.i., ce qui est similaire 4 ce qui est
observé avec 5804PeH (Fig. 24A, triangles bleus). Le furet mort au jour 15 p.i. débute
une fiévre au jour 11 p.i. avec I’apparition des rougeurs (données non montrées). Celui
décédé au jour 12 p.i. débute une fiévre au jour cing p.i. et des rougeurs apparaissent au
jour neuf p.i. (données non montrées). Chez les furets infectés par S8AF,0s-Md)_335, deux
sont mort au jour 16 p.i., un au jour 18 p.i. et le dernier au jour 24 p.i. Une fiévre apparait
aux jours 12-13 p.i. et des rougeurs de peau aux jours sept a huit p.i. pour ces furets.
Toutefois, les rougeurs du furet étant mort au jour 24 était faibles jusqu’au jour 21 p.i.
comparées a celles des autres animaux. Au jour 21 p.i., elles ont augmenté. Tous les
furets infectés par 58AF¢s-Md).336GFP ont survécu (Fig. 24A, losanges violets), sans
aucune fiévre et seulement de légéres rougeurs de peau transitoires ont été observées aux
jours neuf a dix p.i. Contrairement aux virus avec des délétions, la leucopénie entrainée

par le virus atténué n’est que transitoire (donnée non montrée).
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L’évaluation de la virémie dans les PBMC pour 58AF,0s-Md, .74, S8AF 106-Md 75396
» 38AF06-Md) 335 et 58AF06-Md,.33¢GFP démontre une cinétique similaire a celle de
58AF g6 avec un pic de réplication au jour sept p.i. Toutefois, les virus S8AF 0-Md, 335 et
58AF06-Md,.336GFP ne sont pas détectés au jour trois p.i., indiquant un délai dans
Iinfection des PBMC. L élimination de 58AF)05-Md).174 est observée a partir du jour 21
p.i. chez les furets ayant survécus a I’infection par 58AF)0s-Md,.174 €t S8AF,¢6-Md,.
336GFP (Fig. 24B, triangles rouges et losanges violets). De plus, chez le furet décédé au
jour 24 p.i. suite a I’infection par 58AF0-Md) 335 une augmentation de la virémie est
observée entre les jours 14 et 21 p.i. ce qui corréle avec I’aggravation de I’état clinique

observé au jour 21 p.i.

4.3.3 Evaluation de P’infection des PBMC par les différents virus

recombinants

Grice a la cytofluorométrie en flux nous avons comparé I’étendue de I’infection des
PBMC des différents virus recombinants avec celle du virus parental. Il a été observé que
pour tous les virus recombinants, excepté 58AF¢-Md)75.396, un moins grand nombre de
PBMC étaient infectés aux jours sept et 14 p.i.. Respectivement, 56 et 46 % moins de
PBMC sont infectés par 58AF)06-Md.174 et S58AF 106-Md,.335 comparé a la souche parentale
au jour sept p.i. ainsi que 95 et 93 % de moins au jour 14 p.i. (Fig. 25). Pour 58AF ¢6-
Md,.336GFP, 94% de moins de PBMC sont infectés au jour sept p.i. et 95% de moins au

jour 14 p.i comparé au virus parental (Fig. 25).
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Figure 24 : Survie des furets infectés et virémie. (A) Courbe de survie représentant le
pourcentage de furets survivants a I’infection par le virus parental 58AF g et les virus
recombinants 58AF06-3’Md).174, 58AF 06-3’Md)75.306, 58AF106-3’Mdj.335 et 58AF06-
3’Md,.336GFP. (B) Evaluation du titre viral dans les PBMC isolés du sang des furets
infectés. Le titrage est effectué sur des cellules VerodogSLAMtag.
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Figure 25 : Evaluation de P’infection de PBMC. Pourcentage de PBMC infectés par les
virus 58AF106, 58AF106-3’Md1-174, 58AF106-3’Md|75.396, 58AF106-3’Md|_335 et 58AF106-
3’Md,.336GFP déterminé a I’aide de la cytofluorométrie en flux. Les pourcentages dont la
valeur est significativement différente de celles de la souche parentale 58AF;¢ sont
annotés par des astérisques indiquant la valeur P calculée a I’aide d’un test ANOVA 4 un
facteur avec un post-test Tukey. * : P<0.05; ** : P<(0.01; *** : P<0.001.
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Chapitre 5 : Discussion

Le but de mon projet était I'identification des éléments de la région M-F
responsables pour le maintien de la virulence du CDV. L’UTR entre les génes M et F est
trois a cinq fois plus longue que les autres UTR du génome. De plus, la région M-F du
CDV est génétiquement deux a trois fois plus variable que d’autres régions du génome.
Pour déterminer la contribution de ces deux éléments au maintien de la virulence du CDV
nous avons effectués des échanges de la région M-F entre différentes souches du CDV et
du MeV ainsi que des délétions de cette région.

L’échange de la région M-F entre différentes souches de CDV ne modifie pas la
pathogenése, démontrant ainsi que I’hypervariabilité génétique n’a pas d’impact sur la
fonctionnalité. L’insertion de la région M-F du MeV méne a une légére prolongation de la
maladie ainsi qu’a la survie d’un tiers des furets, indiquant que les éléments essentiels au
maintien de la virulence sont en partie conservés chez MeV. L’insertion de la portion M
3’ de MeV nous a permis de localiser ces éléments dans cette derniére. Le remplacement
de M 3’ par une séquence aléatoire menant 4 une atténuation, a permis de confirmer la
présence de ces éléments dans cette portion de la région M-F. De plus, il a été démontré
que la longueur de la région M-F joue un réle dans le maintien de la virulence puisque

des délétions de la portion M 3’ ont entrainé une légére prolongation de la maladie.

5.1 Des éléments conservés dans PUTR M 3’ sont responsables
du contrdle de la virulence exercé par la région M-F chez

le CDV

La région M-F est essentielle au maintien de la virulence du CDV (Anderson et von
Messling, 2008). Alors que I’échange de cette région entre différentes souches du CDV
ne modifie pas la pathogenése, I’insertion de la région M-F du MeV provoque une légére
prolongation de la maladie et la survie d’un tiers des furets. Ces animaux étant hautement

susceptibles au virus (von Messling et al., 2003), la modification de la maladie, bien que
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légere, démontre que des éléments essentiels au maintien de la virulence du CDV sont
absents de la région M-F du MeV. Récemment, il a été démontré qu’une séquence d’une
centaine de nucléotides située dans la portion M 3’ est conservée entre différentes
souches virulentes du CDV mais est absente chez MeV (Wiener et al., 2010). L’infection
par le virus recombinant 58hv3’MeV ayant menée a une légére prolongation de la
maladie, cela démontre que des éléments contribuant a la virulence sont situés dans la
portion M 3°. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par Anderson et al. qui ont
démontré que la région M 3’ permet le maintien de la virulence en absence de la portion F
5’ (Fig. 21, 58AFq6). Lorsque les 336 premiers nucléotides de M 3’ sont remplacés par la
séquence partielle de la GFP qui n’est pas d’origine virale, le virus 58AF¢¢-3’Md;.336GFP
est atténué, ce qui confirme la présence d’éléments nécessaires au maintien de la
virulence dans cette région. De plus, le remplagement de la portion M 3’ avec celle de N
3’ avait aussi mené a un virus atténué (Fig. 21, 58utrMF-NPAF,¢s) (Anderson et von
Messling, 2008). Une comparaison entre la séquence de N 3’ avec les séquences de M 3’
de différentes souches du CDV démontre une variabilité de 37-42% (Fig. 26). Il est donc

probable que les éléments permettant le maintien de la virulence soient spécifiques a la

région M 3’ des morbillivirus.

N B = ~ . S Lo . - . - e
GTTTCACGXAAXTXTGACTGTCXATCTTTCTATXACCAATCGT TAATAATTAATCAAAA
10 20 30 40 50
os GTTTCACGGAACTATGACTATCCATCTTTCTATCACAGCTCATTAATAAT TAATCAAARA
M3  A75 GTTTCACGAAATTATGACTGTCTATCTTTCTATTACCAATCGTTGATAACTAATCAAAA

5804PeH GTTTCACGAAATTGTGACTGTCTATCTTTCTATCACCAATCGTTAATAATTAATCAAAA
N3 5804PeH ATATTCAAGACCAGTGTTACATCAGTCAACAATTATCCTTCTAAATTCATTATAAAAAA

OSM3 A75M 3 5804PeH M 3'

5804PeH N 3' 42 % 37% 41 %

Figure 26 : Variabilité entre M 3’ et N 3°. (A) Alignement des séquences M 3’ de Ia
région M-F des souches OS, A75 et 5804PeH du CDV avec la séquence N 3’ de la région
N-P de 5804PeH. Le rouge indique une conservation entre toutes les séquences. Le vert,
une conservation entre les séquences de M 3’ des trois souches de CDV. Le bleu, une
conservation entre les séquences de M 3’ de deux souches du CDV. (B) Pourcentage de
variabilité entre les différentes séquences.
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L’atténuation de 58utrMF-NPAF,¢ corréle avec la hausse du niveau d’expression
de ’ARNm de F (Anderson et von Messling, 2008), représentant le premier mécanisme
de régulation de la transcription connue chez les morbillivirus. Par contre, d’autres
mécanismes sont connus pour certains paramyxovirus. Par exemple, une terminaison
inefficace de la transcription de M au niveau de P'UTR M-F du virus parainfluenza
humain 1 entraine la transcription d’une grande quantité d’ARNm bicistronique M-F au
détriment de la transcription monocistronique de F ce qui diminue son expression (Bousse
et al., 2002). La terminaison inefficace de M est liée a la présence de certains nucléotides
dans le triplet intergénique et le site d’initiation de la transcription. Au contraire, la
grande quantité d’ARNm bicistronique M-F observée chez le virus simian 5 est associé a
une terminaison inefficace de la transcription de M due a la présence d’un nucléotide dans
le site de terminaison de la transcription qui affaiblit le signal de terminaison (Rassa et
Parks, 1998). Pour le virus sendai, ce sont plutot des variations au niveau de la séquence
du site d’initiation de la transcription du géne F qui diminuent la capacité a réinitier la
transcription comparé a la réinitiation associée aux sites correspondants des génes N, P et
L (Kato et al., 1999).

Lorsque la polymérase virale termine la transcription d’un géne au niveau d’une
région intergénique elle reste généralement attachée a la matrice pour réinitier la
transcription du géne en aval. Or, le gradient de transcription observé chez les
paramyxovirus refléte I’imperfection de cette réinitiation (Cattaneo et al., 1987; Lamb et
Parks, 2007). 1l est présumé que la polymérase puisse se détacher de la matrice. Ainsi,
elle ne peut réinitier la transcription au prochain géne puisqu’il est suggéré que la
transcription débute a I’extrémité 3’ du génome (Sedimeier et Neubert, 1998). Chez le
MeV, la région M-F est deuxiéme en importance aprés N-P quant a I’atténuation de la
transcription avec 69 % d’atténuation (Plumet, Duprex, et Gerlier, 2005). Toutefois, le
mécanisme de I’atténuation n’est pas connu. Des études effectuées chez le virus
respiratoire syncytial et le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) ont démontré que la
réinitiation de la transcription d’un géne est dépendante de la terminaison du géne en
amont (Harmon et Wertz, 2002; Hwang, Englund, et Pattnaik, 1998). De plus, il a été

démontré pour le VSV que la polymérase virale effectue des pauses au niveau des régions

70



intergéniques dont la durée augmente plus la polymérase s’éloigne de I’extrémité 3’ du
génome (Iverson et Rose, 1981). Iverson et al. suggére un lien entre 1’atténuation de la
transcription et les temps de pause puisque qu’elle augmente elle aussi en fonction de
Pextrémité 3°. De plus, il stipule que les pauses qu’effectue la polymérase la soumet a la
possibilité de se détacher de la matrice. Le mécanisme et la fonction de ces pauses sont
peu connus. Chez les Eukaryotes et les Prokaryotes, des pauses de la transcription
engendrées par les interactions entre les brins d’acides nucléiques et I’ARN polymeérase
surviennent, et sont prolongées la majorité du temps par un mouvement de recul de
I’enzyme sur la matrice (backtracking) (Landick, 2006). Ce mouvement de recul a été
proposé chez le RSV pour expliquer la transcription du géne L dont le site d’initiation de
la transcription chevauche celui de la terminaison du géne M2 (Fearns et Collins, 1999).
Ces pauses transcriptionnelles peuvent étre impliquées dans la régulation de I’expression
de certain génes comme il a été démontré chez Bacillus subtilis (Yakhnin, Yakhnin, et
Babitzke, 2006). Une pause de I’ARN polymérase au niveau de 1’opéron #rp, permet le
recrutement de TRAP qui inhibe la traduction de frpE. 11 est suggéré qu’une pause
effectuée par ’ARN polymérase Il agirait au niveau de la régulation de la transcription
médié par Tat chez le HIV-1 (Palangat et al., 1998). Ainsi, en supposant que ces
événements de pauses surviennent lors de la transcription chez le CDV, comme la
réinitiation dépend de la terminaison, le détachement de la polymérase au niveau de la
portion M 3’ de la région M-F procurerait un mécanisme de régulation de la transcription
du géne F.

La glycoprotéine F est essentielle a la propagation du virus car elle médie la fusion
de I’enveloppe virale avec les membranes cellulaires lors de I’entrée ainsi que la fusion
des cellules infectées et avoisinantes (Lamb et Parks, 2007). Le remplacement de la
portion M 3’ de la région M-F du CDV par la portion N 3’ augmente I’efficacité de
réplication qui se traduit in vitro par des titres 10 a 100 fois plus élevés dans les cellules et
le surnageant, respectivement, en comparaison avec le virus sauvage. De plus, des
syncytium plus larges sont formés (Anderson et von Messling, 2008). Nous avons
observé des résultats similaires avec le virus 58AF 9s-Md;.336GFP dont les titres sont plus
¢levés dans les cellules et le surnageant et les syncitium sont plus large en comparaison

au virus parental (Fig. 23A et B).
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3.2 Importance de la longueur de la région M-F dans le

maintien de la virulence

I a ét¢ démontré précédemment que la diminution de longueur de la région M-F par
I’échange de cette derniére avec 'UTR N-P méne a une atténuation de la souche
5804PeH du CDV soulignant ainsi I’importance de cette région dans le maintien de la
virulence (Anderson et von Messling, 2008). Le rdle de la longueur dans la virulence est
confirmé par la prolongation de la maladie que nous avons observé lors de I’infection de
furets avec les virus recombinants 58AF,s-Md;.174, 5S8AF 106-Md75.396 €t 58AF06-Md)_335
(Fig. 24A) dont la premiére, et deuxiéme moitié ainsi que de la portion M 3’ entiére de la
région M-F ont été supprimées, respectivement. Une corrélation entre I’atténuation du
CDV par la diminution de la longueur de M-F et I’augmentation de la transcription et la
traduction de la protéine F, a été démontré par Anderson et al. La région M-F agit donc en
tant que régulateur négatif de la transcription de F. Cette régulation a la baisse de la
transcription de F associée a la région M-F avait déja été démontrée chez MeV puisque
des délétions effectuées dans cette derniére avaient mené a I’augmentation de
I’expression de F (Takeda et al., 2005). Chez le virus de la maladie de Newecastle, un
autre paramyxovirus, I’augmentation de la longueur des régions intergéniques F-HN ou
HN-L entraine une diminution de la transcription du géne en aval (Yan et Samal, 2008).
Aucun mécanisme permettant d’expliquer la modulation de la transcription de F n’a
encore ét¢ découvert pour ces virus. Toutefois, chez le virus parainfluenza humain 1, un
paramyxovirus, la délétion de 264 nucléotides de I’'UTR F 5’ entraine une diminution de
la quantit¢ d’ARNm bicistronique M-F ce qui suggére un réle de la longueur dans la
terminaison de la transcription de M (Bousse et al., 2002). Lorsque la polymérase arrive
au niveau d’un site de terminaison de la transcription il arrive qu’elle ignore ce signal ce
qui engendre la production d’ARNm bicistronique dont uniquement le géne a I’extrémité
3" est traduit par la suite (Lamb et Parks, 2007). Chez le MeV, une grande quantité
d’ARNm bicistronique M-F est observée (Cattaneo et al., 1987). Ainsi, la formation
d’ARNm bicistronique pourrait constituer un mécanisme par lequel le CDV régule

I’expression de F.
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Le controle de la transcription du géne F méne & des modifications de la
réplication et du phénotype syncytial chez le CDV (Anderson et von Messling, 2008).
Cette modulation de I’efficacité de réplication et du phénotype syncytial par la région M-
F a aussi été observée chez MeV (Takeda et al., 2005). Nous avons observé des résultats
similaires avec les virus 58AF)o6-Md).174 et 58AF)0s-Md).335 dont les titres sont plus
élevés dans les cellules et le surnageant et les syncitium sont plus larges en comparaison
au virus parental (Fig. 23A et B).

Comme il a été déja suggéré, le contréle de la transcription de F pourrait servir de
mécanisme au CDV dans I’évasion de ce dernier face a la réponse immunitaire (Anderson
et von Messling, 2008). Ainsi, la prolongation de la maladie observée chez les furets
infectés par les virus recombinants possédant des délétions de la portion M 3’ pourrait
étre due a une meilleure élimination de ces derniers par le systtme immunitaire, causée
par une plus forte expression de F comparée au virus parental. Bien que la longueur
participe au maintien de la virulence, son impact est moins important que celui de la

séquence puisque les délétions n’engendrent qu’une légére prolongation de la maladie.

5.3 Approche rationnelle pour le développement de nouveaux

vaccins morbillivirals

Parmi les vaccins disponibles contre le CDV, les vaccins vivants atténués (modified
live virus, MLV) fabriqués a partir des souches atténuées par de multiples passages
cellulaires sont les plus utilisés et procurent une protection a long terme aux chiens en
plus d’étre sécuritaires (Schultz et al., 2010). Toutefois, ces vaccins restent virulents pour
certaines especes sauvages hautement susceptibles telles que les furets a pattes noires, les
pandas roux et les kinkajous (Bush et al., 1976; Carpenter et al., 1976; Kazacos et al.,
1981). Lcutilisation de vaccins inactivés est inefficace (Appel et al., 1984). Les
mécanismes d’atténuation des MLV sont peu connus. Des comparaisons de séquences
codantes et non codantes entre des souches sauvages et vaccinales du CDV n’ont pas
permis d’associer les mutations observées avec le phénotype d’atténuation (Haas et al.,
1997; Liermann et al., 1998). L’accumulation des mutations lors des passages cellulaires

se faisant de maniére naturelle, cela pourrait étre désavantageux si elles s’accumulaient au

73



niveau d’épitopes des glycoprotéines F et H qui sont ciblées par les anticorps
neutralisants (Merz, Scheid, et Choppin, 1980; Miele et Krakowka, 1983). Un virus
recombinant canarypox exprimant les protéines F et H du CDV a été développé et protege
les furets (Stephensen et al., 1997). Toutefois, ce vaccin nécessite des rappels afin de
conférer une bonne protection (Larson et Schultz, 2007). De plus, comme seulement les
protéines F et H sont exprimées, les autres épitopes sont manquants. Or, les protéines N et
P élicitent aussi la production d’anticorps (Rima et al., 1991). Une approche utilisant un
virus recombinant MeV exprimant les protéines M, F et H du CDV a été testé avec succes
chez le furet (Rouxel, Svitek, et von Messling, 2009). Par contre, il manque encore
certains épitopes. Le virus atténué 58AF;o6-Md;.33¢GFP que nous avons produit,
constituerait un vaccin efficace dans la mesure ou la majorité des épitopes de la souche
sauvage du CDV sont conservés. De plus, le remplacement de 336 nucléotides par une
séquence aléatoire diminue les chances de réversion au phénotype sauvage qui représente
un probléme avec les MLV (Appel, 1978). Ainsi, grice a la génétique inverse il serait
possible de produire des vaccins dont I’atténuation serait controlée (Silin et al., 2007).
Bien que le mécanisme précis d’atténuation du virus 58AF;o6-Md;.33sGFP reste
encore a déterminer, Anderson et al. suggére que I’augmentation de ’expression de F
causée par I’échange de la région intergénique M-F avec N-P, est responsable de
I’atténuation (Anderson et von Messling, 2008). L’immunisation de chiens avec la
glycoprotéine F du CDV purifiée élicite de forts titres d’anticorps dirigés contre F qui
augmentent suite a une infection suggérant ainsi un réle important de ces derniers dans la
réponse immunitaire contre le CDV (Norrby et al., 1986). De plus, une étude chez la
souris suggére que la protection conférée par les anticorps monoclonaux anti-F serait liée
a I’inhibition de la propagation du virus de cellule en cellule (Hirayama et al., 1991). Les
anticorps dirigés contre la glycoprotéine F du virus simian 5 empéchent la formation des
syncytium limitant ainsi la propagation du virus (Merz, Scheid, et Choppin, 1980). Dans
I’ensemble, ces études indiquent que la production d’anticorps contre F contribue de
fagon importante au contrdle de la propagation du virus. Ainsi, il se pourrait que le
contrle de I’expression de F par ’'UTR M-F du CDV contribue a 1’évasion virale de la
réponse immunitaire. Chez les furets infectés par le virus recombinant CDV dont la

portion M 3’ de la région M-F a été remplacée par N 3’, le pic de réplication virale dans
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les PBMC au jour sept p.i. se différencie par un titre moins élevé comparé au virus
sauvage. De plus, le titre en anticorps IgG anti-CDV est plus élevé que chez les furets
infectés par 5804PeH ce qui pourrait étre expliqué par la plus grande quantité de F
présente a la surface du virus recombinant (Anderson et von Messling, 2008). Des
modifications de la région M 3’ tels que des délétions ou insertions, permettraient donc la
production des vaccins atténués sans changement de la séquence protéique et le potentiel
de destruction des épitopes antigéniques. Le faible pourcentage de PBMC infectés par
58AF 96-Md.336GFP aux jours sept et 14 p.i. comparé a ceux infectés par le virus parental

(Fig. 25) suggére qu’il y a un bon contrdle de la propagation du virus recombinant.

5.4 Perspectives

Nos travaux, qui feront prochainement 1’objet d’une publication, ont permis de
démontré que I’hypervariabilit¢ de la région M-F du CDV n’a pas d’impact sur la
fonctionnalité de cette derniére. En outre, les éléments importants dans le maintien de la
virulence ont été localisés dans la portion M 3’ de cette région. Finalement, bien que la
longueur joue un rdle dans le maintien de la virulence, ce sont des éléments conservés
dans la région M-F qui sont responsables du contrdle de la virulence.

Des essais de minigénomes ainsi qu’une comparaison de la quantité d’ARNm et
de la protéine F produite par les différents virus permettront prochainement de vérifier
que les prolongations de la maladie et I’atténuation observées, sont dus a une
augmentation de I’expression de la protéine F comme il a déja été démontré auparavant
(Anderson et von Messling, 2008). De plus, des techniques d’hybridation ADN-ARN
utilisées dans 1’évaluation de cinétique transcriptionnelle (Iverson et Rose, 1981),
permettraient de déterminer si des pauses de la polymérase virale surviennent au niveau
de la région M-F. Cela constituerait un premier pas vers la détermination du mécanisme
précis d’atténuation de la transcription du géne F.

L’insertion de la région M-F du MeV n’ayant mené qu’a une légére prolongation
de la maladie suggére que certains éléments du maintien de la virulence sont conservés au

sein des morbillivirus. Ainsi, il est probable que le mécanisme de régulation de la
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transcription de la région M-F soit conservé parmi les virus de ce genre, ce qui permettrait

de développer une stratégie d’atténuation commune pour ces derniers.
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