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Sommaire

Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP) est une maladie qui est
_apparue a la fin des années 80 en Europe et en Amérique du Nord dans plusieurs
élevages. L’agent causal fut isolé pour la premiére fois dans le continent européen, a
Lelystad au Pays-Bas, au début des années 90.

L’agent causal est un virus 8 ARN simple brin de polarité positive de 15 kb. Le
génome viral contient 9 cadres de lecture ouvert (ORF) dont ’ORFla et PORF1b
représentent plus de 75% du génome entier et codent pour une polyprotéine ayant une
activité réplicase et polymérase. Les ORF 2 et 4-7 codent pour les protéines structurales
majeures (M, N, GPs) et mineures (GP2,, P21, GP4) & ’exception de ’ORF3 qui code pour
une protéine non-structurale (GP3) et sécrétée sous forme soluble dans le cas de la souche
nord-américaine de référence (IAF-Klop). Plusieurs protéines dont la GPs, N, GP4, GP; et
M sont caractérisées et quelques-unes de leurs propriétés ont été déterminées. La GPs et
la M tout comme la GP; et GP,4 ainsi que les molécules de la protéine N interagissent
entre elles (formation d’homodimeéres, d’hétérodimeéres, de triméres etc...). La protéine
GPs est I’antigéne viral qui est en grande partie reconnu par les anticorps neutralisants. La
protéine GP, est également capable d’induire la synthése d’anticorps neutralisants chez la
souris mais a de trés faibles titres et aucun anticorps neutralisant spécifique & celle-ci n’a
pu étre démontré dans les sérums de porcs hyperimmuns. Les protéines structurales
mineures GP», et P,, sont peu caractérisées.

Le présent travail consistait & développer des outils qui permettraient la
caractérisation des protéines structurales mineures GP», et Py, codées par ’ORF2 (a et b)
du virus SRRP (VSRRP). Les étapes cruciales du projet visaient 1) la production des
protéines recombinantes procaryotiques de fusion, 2) la production de sérums
monospécifiques de lapins et de souris ainsi que 3) la synthése d’anticorps monoclonaux
(AcMo) spécifiques.

Les protéines recombinantes de fusion obtenues ont permis I’évaluation de la
cinétique d’apparition des anticorps chez les porcs expérimentalement infectés par le

VSRRP. Ces derniers travaux ont établi que les anticorps dirigés contre la GP,, et Py



Xii

apparaissent dés la premiére semaine de I’infection expérimentale, soit a4 6 jours post-
infection (p.i), tout comme ceux dirigés contre les protéines structurales majeures (M, N,
GPs).

Les sérums monospécifiques anti-GST-ORF2a et GST-ORF2b de lapin ainsi que
les AcMo obtenus par immunisation génétique de souris ont permis de révéler la présence
des deux protéines dans les cellules infectées par le VSRRP et dans les virions sémi-
purifiés. L’expression des protéines de ’ORF2 (a et b) dans les cellules infectées et dans
les virions sémi-purifiés ne pouvait étre mise en évidence que par le test de
radioimmunoprécipitation (RIPA), confirmant leur statut mineur.

Finalement, les résultats préliminaires obtenus avec des sérums monospécifiques
et les AcMo semblent détecter des interactions non-covalentes entre les protéines GP»,,
Py, et N aussi bien dans les cellules infectées que dans les virions semi-purifiés. La

confirmation de la présence de ces interactions nécessite des études supplémenaires.

= :Fwac\ (N

Ve
Barthélémy Ontsouka Francois Shareck

Carl A.



Introduction générale



2

Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP) est une maladie qui se
manifeste dans sa forme aigué par des perturbations de la reproduction chez les truies
(avortements, mises bas prématurées et naissances des porcelets mort-nés ou faibles et
momification feetale) ainsi que par des problémes respiratoires (toux, respiration rapide
abdominale, écoulement nasal) d’ou son appellation (Benfield et al., 1992a).

C’est une maladie relativement récente qui fut signalée a la fin des années 80
simultanément en Amérique du Nord et en Europe (Keffaber, 1989; Bilodeau et al,
1991b; Cromwijk, 1991; Baron et al., 1992; Paton et al., 1992; Plana et al., 1992; Botner
et al., 1994) créant ainsi une panique chez les éleveurs. La mortalité peut atteindre 100%
chez les nouveau-nés et la phase initiale de la maladie est souvent suivie d’infections
secondaires d’origine bactériennes et virales (Benfield et al, 1992a). Les efiets
dévastateurs de la maladie sont les plus importants lors de la forme aigug et ils sont liés &
la baisse de la reproduction associée & une diminution drastique du nombre de porcelets
nés par portée (Bilodeau et al., 1991a). Les cas de mort-nés peuvent atteindre 80-100% et
ils commencent habituellement aprés une période de baisse du taux d’avortements
(Keffaber, 1989).

Actuellement, ce syndrome se retrouve de plus en plus diagnostiqué sous sa
forme inapparente (subclinique) dans plusieurs pays ou I’élevage porcin est intensif
(Larochelle et al., 2003).

Cette maladie occasionne d’importantes pertes économiques & I’industrie porcine
et peut compromettre son avenir ainsi que son développement (Bilodeau ef al., 1991a).
Quelle que soit sa forme, la maladie porte un préjudice énorme & I’industrie porcine et
demande de mettre au point, de maniére urgente, des moyens de lutte ou de prophylaxie.

L’agent causal du SRRP a été isolé pour la premiére fois en Hollande en 1991
(Wensvoort et al., 1991) dans la ville de Lelystad d’oti son nom de “Lelystad virus”(LV).
Par la suite, d’autres équipes de chercheurs en Europe et en Amérique du Nord ont isolé
un agent viral (virus du SRRP) partageant les mémes propriétés biologiques (Benfield et
al., 1992b; Collins et al., 1992; Dea et al., 1992).

Le VSRRP fait partic de la famille Arteriviridae (Cavanagh, 1997) de I’ordre
Nidovirales avec le virus de Iartérite virale équine (equine arteritis virus - EAV), le virus
de I’élévation de la déshydrogénase lactique (lactate dehydrogenase-elevating virus -

LDV) et le virus de la fiévre hémorragique simienne (simian haemorrhagic fever virus -
SHFV).
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Cette classification est basée sur la ressemblance de I’organisation génomique, la
stratégie de transcription et de réplication, la structure et la biologie de ces virus
(Meulenberg et al., 1997). Cependant, ’homologie des séquences est plus prononcée
entre le virus du SRRP et celui du virus LDV des souris (24-53%) (Albina, 1997; Dea et
al., 2000a) comparativement aux autres virus de la méme famille (11 a 28%). Ceci
expliquerait I’existence des réactions sérologiques croisées entre ces deux Artérivirus
(Plagemann et al., 2002).

Au Canada, une enquéte sérologique rétrospective a démontré que ce virus circule
dans les élevages depuis 1979 (Carman ef al., 1995). L’apparition d’une nouvelle entité
nosologique laisse toujours place & plusieurs hypothéses quant a son apparition. Cette
enquéte sérologique peut laisser supposer que I’agent causal pourrait étre en évolution
lente jusqu’a la sélection d’un mutant susceptible de se répliquer dans I’organisme de
I’animal et & la suite d’un déséquilibre des interactions hdte-virus s’est avéré pathogeéne
(Plagemann, 2003), mais causant une forme inapparente de la maladie.

L’hypothése émise par Plagemann (2003) indique qu’en Europe (en Lithuanie) au
19° siécle, le virus du LDV aurait pu étre transmis aux sangliers sauvages & partir des
souris infectées. Ce virus a subit une lente évolution jusqu’a la sélection d’un mutant
capable de se répliquer dans I’'organisme des sangliers sauvages. La premiére infection
des sangliers se serait produite dans I’Est de I’ Allemagne (Sachen-Anhalt) ot les premiers
porcs séropositifs 4 I’infection par le VSRRP ainsi que les sangliers infectés furent
détectés (Ohlinger, 1992). C’est probablement de cette région que le virus précurseur du
VSRRP fut introduit aux Etats-Unis avec des sangliers sauvages Eurasiatiques en 1912. A
partir de ce moment le virus a évolué de maniére indépendante en Europe et en Amerique.
Cette évolution indépendante serait a I’origine de deux génotypes distincts. L’ importance
des échanges économiques entre les deux continents peut faire valoir cette hypothése. En
effet, ’analyse des séquences révéle 88-99% d’homologie en acides aminés (aa) parmi les
souches d’un méme continent, tandis que celle-ci n’est que de 52-63% entre les souches
européennes et nord-américaines (Allende et al., 1999; Shen et al., 2000; Dea et al.,
2000a).

Une approche plus génétique semble appuyer cette hypothése d’autant plus que
I’agent causal, comme confirmé par la suite, est un virus & ARN susceptible de subir des

mutations (Drake et Holland, 1999) au cours de son évolution (Larochelle et al., 2003).
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L’idée de I’émergence du virus SRRP 2 partir d’un méme ancétre comme celui du
virus de I’élévation de la déshydrogénase lactique (LDV) avec lequel il partage 53%
d’homologie en acides aminés (aa) peut étre plausible (Plagemann, 2003) méme si
I’identité nucléotidique entre les deux génogroupes (nord-américain versus européen)
n’est que de 63% (Allende ef al., 1999; Shen et al., 2000). Cependant ’appariton
simultanée de la maladie en Amérique du Nord et en Europe reste sans explication.

L’agent causal du SRRP est un virus enveloppé & ARN simple brin d’ur;e
longueur de 15 kb, de polarité positive, non segmenté et polyadénylé (Conzelmann et al.,
1993). Le génome contient neuf cadres de lecture ouverts (open reading frames, ORFs)
dont presque 75% du génome sont composés par 'ORFla et 1b qui codent pour des
protéines non structurales (pns) ou non-structural proteins (nsp) possédant, entre autre,
une activité hélicase et réplicase. Les ORFs 2 et 4 & 7 codent pour des protéines
structurales qui, selon leur quantité dans le virion, sont considérées comme des protéines
structurales majeures ou mineures. La protéine de la nucléocapside N (produit de
I’ORF?7), la glycoprotéine majeure de I’enveloppe GPs (produit de ’ORFS) et la protéine
de la matrice non-glycosylée M (produit de 'ORF6) sont considérées comme des
protéines structurales majeures (Benfield et al., 1992b; Meulenberg ef al., 1993; Mardassi
et al., 1995; Dea et al., 2000a). La glycoprotéine GP2, (produit de ’ORF2a), la protéine
non-glycogylée Py, (produit de ’ORF2b) et la glycoprotéine GP4 (produit de I"ORF4)
sont désignées comme des protéines structurales mineures (Meulenberg et al., 1995;
Meulenberg et Petersen-den Besten, 1996; van Nieuwstadt et al., 1996; Snijder et al.,
1999; Wu et al., 2001). La glycoprotéine GP;3 (produit de ’ORF3) est considérée comme
étant une protéine non-structurale suite aux résultats obtenus & partir de la souche de
référence nord-américaine IAF-Klop (Gonin ef al., 1998; Mardassi et al., 1998)
contrairement a la GP; de la souche de référence européenne LV qui est considérée
comme étant une protéine structurale mineure (Meulenberg et al., 1995; van Nieuwstadt
et al., 1996).

La caractérisation de la réponse immunitaire & I’infection contre le VSRRP révéle
I’activation du systéme immunitaire tant humoral que cellulaire. Les anticorps dirigés
contre les protéines structurales majeures (N, M et GPs) du VSRRP chez les porcs
expérimentalement infectés apparaissent a partir du 6° jour post-infection (p.i) et
perdurent jusqu'a 6-9 semaines p.i (délai d’observation) (Loemba et al., 1996). Par

ailleurs, la cinétique de I’apparition des anticorps est plus distincte en fonction des
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différents isotypes. Les IgM sont mises en évidence a partir de la premiére semaine de
I’infection et culminent au 14-21%™ jour, tandis que les IgG atteignent un niveau élevé
entre le 21°™ et le 28“™ jour et leurs titres restent inchangés jusqu'a la neuviéme
semaine d’observation (Yoon et al., 1995; Loemba ef al., 1996; Murtaugh et al., 2002).
Parmi les protéines structurales majeures, la protéine N est la plus immunogéne et les
anticorps dirigés contre cette protéine sont les plus abondants bien que ne possédant
aucune activité neutralisante (Dea et al., 2000a). Les anticorps neutralisants sont plutot
dirigés en majeure partie contre la protéine GPs (Pirzadeh et Dea, 1997; Gonin ef al.,
1999; Weiland et al., 1999) et en faible quantité contre la GP4 et la protéine M (van
Nieuwstadt et al., 1996; Meulenberg et al., 1997; Yang et al., 2000).

Les anticorps dirigés contre les protéines structurales mineures sont détectés en
trés faible quantité dans les sérums des porcs infectés. De résultats récents (Wu et al,
2001) montrent que les anticorps anti-P», apparaissent a partir du 18-21 ieme sour p.i.. Cette
détection tardive des anticorps dirigés contre la Py, peut étre liée a la faible
immunogénicité ou au faible taux d’expression de ces protéines lors du cycle de
réplication virale. Les résultats obtenus par certains chercheurs (Bautista et al., 1999)
indiquent les produits de 'ORF2 (a et b) semblent étre impliqués dans la réponse
immunitaire & médiation cellulaire.

Absents dans la premiére semaine de ’infection, les anticorps neutralisants sont
détectés dans le sang des animaux virémiques soit a partir de la 4*™ semaine. Mais leur
présence ne semble pas éliminer complétement le virus dans P’organisme de I’animal
(Loemba et al., 1996; Wills et al., 1997; Dee et al., 1998). Cependant les résultats récents
montrent que le transfert passif par instillation intrapéritonéale de fortes doses d’
immunoglobulines (Ig) anti-VSRRP obtenus des porcs convalescents peut conférer une
immunité protectrice et stérilisante contre le VSRRP in vivo (Osorio ef al., 2002). Par
ailleurs, la présence des anticorps neutralisants semble stimuler la réplication du VSRRP
dans les macrophages (Yoon et al., 1996; Yoon et al., 1997; Shibata et al., 1998) via le
phénomeéne ADE (antibody dependent enhancement).

L’infection par le VSRRP s’accompagne du déclenchement de certains
mécanismes et réactions immunopathologiques tels que le mimétisme moléculaire des
antigénes viraux et cellulaires, la synthése des autoanticorps anti-idiotypiques dirigés
contre les anticorps anti-GPs, ’apoptose et la réponse d’hypersensibilité retardée
(Bautista et Molitor, 1997; Gagnon, 2001; Weiland et Weiland, 2002; J iang et al., 2003).
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Tous ces facteurs indiquent que la réponse immunitaire dirigée contre le VSRRP
doit étre examinée sous plusieurs aspects (Murtaugh ef al., 2002) bien que le transfert
passif des immunoglobulines peut conferer une protection (Osorio ef al., 2002).

Les protéines GP», et P2, du VSRRP présentent un faible taux d’expression dans
les cellules infectées ainsi qu’un faible taux d’incorporation dans le virion (Wu et al.,
2001). En effet, les produits de 'ORF2 (a et b) des 4rtérivirus exprimés a partir de
I’ARNm subgénomique bicistronique (mRNA2) (Snijder et al., 1999) sont exprimes et
incorporés dans le virion en quantité difficilement détectable (Plagemann, 2001; Wu ef
al., 2001), ce qui complique leur caractérisation.

Par conséquent, notre premiére hypothese est qu’une amélioration quantitative de
I’expression procaryotique et/ou eucaryotique permettrait I'obtention d’une quantité de
GP,, et P, suffisante pour permettre le développement des outils efficaces pour étudier
leur immunobiologie et trouver des nouveaux antigénes viraux immunologiquement
intéressants pour le développement de nouveaux vaccins.

Malgré les différences évidentes entre les virus du EAV, LDV, VSRRP et SHFV
(Meulenberg et al., 1997; Snijder et al., 1999), les connaissances de réferences associées
aux Artérivirus sont souvent basées sur les résultats des recherches effectuées chez
I’EAV. L’identification des produits de ’ORF2 (a et b) chez les Artérivirus indique que
ces deux produits, par exemple chez PEAV, sont essentiels dans la réplication et la
formation des particules virales infectieuses (van Dinten et al., 1997; Snijder et al., 1999).
L’assemblage des particules virales est une étape cruciale dans la réplication virale et
exige une intéraction complexe entre les différents composants du virus. L’intéraction de
la nucléocapside virale avec les protéines de I’enveloppe favorise I’incorporation de celle-
ci chez les virus enveloppés (Simons et Garoff, 1980). Des intéractions entre les
différentes protéines structurales des Artérivirus ont ¢été mises en évidence par exemple
entre les molécules de la protéine de la nucléocapside N (formation d’homodimére)
(Wootton et Yoo, 2003); la protéine M et la GPs (formation d’hétérodimére), la GP; et la
GP, (formation de di- et trimére) et que ces interactions permettent aux protéines
d’acquérir toutes leurs fonctions (Faaberg et al., 1995; Mardassi et al., 1996, Mardassi et
al., 1998; Balasuriya ef al., 2000; Balasuriya et al., 2002; Snijder et al., 2003).

Récemment chez ’EAV, il a été rapporté que trois protéines structurales mineures
(GPa, GP;3 et GP4) forment un trimére dans le virion auquel pourrait interagir de fagon
non-covalente la protéine E (homologue de la protéine P, dans le cas du VSRRP)
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(Wieringa et al., 2003a; Wieringa et al., 2003b). Le role de ces interactions reste a étre
spécifié.

D’autre part I’abolition du codon d’initiation du géne de ’ORF2b et ORF2a chez
’EAV entraine la perte de I'infectivité du virus (Snijder ef al., 1999; Wieringa ef al.,
2003b). Chez le VSRRP du génogroupe nord-américain, ces deux produits ne sont pas
aussi bien caractérisés.

Notre deuxiéme hypothése est que les deux protéines de 'ORF2 (a et b) du
VSRRP, par analogie 4 I’'EAV, pourraient interagir avec d’autres protéines virales et ainsi
influencer I’infectivité et la réplication du VSRRP (Verheije et al., 2003).

Avant ce travail, la caractérisation des produits de I’ORF2 (a et b) VSRRP
s’inspirait de celle des produits de 'ORF2 (a et b) du EAV, compte tenu de la
ressemblance entre ces deux virus de la méme famille. Mais les résultats obtenus
montrent une différence évidente entre les produits des deux génes chez I'EAV et le
VSRRP entre autres la taille, I’emplacement inversé, le taux d’expression et
d’incorporation dans le virion, la présence d’un signal potentiel d’endocytose - YRPV a
base de tyrosine dans la séquence de la protéine E du EAV mais absente dans la protéine
P,y chez le VSRRP) (Snijder et al., 1999).

11 existe deux publications concernant I’ORF2a du virus VSRRP du génogroupe
européen (Meulenberg et al., 1995; Meulenberg et Petersen-den Besten, 1996) et
quelques données fragmentaires sur ’ORF2a du VSRRP nord-américain sont également
disponibles. Récemment, un article scientifique fut publié sur I’'ORF2b du VSRRP du
génogroupe nord-américain (Wu et al., 2001) et aucune étude n’est disponible sur
’ORF2b du génogroupe européen.

Le premier volet de mon projet de maitrise examine les modalités de clonage et
d’expression procaryotique et eucaryotique des produits de ’ORF2 (a et b) du VSRRP et
étudie les propriétés biologiques (I’antigénicité, I’immunogénicité) de ces produits
d’expression. Dans le but de répondre aux questionnements du premier volet, les sérums
des porcs expérimentalement infectés (Loemba et al., 1996) ont été utilisés pour tester la
capacité des protéines recombinantes de fusion obtenues a révéler la présence et la
cinétique d’apparition des anticorps chez les porcs expérimentalement infectés. Les
protéines obtenues ainsi que I’ADN plasmidique codant pour les deux génes de ’ORF2 (a

et b) ont servi aussi pour ’immunisation des lapins et souris afin d’évaluer la réponse
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immunitaire chez des animaux immunisés et de produire et caractériser des anticorps
monospécifiques et monoclonaux (AcMo).

Le deuxi®me volet analyse I’expression des protéines virales dans les cellules
infectées par le VSRRP et les possibles interactions entre les protéines GP2, Pop et les

autres protéines structurales du VSRRP.



Revue de bibliographie
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1.1  Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin.

Le SRRP fit son apparition a la fin des années 80 en Amérique du Nord et en
Europe dans plusieurs élevages porcins. Cliniquement, la maladie se manifeste par des
troubles d’ordre reproducteur et respiratoire chez les truies ainsi que chez les jeunes
p‘orcelets en période post-sevrage et en engraissement (Martineau e al., 1991). Les
troubles reproducteurs se caractérisent par des avortements tardifs, de la momification
feetale, des mises bas prématurées et de mort-nés (Goyal, 1993). Au niveau du systeme
respiratoire, on observe une pneumonie interstitielle ou nécrotique accompagnée souvent
d’une dyspnée avec une respiration abdominale. La maladie peut se manifester sous
forme chronique ou subclinique (Larochelle et al., 2003). Le développement de la
maladie pourrait étre associé 4 une immunodéficience (Li et Yang, 2003).

Avant I’isolement de ’agent viral causal plusieurs pathogénes furent suspectés en
’occurrence le virus de I’encéphalomyocardite et un variant du virus de Pinfluenza
porcin de type A (Keffaber, 1989; Martineau et al., 1992), mais leur responsabilité¢ dans la
maladie fut écartée car ces agents ne reproduisaient pas tous les signes cliniques du SRRP
et les séroconversions envers ces agents n’étaient pas réguliérement observées (Dea et al.,
1991; Goyal, 1993).

La maladie fut différemment appelée dans plusieurs pays selon la prédominance
des signes cliniques observés. La maladie était appelée entre autres la maladie
mystérieuse (mystery swine disease) (Hill, 1990) et I'infertilité¢ porcine et syndrome
respiratoire (swine infertility and respiratory syndrome-SIRS) (Collins et al., 1992) aux
Etats-Unis.

Au Canada, le terme du syndrome HAAT-pneumonie interstitielle ou le syndrome
d’hyperthermie, anorexie et avortement de la truie (Martineau e al.,1991) fut plut6t
utilisé.

En Europe, la maladie fut aussi appelée I’avortement épidémique de la truie et
syndrome respiratoire (porcine epidemic abortion and respiratory syndrome : PEARS)
(Meulenberg et al., 1993), la maladie des oreilles bleues (Blue ear disease of pigs) (Paton

et al., 1991) le syndrome dysgénésique et respiratoire du porc (SDRP) (Albina et al.,
1992).
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Devant cette multitude d’appellations, la confusion semblait évidente avant
I’adoption lors du premier symposium international sur la maladie tenu en 1992 a St-Paul
au Minnesota (Collins J., First international symposium on SIRS-PRRS, 1992) de
Iutilisation du terme “Syndrome reproducteur et respiratoire porcin” (porcine
reproductive and respiratory syndrome PRRS) qui est reconnu internationalement pour

désigner ce syndrome.

1.2 Taxonomie
1.2.1 Ordre Nidovirales

Le VSRRP est un membre de I’ordre Nidovirales depuis 1996 lors de la création
de cet ordre a Jérusalem par le comité international de la taxonomie des virus (ICTV).
L’ordre des Nidovirales est constitué de trois familles dont les Coronaviridae, les
Arteriviridae et les Roniviridae (figure 1) (Cavanagh, 1997; Cowley et al., 2000). La
famille des Coronaviridae comprend deux genres : les Coronavirus et les Torovirus.

Les deux autres familles ne sont constituées que d’un seul genre soit les
Artérivirus et les Okavirus respectivement. Le genre Okavirus est constitué d’un nouveau
virus découvert chez une espéce de crevette nommée Penaeus monodon (Gill-associated
virus ou GAV) et ce virus, premier de la catégorie des invertébrés a étre répertorié dans
Pordre des Nidovirales, est génomiquement plus prés des Coronaviridae que des
Arteriviridae (Cowley et al., 2000).

Le VSRRP fait partic des Artérivirus auquel appartiennent PEAV (le virus de
Partérite virale équine (virus de référence), le LDV (le virus de I’élévation de la
déshydrogénase lactique ) et le SHFV (le virus de la fi¢vre hémorragique simienne).

1.2.2 Genre Artérivirus : Biologie, caractéristiques et propriétés

Les trois premiers représentants de ce genre (EAV, LDV et SHFV) furent isolés
dans les années 50 et 60 (Bryans et al., 1957; Riley et al., 1960; Palmer et al., 1968). La
maladie causée par ces Artérivirus apparait sous les formes aigu€, chronique et
asymptomatique. Les troubles reproducteurs et respiratoires, la fiévre transitoire ou

hémorragique létale et la nécrose des artérioles musculaires sont souvent les signes
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manifestes de la maladie (Snijder et Meulenberg, 2001). L’animal infecté peut rester
porteur de ces virus pendant une longue période (Snijder et Meulenberg, 1998).

L’animal héte varie selon le virus et est spécifique aux équidés (pour PEAV); aux
souris (pour le LDV); aux singes africains et asiatiques (pour le SHFV) et aux porcs (pour
le VSRRP) (Snijder et Meulenberg, 1998). Cependant certains résultats montrent que les
poulets et les canards pourraient étre susceptibles a I'infection par le virus SRRP
(Zimmerman et al., 1997) car celui-ci peut étre isolé des feces des oiseaux exposés au
virus dans I’eau des abreuvoirs. Par contre, actuellement d’autres travaux sont venus
infirmer cette derniére hypothése (Otake et al., 2003).

Bien que la voie aérosole de transmission soit la plus suspectée dans plusieurs cas
d’infection par des Artérivirus (Wensvoort et al., 1992; Timoney et McCollum, 1993;
Loemba ef al., 1996; Larochelle et al., 2003), la réplication du VSRRP dans les cellules
germinales de testicules et la transmission par P'intermédiaire du sperme contaminé
représentent une situation préoccupante dans les élevages porcins et équins (Sur et al.,
1997).

Les Artérivirus partagent plusieurs propriétés biologiques communes. Le
macrophage est la premiére cellule cible ou la réplication de tous les virus est
cytoplasmique et cytolytique (Pol et al, 1991; Plagemann et Moennig, 1992). La
formation des vésicules a4 double membranes dont le role reste inconnu est une
caractéristique de la réplication des Artérivirus dans les cellules infectées (Pol et al.,
1991; Pol et al., 1997). Ces vésicules 2 double membranes ne contiennent pas de virions
et pourraient étre impliquées dans la réplication de I’ARN génomique, comme dans le cas
de PEAV ou elles seraient formées a partir du réticulum endoplasmique (RE) (Pedersen
et al., 1999).

Les particules virales assemblées bourgeonnent a partir de la membrane du RE
et/ou du Golgi et sont expulsées de la cellule infectée par exocytose et lyse cellulaire
(Magnusson et al., 1970; Pol et al., 1997).



Figure 1 :Représentation schématique de la classification virale du VSRRP

selon Cavanagh (1997) et Cowley et al.(2000). EAV : virus de ’artérite virale
équine -virus de référence; LDV : virus de I’élévation de la déshydrogénase
lactique ; SHFV : virus de la fiévre hémorragique simienne; VSRRP : virus du

syndrome reproducteur et respiratoire porcin.
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Ces virus se différencient quant au type de cellules utilisées pour leur réplication. Ainsi,
le LDV se réplique spécifiquement dans les cultures primaires de macrophages de souris
et aucune lignée de cellules ne semble étre capable d’assurer sa réplication (Plagemann et
Moennig, 1992). Dans le cas du VSRRP et du SHFV, en dehors des macrophages, les
lignées continues de cellules de reins de singe (MA-104) et ses dérivés (CL2621 ou
MARC-145) permettent la réplication de ces deux virus (Gravell et al., 1986; Kim et al.,
1993). L’EAV se réplique aussi bien dans les cultures primaires de macrophages et de
cellules de reins que dans une variété de lignées de cellules telles que les cellules de reins
de hamster (BHK-21), les cellules de reins de singe Vero et les cellules de reins de lapin
(RK-13) (Hyllseth, 1969; Konishi et al., 1975).

1.3  Le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin

1.3.1 Structure et morphologie

Le VSRRP est un virus enveloppé de petite taille (45-70 nm). Son enveloppe lisse
entoure une nucléocapside interne sphérique de 25 a 30 nm, & symétrie icosaédrique
(Benfield et al., 1992b; Dea et al., 1992; Wensvoort et al., 1992; Mardassi et al., 1994).
Sa structure peut étre schématisée comme indiqué dans la figure 2.

1.3.2 Organisation et variations génomiques

Le génome du VSRRP est constitué d’une molécule d’ARN simple brin, non
segmentée, de polarité positive possédant une séquence de téte coiffée en 5° et qui est
polyadénylée en 3. C’est une molécule de 15 kb qui contient neuf cadres de lecture
ouverts (ORFs) désignés ORFla, ORF1b, ORF2a, ORF2b et PORF3 a 7 ainsi q’une
petite région non-codante localisée entre I"'ORF7 et la queue polyadényice (Conzelmann
et al., 1993; Meulenberg et al., 1993; Snijder et Meulenberg, 1998; Wu et al., 2001). Les
ORFs 1a et 1b situés en aval de la séquence de téte (leader sequence) occupent environ
75% du génome (den Boon et al., 1991; Meulenberg et al., 1993). Ils codent pour des
polyprotéines qui se clivent en treize protéines non-structurales impliquées dans la
réplication virale et la transcription (van Dinten et al., 1999; Wootton et al., 2000;
Bautista et al., 2002). Les ORFs 2 et 4 4 6 codent pour des protéines associées a la

membrane. La protéine de 'ORF3 serait plutét non-structurale chez les isolats nord-
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américains (Mardassi ef al., 1998) contrairement a la souche de référence européenne LV
ou la GP; semble étre structurale (Meulenberg et al., 1995). L’ORF7 code pour la
protéine hautement basique de la nucléocapside (Mardassi et al., 1995; Snijder et
Meulenberg, 1998).

Le VSRRP, comme bien d’autres virus 4 ARN, est sujet aux variations
génomiques (Meng et al., 1995b; Meulenberg ef al., 1995; Murt‘augh et al., 1995; Nelsen
et al., 1999). Les variations des ORFs des différents isolats du VSRRP et d’autres
Artérivirus sont résumées dans le tableau 1.

Les produits des ORF3 et 5 sont les plus variables parmi les différents isolats
nord-américains ou européens du VSRRP tandis que le produit de ’ORF6 reste le plus
conservé. Les isolats d’un méme continent présentent une homologie en aa variant de 88
a 100%. Les produits des ORF2 & 7 des isolats nord-américains différent des isolats
européens selon un ordre de grandeur de 21 4 48%. Ce qui montre que les isolats des deux
continents appartiennent a deux génogroupes différents provenant probablement d’un
ancétre commun qui pourrait étre le LDV (Mardassi et al., 1995; Dea et al., 2000a;
Plagemann, 2003).

Parmi les Artérivirus, le VSRRP est plus proche du LDV (Albina, 1997) avec 24 4
51 % d’identité en aa et I’existence des réactions sérologiques croisées entre ces deux
virus ne peut que justifier cette hypothése de proximité (Plagemann, 2003).

Les isolats nord-américains présentent une plus grande diversité génétique
comparativement aux isolats européens qui sont plus conservés et génétiquement liés
entre eux (Morozov et al., 1995; Kapur et al., 1996; Gagnon et Dea, 1998; Pirzadeh et al.,
1998). Les isolats asiatiques quant & eux sont plus apparentés au génogroupe nord-
américain (Shibata et al., 1996).
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Figure 2 : Représentation schématique du VSRRP du génogroupe nord-américain

(Tiré de Dea et al., 2000a)
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1.4 Protéines non-structurales et structurales
1.4.1 Protéines non-structurales (pns)

Veuillez noter que dans cette partie, nous allons aussi examiner les
caractéristiques de la GP; compte tenu de sa caractéristique controversée chez les deux
génogroupes du VSRRP.

Les pns des Artérivirus sont codées par le géne de la réplicase (ORF1) dont la
traduction génére deux larges polyprotéines : la protéine de I’ORFla et celle de
I’ORF1ab. Chez le VSRRP,trés peu de travaux concernant les pns ont été réalisés. Nous
allons nous inspirer des résultats obtenus chez PEAV comme modéle pour présenter la
plupart des énoncés de cette section.

Le géne de la réplicase du VSRRP est constitué de deux ORFs, 1a et 1b, qui sont
tous deux exprimés a partir de ’ARN génomique (Snijder et Meulenberg, 1998).
Cependant, PORF1b nécessite un changement de cadre de lecture (ribosomal frameshift)
pour étre traduit (den Boon et al., 1991).

Le produit de la traduction est une polyprotéine de 3859 aa (POLab) (Meulenberg,
2000) possédant des domaines d’activité protéolytique. Le clivage de ces protéines libére
la polymérase intervenant dans la réplication virale (Snijder et Meulenberg, 2001).

Chez I’EAV, cette polyprotéine (ORF1ab) est clivée par trois différentes protéases
(nspl, nsp2, nsp4) codées par I'ORFla, générant au moins 12 & 15 protéines non
structurales et sous-unités fonctionnelles (Snijder et Meulenberg, 1998; Ziebuhr et al.,
2000). Les protéases nspl (29 kDa) et nsp2 (61 kDa) contiennent un domaine cystéine
avec une activité protéolytique qui agit en cis, favorisant le clivage de la polyprotéine. La
nspl et la nsp2 sont respectivement caractérisées comme une protéase de type papaine
(PCP) et une cystéine protéase (CP) (Snijder et al., 1995).

La nsp4, protéase principale du virus, est une sérine protéase (SP) et fait partie
d’un groupe relativement rare d’enzymes protéolytiques, les sérines protéases de type 3C
(Snijder et al., 1996). Cette protéase agit en trans dans le clivage d’autres parties de la
polyprotéine (van Dinten et al., 1999). Chez le VSRRP et le LDV, une quatriéme
protéase, le PCPa a été mise en évidence dans la partic N-terminale de la polyprotéine de
’ORFla (Godeny et al., 1993).
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L’ORFla code pour des protéines régulant I’expression des sous-unités de la
réplicase et intervient dans la formation d’un complexe de réplication. L’ORFlab code
pour des protéines intervenant dans la synthése de ’ARN viral et la transcription des

ARNmMm sous-génomiques (Molenkamp et al., 2000).

1.4.1.1 La glycoprotéine GP3

Une contradiction subsiste entre une souche de référence européenne et nord-
américaine quant a la nature structurale de la protéine exprimée par ’ORF3 (Meulenberg
et al., 1995; van Nieuwstadt et al., 1996; Gonin ef al., 1998; Mardassi ef al., 1998).

La GP; est la plus grande des protéines du VSRRP (outre I’ORFla et ORFlab)
avec une taille de 42-50 kDa et elle est la plus glycosylée (Mardassi et al., 1995;
Meulenberg et al., 1995). Elle contient 265 aa chez les souches du génogroupe européen
tandis que chez les souches nord-américaines, elle présente une délétion de 12 aa dans la
partie C-terminale. Cette différence rend cette partic de ’ORF3 hydrophile pour les
souches européennes et amphipatique pour les souches nord-américaines (Gonin ef al.,
1998). La protéine GP; serait structurale chez les souches européennes et non-structurale
chez les souches nord-américaines. En effet, les résultats de Meulenberg et al.(1995) et de
van Nieuwstadt et al.(1996) indiquent que la GP; du virus Lelystad (LV) est incorporée
dans le virion. Cependant, cette protéine est sécrétée a partir des cellules infectées sous
forme soluble et non associée au virion en ce qui a trait 4 la souche de référence
québécoise IAF-Klop du VSRRP (Gonin ef al., 1998; Mardassi et al., 1998). Ces derniers
résultats s’accordent avec ceux obtenus pour la GP; du LDV (Faaberg et Plagemann,
1997).

Récemment, Wieringa et al.(2003), rapportaient que la GP; de ’EAV formerait
dans le virion un hétérotrimére avec la GP4 et la GP,, dont la fonction reste 3 établir. La
GP; pourrait étre responsable de la réponse autoimmunitaire. En effet, les AcMo dirigés
contre la GP; réagissent avec les antigénes de I’appareil de Golgi des cellules de porc
(Weiland et Weiland, 2002), ce qui indique probablement I’existence d’un mimétisme

moléculaire entre les antigénes viraux et cellulaires.
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1.4.2 Protéines structurales

Les protéines structurales du VSRRP sont codées par les ORFs 2 et 4-7.

Dépendamment de leur quantité dans le virion, elles sont soit majeures soit mineures.

1.4.2.1 Protéines structurales majeures

Le virion du VSRRP se compose de trois protéines structurales majeures soient :
la protéine de la nucléocapside (N); la protéine de la matrice (M) et la glycoprotéine
majeure de I’enveloppe (GPs). Elles sont exprimées par les ORF7, ORF6 et ORFS

respectivement. Les principales caractéristiques de ces protéines sont présentées au
tableau 2.

1.4.2.1.1 La protéine de la nucléocapside (N)

La protéine de la nucléocapside est une petite protéine non-glycosylée, hautement
basique de 15 kDa qui est abondamment exprimée dans les cellules infectées et
incorporée dans le virion (Mardassi et al., 1994; Bautista et al., 1996) et elle constitue
environ 20 a 40% de toutes les protéines du virion (Nelson et al., 1993; Mardassi et al.,
1994; Bautista et al., 1996). La majorité des anticorps contenus dans le sérum de porc
infecté sont dirigés contre cette protéine et elle donne toujours un trés fort signal dans les
tests d’immunobuvardage de type Western qui utilise des sérums hyperimmuns de porcs
infectés. Cependant, les anticorps spécifiques anti-N ne possédent aucune activité
neutralisante (Dea et al., 2000a; Murtaugh et al., 2002). La partic N-terminale de la
nucléocapside contient 26% d’acides aminés basiques (Arginine, Lysine et Histidine),
pouvant faciliter son interaction avec ’ARN génomique (Meulenberg e al., 1993;
Mardassi et al., 1994a; Meng et al.,, 1995a). En effet, cette protéine co-localise
particllement avec le complexe de réplication au site de synthése de I’ARN viral
(Molenkamp et al., 2000).

La protéine N du VSRRP contient différents domaines fonctionnels et structuraux
jouant plusieurs rbles (Rowland et al., 2003; Rowland et Yoo, 2003) entre autres la
participation dans le transport entre le noyau et le cytoplasme incluant un signal de
localisation nucléaire cryptique situé entre les aa 10-13 (nuclear localization signal-NLS)
appelé NLS-1, un autre signal fonctionnel NLS-2 (située antre les aa 41-47), une
séquence de localisation nucléaire NoLS (nuclear localization sequence) entre les aa 41-
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72 et un signal d’export nucléaire NES (nuclear export signal) entre les aa 106-117. Le
NLS-2 semble faire partie d’un site d’interactions avec I’ARN situé entre les aa 34-51
(Daginakatte et Kapil, 2001) tandis que le motif NES ferait partie d’une région située
entre les aa 111-123 qui détermine la conformation de la protéine N (Rowland et Yoo,
2003). La sérine située a la position 120, bien que non présente chez tous les isolats nord-
américains, serait un site potentiel de phosphorylation de la protéine N (Rowland et Yoo,
2003).

La protéine N est souvent révélée sous forme d’homodimeére liée par des ponts
disulfures ou par liaisons non-covalentes. La région située entre les aa 21-37 est identifiée
comme étant responsable des interactions non-covalentes entre les molécules de la
protéine N (Rowland et Yoo, 2003) et I’auto-association de cette protéine serait impliquée
dans I’assemblage de la nucléocapside du VSRRP (Wootton et Yoo, 2003).

La protéine N du VSRRP se localise dans le nucléole et interagit avec les
protéines cellulaires telles que la protéine fibrillarine associée 4 I’ARN nucléaire ainsi
qu’avec les sous-unités 28S et 18S de I’ARN ribosomal (Yoo et al., 2003) et ces
interactions sont dépendantes de I’ARN mais indépendantes de la phosphorylation de la
protéine N. Les auteurs (Yoo et al., 2003) de cette étude suggérent que ces interactions
indiquent un potentiel lien des stratégies du virus dans la modulation des fonctions de la
cellule hote possiblement & travers le précurseur de I’ARN ribosomal et la biogénése du
ribosome.

Des résultats récents suggérent 1’ implication de la protéine N dans des interactions

avec d’autres protéines structurales virales (Doan et Dokland, 2003; Ropp et al., 2004).
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1.4.2.1.2 La protéine de la matrice (M)

La protéine M est une protéine d’enveloppe non-glycosylée de 18-19 kDa. Elle
possede trois régions hautement hydrophobes dans la partic N-terminale qui sont
supposées étre des domaines transmembranaires (Meulenberg et al., 1993; Mardassi et
al., 1995; Albina, 1997) comme dans le cas de la protéine M des coronavirus (Rottier et
al., 1986). Une courte région de 10 a 18 résidus d’aa probablement exposée a la surface
du virion serait li¢e 4 I’adsorption et a la propagation du virus (Andreyev et al., 1999).
Elle forme un hétérodimére avec la glycoprotéine majeure de I’enveloppe (GPs) dans le
RE des cellules infectées ou elle s’accumule (Mardassi et al., 1996). La protéine M est la
plus conservée parmi les isolats des deux génogroupes et semble étre capable d’induire la
synthése d’anticorps monoclonaux neutralisants a de trés faibles titres (Yang et al., 2000).

A cause des similarités qu’elle partage avec la protéine M des coronavirus, la
protéine M du VSRRP pourrait jouer un rdle important dans I’assemblage et le
bourgeonnement des virions (Mardassi et al., 1996; Plagemann, 1996).

1.4.2.1.3 La glycoprotéine majeure de I’enveloppe (GPs)

La GPs est une protéine de 24.5-26 kDa possédant selon les souches un nombre
variant de sites de N-glycosylation (Rowland et al., 1999; Dea et al., 2000a). La souche
européenne LV posséde deux sites de N-glycosylation (Meulenberg et al., 1993), alors
que la souche québécoise IAF-Klop et la souche de référence américaine contiennent
respectivement trois et quatre sites de N-glycosylation (Mardassi et al., 1995; Murtaugh
et al., 1995; Pirzadeh et al., 1998).

La GPs posséde un petit ectodomaine de 40 aa contre lequel sont dirigés les
anticorps neutralisants (Pirzadeh et Dea, 1997; Weiland et al, 1999). En effet,
I’établissement de la corrélation entre le titre des anticorps neutralisants et le titre des
anticorps anti-GP5 dans le sérum des porcs convalescents (Gonin et al., 1999; Plagemann
et al., 2002) indique que cette protéine est impliquée dans la neutralisation du virus et
peut étre considérée comme un candidat potentiel pour la conception de vaccins sous-
unitaires.

L’ectodomaine de la GPs des deux génogroupes du VSRRP (européen et nord-
américain) partage 77% d’homologie en aa avec le LDV, ce qui expliquerait la réaction
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croisée observée entre les sérums de porcs anti-VSRRP et les AcMo anti-LDV
représentant les peptides des ectodomaines de VSRRP et LDV (Plagemann et al., 2002).
La partie C-terminale parait aussi comme un site antigénique, d’autant plus que les
sérums des porcs convalescents testés positifs avec la protéine virale native et la protéine
recombinante perdent leur réactivité aprés la délétion des 50 aa de la partie C-terminale
. (Dea et al., 2000a). La GPs est considérée comme étant responsable de I’induction de la
mort cellualire par apoptose in vitro dans les cellules de singe ainsi que dans les
macrophages alvéolaires du porc (PAMs) (Suarez et al., 1996) par activation de la voie
mitochondriale (Lachapelle et al., 2002) et conséquement activation de la procaspase-3
(Gagnon et al., 2003).

Récemment, les résultats d’une étude rapportaient la présence chez le porc d’auto-
anticorps anti-idiotypiques contre les anticorps anti-GPs (Jiang et al., 2003) indiquant

I’implication de la GPs dans une réponse autoimmune.

1.4.2.2 Protéines structurales mineures

Les protéines structurales mineures sont codées par les ORF4 et ORF2 (a et b).
Les principales caractéristiques de ces protéines sont énumérées dans le tableau 2. Elles

sont exprimées et incorporées dans le virion en trés faible quantité.

1.4.2.2.1 La glycoprotéine GP,

La glycoprotéine GP4 est une protéine de 31-35 kDa et contient quatre sites de N-
glycosylation conservés parmi les souches des deux génogroupes. Les tests
d’immunoprécipitation avec un antisérum spécifique révelent deux produits différents de
la GP4 du virus LV dans les lysats cellulaires et dans le virus extracellulaire. En effet, la
forme intracellulaire de la GP4 a un poids moléculaire de 20-28 kDa tandis qu’il est de
31-35 kDa chez la forme associée au virion. Cette différence est due a ’addition des
résidus N-oligosaccharidiques de types complexes lorsque la GP4 est incorporée dans le
virion (Meulenberg ef al., 1997). La GP4 de la souche LV et NOBL contient des épitopes
contre lesquels sont dirigés des AcMo neutralisants de trés faibles titres in vitro (van
Nieuwstadt et al., 1996; Meulenberg et al., 1997; Kwang et al., 1999). Par ailleurs, ces
épitopes situés dans la région variable (résidus 39-79 aa) ne semblent pas étre conservés
chez la plupart des souches. La capacité des AcMo anti-GP, a neutraliser le virus est de

beaucoup inférieure comparativement a ceux dirigés spécifiquement contre la GPs et reste
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controversée (Dea et al, 2000a; Wieringa ef al., 2002). De plus, la GP,4 ne semble pas
induire la production d’anticorps neutralisants chez les porcs infectés (Gonin et al., 1999).

Chez ’EAV, la GP4 et la GP2, forment un hétérodimeére dans les cellules infectées
qui se transforme en hétérotrimére en recrutant la GP; une fois incorporées dans le virion.
(Wieringa et al., 2003a).

1.4.2.2.2 La glycoprotéine GP, et la protéine Py,

La glycoprotéine GP2, et la protéine Py, sont les produits d’expression de I’ORF2a
et ORF2b et sont exprimées & partir du méme ARNm sous-génomique bicistronique
(ARNm2) du VSRRP (figure 3) et la séquence de ’ORF2b se localise complétement a
Pintérieur de ’ORF2a (Gonin et al., 1999) (figure 4) dans un cadre de lecture différent.
La nomenclature utilisée pour désigner ces protéines chez les autres Artérivirus est
différente. Ainsi la GP2, du VSRRP correspond a la GP2;, (anciennement Gs) de ’EAV, a
la protéine de PORF2b du LDV et de L’ORF4b du SHFV. Egalement, la P, du VSRRP
est considérée étre la protéine E, les protéines de I’ORF2a et de I’ORF4a du EAV, LDV
et SHFV respectivement et ceci conformément & la disposition de ces génes dans le
génome (de Vries et al., 1995; Meulenberg et Petersen-den Besten, 1996; Snijder et al.,
1999; Plagemann, 2001; Wu et al., 2001).

Selon les travaux réalisés a partir de la souche de référence européenne LV, la
glycoprotéine GP2, est une protéine de 29-30 kDa. Le profil électrophorétique sur gel de
polyacrylamide de cette protéine en conditions non-réductrices montre I’apparition d’un
doublet indiquant que la GP,, posséde des ponts disulfures intramoléculaires sans
pourtant former d’homodiméres (Meulenberg et Petersen-den Besten, 1996). Elle contient
deux sites potentiels de N-glycosylation. Les résidus N-oligosaccharidiques identifiés au
niveau de la GPz, sont similaires & ceux de la GPs, c’est-d-dire de types complexes
(Meulenberg et Petersen-den Besten, 1996). Malgré sa faible quantité dans le virion
comparativement aux protéines N, M et GPs, chez I’EAYV, la protéine analogue, la GP2

forme un hétérodimeére avec la GP; et GP, et semble étre au centre d’un pré-assemblage



28

Figure 3 : Organisation génomique et mode de réplication du VSRRP

ST : séquence de téte; AAAAA : queue poly-A ; ARN 1 & 7 : ARN messagers sous-
génomiques.
Ttiré de la thése de doctorat de Carl A. Gagnon (2001) - INRS-Institut Armand-Frappier,

Université du Québec.
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Figure 4 : Séquence du géne de ’ORF2 de la souche IAF-Klop du VSRRP numéro
d’accession Genbank AF003343 (Gonin et al., 1999)
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I’ORF?2 (désignée actuellement ORF2a) compte 221 nucléotides.
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du virus de ’EAV (Wieringa et al., 2003a) qui consiste 4 un recrutement de la GP3 dans
le virion mais pas dans la cellule infectée. Ceci peut justifier son role indispensable dans
la réplication virale (van Dinten ef al., 1997). La GP, du VSRRP semble jouer un rdle
dans la réplication et I’infectivité car I’introduction de mutations dans la séquence de
celle-ci a la valine en position 88 et a la phénylalanine en position 95 respectivement par
la phénylalanine et par la leucine améliore la réplication du virus recombinant (Vc_erheije
etal., 2003).

La protéine Py est la toute derniére protéine structurale des Artérivirus découverte
d’abord chez ’EAV (Snijder et al., 1999) comme une protéine de 8 kDa. Ensuite, sa
présence fut confirmée chez le VSRRP (Wu et al., 2001) comme une protéine de 10 kDa.
Cette protéine non-glycosylée contient un site potentiel de N-myristoylation suivi d’un
site de phosphorylation pour la caséine kinase II. Chez I’EAV, la protéine E (homologue
du P2, du VSRRP) serait essentielle dans la production des particules virales infectieuses
(Snijder et al., 1999) et interagirait avec la GP,, (homologue de GP3, du VSRRP), GP; et
GP4 de fagon non-covalente (Wieringa et al., 2003b).

Les deux protéines (GP», et Py,) ne sont pas bien caractérisées chez le VSRRP

surtout en ce qui concerne les souches du génogroupe nord-américain.
1.4.3 Variabilité séquentielle des protéines structurales

La comparaison entre les différentes souches du VSRRP a montré que sa molécule
d’ARN, comme pour tous les virus & ARN, est sujette aux mutations chez les deux
génogroupes (Andreyev et al., 1997, Drew et al., 1997; Drake et Holland, 1999;
Meulenberg, 2000; Dea ef al., 2000a). Ces variations génomiques déterminent la nature
des modifications sur les séquences protéiniques et conséquemment déterminent la
variation des sites antigéniques. Les différences entre les isolats des deux génogroupes
ont souvent pour origine des mutations ponctuelles ou des délétions (Kwang ef al., 1994;
Mardassi et al., 1995; Morozov et al., 1995; Chang et al., 2002). Les observations de
Suarez et al.(1996) lors de 'amplification du VSRRP sur les cultures de macrophages
alvéolaires n’ont révélé que deux mutations d’aa au niveau de I’ORF5 aprés neuf
passages. Cependant sur la lignée cellulaire MA-104, on notait cinq mutations sur 'ORF5
et une mutation sur I’ORF7 apres six passages.
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Dans 75-85% des cas de mutations, les substitutions d’acides nucléiques sont dites
silencieuses donc n’impliquent pas de modifications d’aa (Albina, 1997; Chang et al.,
2002) et ceci peut indiquer qu’une pression sélective s’exerce en faveur de la
conservation de la structure primaire des protéines virales. Par contre, les mutations
peuvent entrainer I’acquisition par le virus de nouvelles propriétés biologiques (Allende
et al., 2000) comme c’est le cas du LDV chez lequel, la mutation de ces deux sites de N-
glycosylation sur I’ectodomaine de la protéine VP-3P (homologue de la protéine GPs du
VSRRP) le rend neuropathogéne pour les souris AKR/C58 et susceptible 4 la réponse
immune humorale de I’hdte (Plagemann et al., 2001a).

La variabilit¢ en aa entre les souches du VSRRP des deux génogroupes est
regroupée dans le tableau 1 ot I'on peut noter un pourcentage d’identité en aa de plus de
93% entre les souches d’un méme continent (Meng et al., 1995b; Gagnon et Dea, 1998) et
cette tendance s’observe chez les différentes protéines du VSRRP.

La protéine N est aussi une protéine bien conservée chez les deux génogroupes par
contre elle est plus longue chez les souches européennes. Elle présente seulement une
homologie de 63% en nt et 59% en aa due au nombre de substitutions, insertions et
délétions (Mardassi et al., 1994a).

La glycoprotéine GPs est la plus variable des protéines structurales (Chang et al.,
2002; Larochelle et al., 2003) et présente seulement une identité en aa de 52-55%
(Meulenberg, 2000; Dea et al., 2000a) entre les souches des deux continents alors que
cette homologies est de 88 a 99% entre les souches d’un méme continent. Les
substitutions obscrvées se localisent surtout autour de la région hypervariable (entre les
résidus 26 et 39 aa) associée aux sites de N-glycosylation et adjacente 4 la séquence
signale (Meng et al., 1995b; Pirzadeh et al., 1998). Ce qui peut expliquer les différences
de poids moléculaire apparent de la GPs des isolats du VSRRP sur les gels de
polyacrylamide (Magar et al., 1997). La diversité de différents isolats de champs serait
attribuée aux mutations dans I’ectodomaine de la GPs (Rowland et al., 1999).

Le degré d’identité en aa des protéines mineures parmi les isolats nord-américains
varie de 91 a2 99% pour la GP,; 86 & 98% pour la GP; et 92 & 99% pour la GP4 (Mardassi
et al., 1995; Kapur et al., 1996; Pirzadeh et al., 1998). L’identité en aa pour ces protéines
mineures entre les isolats des deux génogroupes varie de 54 4 74%, mais c’est phut6t ia
P2, qui présente le taux d’identité le plus élevé (74-75.7%) (Wu et al., 2001; Ropp et al.,
2004). La GP3 présentant un taux d’identité en aa de 54 a 64% entre les isolats des deux
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génogroupes est supposée la protéine la moins conservée (Mardassi er al., 1995;
Murtaugh et al., 1995).

1.5 Stratégies de transcription et de réplication

1.5.1 Attachement et pénétration

Au début des recherches sur le VSRRP, seuls les PAMs obtenus par des lavages
bronchoalvéolaires permettaient sa propagation (Dea et al., 1992). Par la suite, d’autres
résultats montrérent que le VSRRP pouvait se répliquer aussi dans les macrophages
testiculaires et les cellules germinales ou spermatides (Sur ef al., 1997) et in vitro dans
des lignées de cellules épithéliales de reins de singe MA-104 et ses dérivés ATCC
CL2621 et MARC-145 (Benfield et al., 1992b; Kim et al., 1993).

Le tropisme du VSRRP est déterminé par la présence ou I’absence d’un récepteur
sur la membrane cellulaire et la permissivité cellulaire semble dépendre de plus d’une
molécule car le virus peut s’attacher a la surface de plusieurs types cellulaires (RK-13,
BHK-21, PK-15, PT et 293A) sans pour autant pouvoir se propager et se répliquer
(Therrien et al., 2000). La production d’anticorps monoclonaux (AcMo) reconnaissant
deux protéines membranaires probablement glycosylées de 150 et 210 kDa chez les
cellules PAMs et pouvant bloquer I’infection par le VSRRP (Duan ef al., 1998; Delputte
et al., 2002; Wissink et al., 2003a) semble confirmer cette hypothése. Le séquencage de
la protéine de 210 kDa a montré que cette protéine partage 69 et 78% d’identité en aa
avec les sialoadhésines murines et humaines respectivement (Vanderheijden ef al., 2003).
L’héparine serait aussi impliquée dans Pattachement du virus aux cellules MARC-145
(Jusa et al., 1997) et que cette interaction ait lieu entre les molécules de I’héparine et la
protéine M et le complexe hétérodimere M-GPs (Andreyev et al.,1999).

Le VSRRP pénétre dans la cellule par endocytose ou les particules virales sont
internalisées dans des vésicules cytoplasmiques par une voie dépendante des clathrines et
dont un pH bas semble étre essentiel pour la libération de la nucléocapside de son
enveloppe afin de permettre la réplication virale (Kreutz et Ackermann, 1996; Nauwynck
et al., 1999). En microscopie électronique, on peut mettre en évidence la présence de
nucléocapsides en moins de 6 heures p.i. (hpi) et la formation de particules virales
complétes apres 9 hpi. (Pol et al., 1997). Les protéines impliquées dans la réplication du
EAV (polyprotéines exprimées par le géne de I’ORF1) forment "le complexe de
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réplication virale” dans les vésicules a doubles membranes (Pedersen et al., 1999; Snijder

et al., 2001). Il est fort probable que ce phénoméne survient lors d’une infection par le
VSRRP.

1.5.2 Transcription et réplication

Le cycle de réplication des Artérivirus a lieu entierement dans le cytoplasme des
cellules infectées. Une fois I’ ARN viral libéré dans la cellule infectée, il y a la traduction
de Phélicase et de la réplicase (ARN polymérase ARN dépendante), une enzyme
essentielle intervenant dans la transcription des ARN viraux. L’une des particularités des
Nidovirus est la synthése des ARN sous-génomiques de différente taille ayant une
structure polycistronique mais étant fonctionnellement monocistronique (figure 3) a
Pexception de I’ARNm2 qui est bicistronique (Snijder et al., 1999). IIs ont tous en
commun la méme séquence de téte (leader sequence) d’environ 200 nt qui s’aboute a
Pextrémité 5° de chacun des ARNm sous-génomiques par un mécanisme de transcription
continue a I’aide d’une séquence trés conservée régulant la transcription (transcription-
regulating sequences, TRS) (de Vries et al., 1990; Snijder et Meulenberg, 1998; Snijder et
al., 1999). La séquence de TRS (UUAAC) précéde chaque geéne et assure la jonction
entre la séquence de téte et le corps de I’ ARNm sous-génomique.

Les mécanismes de synthése de ’ARN génomique et des ARNm demeurent
controverses. Il existe deux modéles de transcription (Snijder et Meulenberg , 2001). La
transcription de chaque ARNm semblerait étre indépendante. La séquence de téte serait
libre au cours de la transcription et pourrait ainsi se lier a n’importe quelle séquence
régulant la transcription.

Le premier modéle proposé est celui de la transcription de la séquence de téte.
Dans ce modéle, il y a tout d’abord la transcription d’un intermédiaire négatif complet du
génome. La séquence de téte est libérée du brin positif pour s’apparier  la séquence TRS
sur le brin négatif du génome complet pour synthétiser les ARNm sous-génomiques de
polarité positive. Ces ARNm sous génomiques serviront a la synthése d’intermédiaires de
polarité négative qui permettra a4 nouveau la formation des ARNm (Baric et al., 1983;
Spaan et al., 1983; Snijder et Meulenberg, 1998).

Le deuxieme modéle fait plutdt prévaloir 1'idée d’une transcription continue lors
de la synthése du brin négatif. Dans ce modéle, la polymérase qui transcrit le brin positif

en brin négatif doit s’arréter sur une séquence TRS et saute directement a la portion 3’ de
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la séquence de téte (Sawicki et Sawicki, 1990; Snijder et Meulenberg, 1998; van Marle et
al, 1999). Ce seraient donc des brins négatifs qui permettraient la transcription des

ARNmMm sous-génomiques.

1.5.3 Assemblage des virions et bourgeonnement

L’assel-nblage du VSRRP commence au moment du bourgeonnement des
nucléocapsides a travers les membranes du RE lisse et de Golgi (Pol ef al., 1997; Snijder
et Meulenberg, 2001). La co-localisation partielle de la protéine N avec le complexe de
réplication dans les vésicules 4 doubles membranes suggére que I’encapsidation semble
commencer au site de synthése de 'ARN viral (Molenkamp et al., 2000). Aprés
bourgeonnement, les virions s’accumulent dans les vésicules intracellulaires et ils sont

expulsés de la cellule par exocytose.

1.6 Pathogénie de I’infection par le VSRRP

1.6.1 Virulence

Cliniquement, I’infection causée par le VSRRP se manifeste sous diverses formes
(aigué, chronique, persistante ou asymptomatique). La sévérité de la manifestation des
signes cliniques dépend entre autres de la souche virale impliquée, du statut immunitaire
des animaux lors de leur infection et de la génétique de I’hdte. Les variations observées
au niveau de la symptomatologie du SRRP dans les élevages porcins ot le statut sanitaire
et les conditions d’élevage sont trés variables ont amené les chercheurs a réaliser des
infections expérimentales dans des conditions contrélées chez des porcelets agés de cing
semaines avec différents isolats américains du VSRRP (Goyal, 1993; Loemba et al.,
1996; Halbur et al., 1996a). Egalement, des infections expérimentales ont été réalisées
pour comparer la pathogénicité des souches européennes par rapport aux souches
américaines (Halbur et al., 1995). Malgré les différents niveaux de virulence entre les
isolats des deux génogroupes, aucune séquence n’a été jusqu’alors identifiée comme étant
responsable de la virulence. Néanmoins, le séquencage partiel de certains isolats a été
réalisé¢ pour tenter d’établir un lien entre les variations génomiques et les variations

cliniques observées (Meng et al., 1995b). Certains auteurs font une relation entre le haut
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taux de mortalit¢ parmi les truies et les variations génomiques au niveau de
PORFS.(Goldberg et al., 2000; Larochelle et al., 2003)

La sévérité des lésions macroscopiques et microscopiques pulmonaires semble
dépendre de modifications génétiques des isolats (Larochelle ef al., 2003). Par ailleurs,
I'isolat de référence américain ATCC VR2385 induit des lésions pulmonaires plus
sévéres comparativement a la souche de référence européenne LV (Halbur et al., 1995).
Plus récemment, le génome viral d’une souche vaccinale atténuée du VSRRP (Prime
PAC PRRS de la compagnie Schering-Plough Animal Health) a été séquencée en totalité
(Shen et al., 2000). La protéine nsp2, codée par I’ORFla, a été déterminée comme étant
la protéine non-structurale la plus variable parmi les isolats nord-américains et européens
avec des pourcentages d’identité en aa de 81% entre la souche vaccinale et une souche de
référence américaine et de plus 37.5% en comparaison avec I’isolat européen LV (Shen et
al., 2000). La souche vaccinale posséde une insertion de 36 aa au niveau de la nsp2 en
plus de 158 substitutions de résidus d’aa, ce qui pourrait expliquer I’atténuation de la
souche vaccinale du VSRRP. Mais on n’est pas en droit d’ignorer la présence d’autres
mutations ailleurs dans le génome viral pouvant individuellement ou en combinaison

avoir un effet significatif sur la virulence des isolats (Yang et al., 1998).

1.6.2 La réponse immunitaire et les vaccins

1.6.2.1 La réponse immunitaire

La réponse immunitaire dirigée contre le VSRRP est un processus trés complexe
qui est influencé par les interactions du VSRRP avec son hdte. Les macrophages
alvéolaires des poumons restent la cellule cible prédominante indépendamment de la voie
de pénétration du virus dans I'organisme (Plagemann, 1996). Dans tous les cas
d’infection, les animaux développent une réponse immune de type cellulaire et humorale
(Nelson et al., 1994; Loemba et al., 1996).

La persistance du virus dans les tissus lymphoides et dans le sperme est la
caractéristique principale de tous les Artérivirus.

Les porcs infectés développent des anticorps dirigés contre les différentes
protéines non-structurales (Meulenberg ef al., 1993; Oleksiewicz ef al., 2001a;
Oleksiewicz et al., 2001b) et structurales (GPs,, P2y, GP3, GPy, GPs, M et N) du virus dont
ceux dirigés contre la protéine N sont les plus abondants bien que ne possédant aucune
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activité neutralisante (Loemba et al., 1996). Les anticorps neutralisants sont plutot dirigés
en grande partie contre la protéine de la GP;s et en faibles quantités contre la GP4 et M
(Meulenberg et al., 1997a; Pirzadeh et Dea, 1998; Yang et al., 2000; Ostrowski ef al.,
2002).

Les mécanismes de la réponse immunitaire 4 médiation cellulaire a I’infection par
le VSRRP ont été peu étudiés. Certes, peu de travaux concernant la question sont publiés,
mais certains résultats indiquent que la prolifération des cellules T induite par la protéine
M est la plus importante par rapport a celle induite par d’autres protéines structurales
(Bautista et al., 1999). Certains auteurs attribuent la protection des animaux en 1’absence

d’anticorps spécifiques a I’activité de I’immunité cellulaire (Plana-Duran et al., 1997b).

1.6.2.2 Les vaccins

L’industrie biopharmaceutique a mis au point différents types de vaccins dont les
vaccins atténuées (RespPRRS, Boehringer Ingelheim Inc.; PrimePac PRRS, Schering-
Plough Animal Health) et vaccins inactivés (CyBlue, Laboratorios Sobrino, S.A, Sui
pravac-PRRS, Laboratorios Hipra, Gerona, Spain). Les vaccins atténués semblent plus
efficaces que les vaccins tués, car ils diminuent la durée de la virémie et augmentent la
durée de la période de protection des animaux vaccinés (Christopher-Hennings ef al.,
1997; Dee et al., 1998; Mengeling et al., 1999).

La conception des vaccins atténués requiert une prise en considération des critéres
qui semblent étre au premier abord contradictoires (I’absence de la virulence et de la
réactivation du virus et sa capacité de se répliquer et la sauvegarde de son
immunogeénicité) mais essentiels pour éviter des effets néfastes. Quelques cas d’infection
liés & la réversion probable de la souche vaccinale atténuée du VSRRP ont été rapportés
au Danemark en 1996 (Botner et al., 1997) parmi les animaux vaccinés avec le vaccin
vivant a base de la souche nord-américaine VR2332. La recrudescence des cas du SRRP
fut signalée au bout de 1-2 mois aprés la vaccination causant d’importantes pertes
économiques. On note également la circulation ainsi que la transmission d’un virus
vaccinal des animaux vaccinés aux animaux non-vaccinés (Madsen et al, 1998;
Mortensen et al., 2002; Larochelle et al., 2003). Un autre désavantage de ce genre de
vaccin est que les tests sérologiques ne permettent pas de distinguer les animaux vaccinés
des animaux naturellement infectés. Les vaccins inactivés sont plus sécuritaires mais sont

moins efficaces pour induire une protection.
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Une stratégie plus prometteuse semble étre la vaccination génétique. Des résultats
encourageants obtenus par cette approche avec de ’ADN plasmidique exprimant les
protéines GP4, GPs, M et N ont permis de détecter la présence des anticorps neutralisants
anti-GP;s et anti-GP; et la prolifération lymphocytaire chez les porcs infectés (Pirzadeh et
Dea, 1998; Kwang ef al., 1999). Les résultats d’immunisation génétique avec I’ORFS ont
révélé la présence d’anticorps, anti-GPs 15 jours aprés I'immunisation par des tests
d’immunofluorescence indirecte et d’ELISA et les anticorps neutralisants furent detectés
seulement 2 a 3 semaines aprés la seconde injection de rappel et le titre atteignait 1/128
aprés 'infection défi (Pirzadeh et Dea, 1998). Les auteurs de cette expérience suggérent
que la GPs du VSRRP serait un bon candidat pour la conception d’un vaccin
recombinant.

Dans une autre expérience, les auteurs (Kwang et al., 1999) notaient la présence
des anticorps dirigés contre les protéines N et M aprés 3 et 4 immunisations
respectivement. Cependant les anticorps contre les protéines GP4; et GPs ne furent
détectés avant 12 semaines. Les anticorps dirigés contre toutes les 4 protéines étaient mis
en évidence par test d’immunobuvardage de type Western blot aprés 12 semaines. Les
anticorps neutralisants anti-GP,4 et GP; étaient aussi mis en évidence.

Par contre, cette méthode d’immunisation génétique nécessite une bonne
connaissance des propriétés des produits des genes utilisés. Les résultats rapportés chez
PEAYV indiquent que la GPs, exprimée individuellement dans un systéme eucaryotique,
ne peut pas induire la synthése des anticorps neutralisants, mais cette propriété est rétablie

si elle est co-exprimée avec la protéine M (Balasuriya et al., 2000).
1.6.3 Persistance de Pinfection

La persistance de I’infection par le VSRRP dans les élevages peut étre liée par un
nombre suffisant et susceptible de porcs pour maintenir la chaine de I'infection. Apreés
une premiére flambée, I’infection ne conduit pas nécessairement a la séroconversion de
tous les -animaux dans I’élevage (Albina et al, 1994) et quelques animaux restent
susceptibles et peuvent subséquemment étre infectés & n’importe quel moment. Le
VSRRP peut persister dans ’organisme pendant une longue période variant de 90 a 251
jours (Batista et al., 2002; Wills et al., 2003), mais la période pendant laquelle le porc
peut potenticllement transmettre le virus n’est pas connue (Albina er al., 1994;
Christopher-Hennings et al., 1995). Les mécanismes utilisés par le virus pour échapper au
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systéme immunitaire et persister chez les porcs infectés ne sont pas bien connus et il
semble que lors de la primo-infection, les défenses antivirales non spécifiques sont
inopérantes. L’évidence indirecte de I’absence de I’activité intracellulaire antivirale est le
manque de I’expression in vivo et in vitro de I'interféron de type 1 (Albina et al., 1998;
Van Reeth et al., 1999) et aucune activité cytotoxique naturelle ne semble se développer
contre les macrophages infectés. Cette absence de réponse prive le porc de tout moyen de
contrdle précoce de la réplication virale. De méme, le virus régule a la baisse I’expression
des récepteurs membranaires de classe I du complexe majeur d’histocompatibilité¢ (CMH)
dans le sang périphérique et les nceuds lymphatiques médiastinaux (Thacker et Halbur,
1996). De plus, le virus se réplique dans les macrophages/monocytes et cellules
dendritiques spécialisées dans la présentation des antigénes en association avec les
moléculesdu CMH I et I1.
Tous ces facteurs peuvent expliquer la difficulté¢ pour le systéme immunitaire du
porc de réagir adéquatement a la présence du VSRRP (Halbur et al., 1996b), malgré

I’apparition tardive des anticorps neutralisants.

1.7 Conclusions

L’analyse de la revue bibliographique montre que le SRRP est une entité
nosologique menagante pour I’industrie porcine compte tenu de ’absence de moyens
efficaces de prophylaxie et de son impact économique.

Certes, des progrés énormes ont été réalisés dans la compréhension de la biologie
moléculaire des Artérivirus, en particulier chez ’EAV en vue d’élaborer des moyens de
lutte et de prophylaxie. L’élaboration de vaccins efficaces contre le VSRRP exige d’abord
une bonne compréhension de son organisation génomique et la caractérisation des
protéines virales tant structurales que non-structurales ainsi que des sous-unités
fonctionnelles. Les pns du VSRRP bien qu’intervenant dans la réplication virale restent
cependant peu explorées.

Un grand nombre de travaux concernant les protéines structurales a permis de
cerner la problématique du SRRP et de déceler le déclenchement de certains mécanismes
indésirables et réactions d’ordre immunopathologique liés avec I’expression de ces
protéines tels que ’apoptose, I’ADE, la synthése des anticorps auto-anti idiotypes contre
la GP;s, I’existence d’un mimétisme moléculaire des antigénes viraux et cellulaires et
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’hypersensibilité retardée suite a I’injection intradermique de VSRRP inactivé chez des

porcs préalablement infectés. Si beaucoup de résultats ont été obtenus concernant la

caractérisation des protéines structurales majeures, les informations concernant les
protéines structurales mineures, en particulier la GP,, et Py, sont fragmentaires.

En vue de compléter la caractérisation des protéines virales du VSRRP, I’analyse

.des propriétés des protéines GP», et la P, devient une nécessité compte tenu de leur

possible implication dans la réplication et la formation des particules virales infectieuses

ainsi que dans des interactions protéines-protéines comme il a été rapporté chez ’EAV.
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2.3 Résumé en francais

GP2, et Py sont des protéines structurales mineures du virus du syndrome
reproducteur et respiratoire porcin (VSRRP), codées respectivement par I’'ORF2a et
’ORF2b a partir de ’ARNm2 subgénomique bicistronique. Les outils immunologiques
spécifiques permettant leur caractérisation ne sont pas toujours élaborés due aux faibles
titres d’anticorps anti-GP», et —Py, dans le sérum des porcs infectés. Pour développer de
tels outils, les produits de I’'ORF2 (a et b) de la souche de référence IAF-Klop du VSRRP
amplifiés par PCR ont été clonés dans le vecteur d’expression procaryotique pGEX-4T-1
et sous-clonés dans les vecteurs d’expression eucaryotiques pRc/CMV2 et pCEP-5h. En
vue d’obtention de sérums monospécifiques et d’AcMo, les souris et les lapins ont été
immunisés avec les protéines recombinantes GST-ORF2a et GST-ORF2b ou avec les
plasmides recombinants purifiés pRc/CMV2-ORF2a et pRc/CMV2-ORF2b. Tous les
animaux immunisés ont produit des anticorps spécifiques non-neutralisants mais leur titre
élevé était détecté chez les animaux immunisés génétiquement avec le plasmide
pRc/CMV2-ORF2b.

En vue d’évaluer la cinétique d’apparition des anticorps anti-GP,, et anti-Pyy, les
protéines recombinantes de fusion furent utilisées comme antigéne en immunobuvardage
de type Western blot et celles-ci ont permis de révéler la précocité d’apparition des
anticorps anti-GP,, et anti-Pyy 4 partir du 6™ jour p.i. chez les porcs expérimentalement
infectés.

En RIPA, les résultats obtenus semblent mettre en évidence la co-précipitation des
protéines GP», et P,;, avec la protéine N dans les lysats de cellules infectés ainsi que dans
le virus semi-purifi¢ incubé avec les sérums monospécifiques anti-GST-ORF2a, anti-
GST-ORF2b ou anti-GST-ORF7 ou les AcMo mais pas dans les lysats incubés avec les
antisérums dirigés contre les autres protéines structurales.

La confirmation de la présence des interactions entre les protéines GP,, Py, €t N
du VSRRP reste a determiner.
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Summary. GP,, and Py, are minor structural proteins of the porcine reproductive
and respiratory syndrome virus (PRRSV) encoded respectively by ORF2a and ORF2b
from the bicistronic subgenomic mRNA 2. Specific immunological tools that allow their
characterization are still unavailable, due to low level titers of anti-GP,, and -Pa
antibodies in sera of infected pigs. To develop such tools, PCR-amplified ORF2 -a and -b
gene products of Quebec IAF-Klop strain of PRRSV were cloned into procaryotic pGEX-
4T-1, mammalian pRc/CMV2 and pCEP-5h vectors. Rabbits and mice were immunized
either with GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins or with purified recombinant
plasmids pRc-ORF2a and pRc-ORF2b to obtain monospecific antisera and monoclonal
antibodies (MAbs). All immunized animals produced specific non-neutralizing
antibodies. However, their high-titer was obtained only in animals injected with pRc-
ORF2b. In a kinetic study, both anti-GP,, and -P5, antibodies were detected by Western
blotting as early as 6 days post-infection. Radioimmunoprecipitation experiments seemed
to show the co-precipitation of GP,, and Py, with N protein in samples incubated with
anti-GST-ORF2a, anti-GST-ORF2b or anti-GST-N serum or MAbs but not with those
incubated with antisera directed to other structural proteins. The confirmation of the
presence of the interactions between PRRSV GP;,, P2y and N remains to be determined.
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1. Introduction

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is a member of the
Arteriviridae viral family of the Nidovirales order together with equine arteritis virus
(EAYV), lactate dehydrogenase-elevating virus (LDV), and simian haemorrhagic fever
virus (SHFV). The PRRSV is an enveloped, non-segmented, polyadenylated positive
single-stranded RNA virus [6]. The genome of approximately 15 kb contains nine open
reading frames (ORFs) which are transcribed in infected cells as a nested set of
subgenomic mRNAs. The ORFla and ORF1b encoding proteins with apparent helicase
and replicase activities represent about 80% of the viral genome [6, 31]. The ORFs 2, 4-6
(from 5’ to 3’) encode for membrane-associated proteins (GP,q, P2y, GP4, GPs and M) and
the ORF7 for the nucleocapsid protein (N) [26, 29, 30, 55]. The GPs, M and N are
considered the major viral structural proteins while GP,,, P, and GP4 have been
identified as minor structural proteins {27, 29, 30, 33, 55]. GPs is a non-structural protein
in North American strains of PRRSV [18, 28] as in the case of LDV GP; [14], but seems
to be a structural protein in European PRRSV strains [29, 49]. The N protein is the major
immunogenic component of PRRSV [26] and interacts with itself by non-covalent and/or
covalent bonds. It forms dimers that progress from nondisulfide- to sulfide-linked via a
cysteine at position 23 as the virus buds from the cell [54]. The GPs and M proteins are
engaged into disulfide linked heterodimers [27, 31]. Such heterodimerization in the case
of EAV and LDV is crucial for viral infectivity [13, 46]. PRRSV proteins induce
neutralizing antibodies that are essentially directed to GPs [19, 22, 36, 37, 51, 56, 58].
However, M and GP, proteins may also elicit antibodies which neutralize PRRSV at very
low titers [9, 22, 56].

Recently, GP,,, GP; and GP; of EAV were found to interact and form a
heterotrimeric complex in an unusual type of post-assembly biochemical virus
modification [52]. In PRRSV, GP,, and P,, proteins are the products of ORF2a and
ORF2b genes respectively that are translated from the bicistronic mRNA2 at different
overhanging frames [30, 45, 55]. In the PRRSV, the AUG codon of the ORF2a encoding
the GP», protein (the equivalent of EAV Gs or GPy,) precedes the initiation codon of the
EAV/LDV ORF2a homolog by 5 nt and the nomenclature of these ORFs is therefore
reversed. The SHFV homologs of PRRSV ORF2a and ORF2b genes are considered to be
the ORF4b and the ORF4a respectively [7, 30, 38, 45, 55]. PRRSV GP,, and P, proteins
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may play a role in viral replication or infectivity since in the case of EAV, inactivation of
the initiation codon of EAV ORF2b led to the production of non-infectious viral particles
[45, 53]. In the PRRSV GP», sequence, mutations in PRRSV ORF2a gene were able to
improve the replication of a mutated PRRSV [50]. The PRRSV GP;, protein has been
demonstrated to be implicated in the induction of the cellular immune response and
lymphocyte proliferation [3]. In the other two arteriviruses (LDV and SHFV), the GP3,
and Py, protein homologs remain uncharacterized.

In the present study, we report the successful procaryotic and eucaryotic
expression of the two PRRSV ORF2 a and b genes, the production of monospecific
hyperimmune sera and of monoclonal antibodies (MAbs) against the GP», and P2, and
the early appearance at 6 days post-infection (dpi) of antibodies directed to GP2, and Py
proteins in infected pig sera. We also establish the protein-protein interactions between
the GP3,, P2y, and the N protein in PRRSV infected MARC-145 cells and in semi-purified

virions.
2. Materials and Methods

2.1.  Cells and Virus

MARC-145 cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada) supplemented with 8 % gamma-irradiated fetal
bovine serum (FBS) in the presence of penicillin (5 U/ml) and streptomycin (5 pg/ml).
The Quebec cytopathogenic reference strain IAF-Klop of PRRSV was propagated in
MARC-145 cells as previously described [25]. Infectivity was measured by titration of
clarified tissue culture medium using an endpoint dilution procedure and calculation of
50% tissue culture infective doses (TCIDs). Human embryonic kidney (HEK) 293A cells
were used for all transfection experiments. They were cultured in DMEM containing 5 %
FBS and antibiotics.

2.2.  Cloning of ORF2 (a et b) into procaryotic and eucaryotic expression vectors

Whole PRRSV genomic RNA was extracted as described [19] and used as
template in RT-PCR experiments to amplify individual ORF2a and ORF2b genes using
specific oligonucleotide primer pairs described in Table 3", Primer design was based on

the published nucleotide sequence of IAF-Klop strain of PRRSV ORF2-a and -b genes
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(Genbank accesssion No AF003343). The primers containing the restriction sites BamHI
(PG2aS and PG2bS) and EcoRl (PG2aAs and PG2bAs) were designed for directional
cloning in pGEX-4T-1 (Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, Quebec, Canada), whereas those
containing the restriction sites Not1 (PR2aS and PR2bS) and Xbal (PR2aAs and PR2bAs)
were designed for directional cloning in pRc/CMV2 (Invitrogen, Burlington, Ontario,
Canada). However, the primers PC2aS, PC2aAs, PC2bS, PC2bAs and PC2S were
designed for cloning in the BamHI unique restriction site in pCEP-5h kindly provided by
Dr. Kamen (BRI-NRC, Montreal, Canada). The primers PG2aAs, PG2bAs, PR2aAs and
PR2bAs contained the 6 mers-Histidine-tag sequence in reverse sense, whereas this tag
was inserted in forward sense in the primers PC2aS and PC2bS upstream of enterokinase
motif.
The PCR-amplified products were purified using the Qiagen DNA purification kit
(Qiagen Inc, Mississauga, Ontario, Canada), digested by corresponding restriction
enzymes and ligated into the aforementioned vectors using standard methods [43]. pGEX-
ORF2a, pGEX-ORF2b, pRc-ORF2a, pRc-ORF2b, pCEP-ORF2a and pCEP-ORF2b
selected clones were verified by sequencing analysis (DNA Landmarks Inc., St-Jean-sur-
Richelieu, Quebec, Canada). A pCEP plasmid construct containing the PRRSV ORF7
gene dowstream of a 6 mers-Histidine tag (paper in preparation) was used as control to
verify the possible interaction between GP», and Py, proteins and N protein in transfected
293 cells by indirect immunofluorescence (IIF) assay.

*Available on request.

2.3, Procaryotic expression of GST-ORF2a and GST-ORF2b recombinant fusion
proteins

The pGEX-ORF2a and pGEX-ORF2b recombinant plasmids were used to
transform competent E. coli strains BL21(DE3) and BL21(DE3)pLysS cells (Novagen,
Madison, Wisconsin) using standard methods [43]. Overnight cultures of transformed
bacteria were diluted 1:200 in 100 m! 2xYT medium and grown at 37°C to an optical
density of 0.7-1.0 at 600 nm and were used to produce stocks of GST-ORF2a and GST-
ORF2b fusion proteins. The induction of protein expression was performed by adding
0.1-0.5 mM isopropylthiogalactoside (IPTG) (Roche Diagnostics, Laval, Quebec,
Canada) to the culture. After 3-4 h incubation at 37°C or 28°C under vigorous agitation
(290 rpm), cells were pelleted by centrifugation. Cell lysates of small volume experiments
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were first analyzed and the fusion proteins were found entirely in the form of inclusion
bodies (data not shown). GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins were purified
using the previously described methods [10, 15, 16] with some modifications. Briefly,
cells were pelleted by centrifugation and resuspended in 1:10 of the initial culture volume
in ice-cold STE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA; 150 mM NaCl)
_ containing 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mg/ml of freshly prepared
lysozyme (Roche Diagnostics) and 1% Triton X-100 and incubated on ice for 15 min.
Before sonication for 1 min, 100 ul of 1 M of dithiothreitol (DTT) and 1.4 ml of 10%
Sarkosyl were added and mixed thoroughly by inversion. The sonicate product was then
centrifuged to remove cell debris. These pellets were washed twice in 0.1 M glycine-
NaOH buffer (pH 9.2) and solubilized in 500 pl of the same buffer containing 8 M urea
[16]. Following SDS-PAGE, the separated GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins
were electroeluted from the gel slabs for 6 h in electrophoresis elution buffer (25 mM Tris
base, 192 mM glycine, 0.1% SDS), using an electroeluter apparatus as recommended by
the manufacturer (BioRad Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada). The electroeluted
fusion proteins were cleaved by thrombin protease (Pharmacia Biotech) according to the

manufacturer’s instructions. Protein concentrations were finally determined by the

method of Lowry.

2.4.  Eucaryotic expression of GPy, and P3, recombinant proteins

For transient expression assays with pRc-ORF2a, pRc-ORF2b, pCEP-ORF2a,
pCEP-ORF2b and pCEP-ORF7 plasmids, 293 cells in 96-well tissue culture plates and 60
mm cell culture dishes were used. All transfection experiments were carried out using
polyethylenimine (PEI) gene transfer agent [12] in its 25 kDa linear form (Polysciences,
Warrington, Pennsylvania). Briefly, 0.5 to 1 pg of plasmid DNA were mixed with 1 to 2
pg of PEI in a total volume of 100 ul of serum-free DMEM. This mix was incubated at
room temperature for 10 min and then 20 pl per well were added to the sub-confluent 293
cell monolayers and incubated in standard culture conditions for 72 h. Purification of
expressed proteins was carried out using a Hitrap chelating affinity column (Amersham
Biosciences, Baie d’Urfé Quebec, Canada) according to the manufacturer’s protocol.

Authenticity of recombinant proteins expressed either in E. coli or in transfected 293 cells
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was confirmed by IIF and Western blot (WB) assays with anti-PRRSV hyperimmune pig
sera [24].

2.5  Antibodies

Hyperimmune rabbit monospecific antisera directed to GP3, GPs, GPs, M and N
proteins have been reported previously [17, 18, 27]. Anti-PRRSV hyperimmune pig sera
and sera from PRRSV experimentally infected pigs were also previously described [24].
For production of anti-PRRSV GP,, and anti-PRRSV P, MAbs, recombinant pRc-
ORF2a and pRc-ORF2b plasmid in 100 pl of PBS in combination with non-ionic
poloxamer carrier SP1017 (Supratek Pharma Inc., Laval, Quebec, Canada) [23] were
injected into the tibialis cranialis muscle of Balb/c mice as described in Table 4. Mice
were boosted four times with the same amounts of DNA at 3-week intervals or until
specific antibodies were detected by IIF, ELISA or WB. Control mice received the same
dose of parental control plasmids (Table 4). Production of MAbs was performed as
previously described [8]. Briefly, spleen cells of DNA-immunized mice were fused with
SP2/0 myeloma cells in the presence of polyethylene glycol-1500 (Sigma-Aldrich Ltd,
Oakville, Ontario, Canada). Monospecific anti-GP,, or anti-P, antibody-secreting
hybridomas were screened by a combination of IIF using PRRSV-infected MARC-145
cells and ELISA using electroeluted GST-ORF2a or GST-ORF2b fusion proteins. The
MADb isotypes were determined by capture ELISA kit (Sigma) according to the
manufacturer’s instructions. For the production of monospecific rabbit antisera, two
groups of New Zealand white rabbits were used. In the first group, rabbits were injected
into multiple sites of the tibialis anterior muscle with the recombinant pRc-ORF2a or
pRc-ORF2b plasmids diluted in 1ml of PBS containing SP1017 non-ionic carrier. They
were boosted four times with the same amounts of DNA at 3-week intervals (Table 4). In
the second group, rabbits were injected subcutaneously into multiple sites with
electroeluted GST-ORF2a or GST-ORF2b fusion protein (50 pg) (Table 4). Mouse
hyperimmune serum directed against GST-Mycoplasma hyopneumoniae P46 fusion
protein [5] was used as control. Reactivity of monospecific rabbit antisera in both groups
was also assessed by WB and IIF with PRRSV-infected MARC-145 cells.
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2.6.  Western blot (WB) analysis

PRRSV-infected MARC-145 cell lysates and semi-purified virions were separated
by Tris-tricine SDS-PAGE [44], whereas the Tris-glycine SDS-PAGE was used to
separate the fusion proteins and GST control antigen. These antigens were transferred
overnight onto a nitrocellulose membrane at 80 mA (Schleicher & Schuell, Xymotech,
Montreal, Quebec, Canada) and immunostained as previously described [24]. All the
antisera used were pre-incubated with a non-transformed E. coli bacterial lysate in order
to avoid high background. The membranes were incubated in the presence of either anti-
PRRSV hyperimmune pig serum and sera from DNA- and fusion protein-immunized
mice and rabbits diluted 1:100, sera from experimentally infected pigs diluted 1:20 or
non-diluted hybridoma supernatants. After washing in 0.02 M Tris-buffered saline (TBS)
containing 0.05% Tween 80, the membranes were incubated for 45 min in the presence of
the appropriate peroxidase-labeled anti-IgG conjugate, diluted 1:2000, in blocking
solution (4% skim-milk, 0.05% Tween-80 in TBS:TBS-SM). After three washes, the
immune complexes were revealed by incubating the membranes in the enzyme substrate

solution containing 4-chloro-1-naphtol and hydrogen peroxide in TBS buffer.

2.7.  Indirect immunofluorescence (IIF)

For IIF, 293 cells transfected with pRc-ORF2a, pRc-ORF2b, pCEP-ORF2a,
pCEP-ORF2b or pCEP-ORF7 as well as PRRSV-infected MARC-145 cells were
incubated at 37°C for 48-72 h, fixed with acetone-methanol (1:1) and treated with the sera
and MAbs described in WB. The fixed cells were incubated for 45 min with the
appropriate anti-IgG-fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugate diluted 1:100 in PBS.

2.8.  Virus neutralization (VN) test

The modified procedure for in vitro detection of virus-neutralizing (VN)
antibodies to PRRSV was used as previously described [57].

2.9.  Metabolic radiolabeling of viral proteins and radio-immunoprecipitation assay
(RIPA)

MARC-145 cells were infected with PRRSV at a TCIDs¢/cell of 0.1-2 and
infected or mock-infected cells were starved for 1 h in DMEM methionine/cysteine free
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medium (Invitrogen) at 14-18 h post-infection (hpi). Cells were then labeled with 250-
600 uCi/ml of L-[**S] TRAN35S LABEL™ methionine/cysteine with a specific activity
of 1175Ci/mmol (ICN Biomedicals, Irvine, California) for 6-8 h. Alternatively, infected
cells were starved for 1 h in MEM-Earl without leucine (Promocell GmbH, Heidelberg,
Germany) and subsequently labeled with 300-400 uCi/ml of L-leucine (3, 4, 5 ’H) with a
specific activity of 173 Ci/mmol (ICN Biomedicals). For the preparation of radiolabeled
virions, the culture supernatants were harvested before cytopathic effects (CPE) were
evident at 48 hpi and cells debris were removed by low-speed centrifugation. The *s]
methionine- and [’H] leucine- labeled virions were pelleted through a 20% sucrose
cushion in TNE buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl, I mM EDTA) by a6 h
centrifugation at 100,000g. For the RIPA analysis, labeled cells and virions were
solubilized in ice-cold lysis buffer as described [7]. After clarification at 13,000 rpm for
15 min, 200-250 pul of PRRSV- or mock-infected cell lysates were incubated with anti-
PRRSV hyperimmune pig sera diluted 1:100, anti-GP;, and anti-P2; MAb supernatants; or
monospecific anti-GST-ORF2a and anti-GST-ORF2b rabbit sera diluted 1:2. To
immunoprecipitate IgM antibodies, rabbit IgG anti-mouse IgM tertiary antibodies
(Allelix, Mississauga, Ontario, Canada) were added to the supernatants and incubated for
2 h at 4°C. Immune complexes were then collected by addition of protein A Sepharose™
CL-4B (Amersham Biosciences), extensively washed and analyzed in Tris-tricine SDS-
PAGE [44]. The gels were treated for 30 min with fixing solution (methanol:water:acetic
acid, in proportions of 30:60:10) and soaked in Amplify"™ (Amershan Biosciences) for
enhancement of the signal and dried following fluorography and exposure for 5-12 days
at -80°C. Immunoprecipitation assay with PRRSV-infected MARC-145 cell lysates was

performed as described above and immune complexes were analyzed by WB.

3. Results

3.1.  Cloning, expression and purification of recombinant fusion GST-ORF2a and
GST-ORF2b proteins

The oligonucleotide primers designed in accordance with the published PRRSV
ORF2 sequence [19] allowed the amplification of ORF2a and ORF2b gene segments with
the predicted sizes of 789 and 238 bp respectively including extra bases introduced for
cloning and expression purposes (data not shown). The sequenced PCR products were
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ligated into pGEX-4T-1. The procaryotic expression of GST-ORF2a and GST-ORF2b
fusion proteins were done as described in materials and methods. SDS-PAGE analysis of
sonicated lysates of IPTG-induced transformed E. coli cells revealed the presence of
polypeptide bands with a M, of 50 kDa and 36 kDa respectively corresponding to the
predicted molecular masses of GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins (Fig.5A,
lanes 3-6). At both temperature regimens and concentrations of IPTG ranging from 0.1 to
0.5 mM, the expression of proteins was similar. The expression of GST-dRF2a fusion
protein was observed only in E. coli strain BL21(DE3)pLysS bacterial cells, whereas
GST-ORF2b fusion protein was well expressed both in E. coli strains BL21(DE3) and in
BL21(DE3)pLysS bacterial cells. Despite improved environmental conditions, the
expressed fusion proteins were entirely in the form of inclusion bodies (data not shown).
These fusion protein species were not detected in lysates of control non-induced
transformed bacteria (Fig. SA, lane 2).

High amounts of GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins were recovered
following solubilization of the inclusion bodies and then purified by electroelution. After
treatment with 8 M urea, the GST moiety of the two fusion proteins completely lost the
ability to bind to glutathione sepharose™ 4B beads. In contrast, the use of 2-3% Sarkosyl
[15] allowed the binding of both fusion proteins to glutathione Sepharose ™ 4B beads,
but yielded very low amounts of purified proteins (data not shown). In cleavage
experiments, the GST-ORF2a protein was partially cleavable, whereas the GST-ORF2b
protein became uncleavable by thrombin (data not shown).

The expressed electroeluted fusion proteins were immunologically identified by
WB, using the homologous anti-PRRSV hyperimmune pig serum (Fig. 5B, lanes 3-6).
The reactivity signal was much higher against GST-ORF2a than against the same
amounts of GST-ORF2b fusion protein. However, no reactivity was observed with cell
lysate from bacteria expressing GST protein alone (Fig. 5B, lane 1).

To analyze the antigenicity of the electroeluted GST-ORF2a and GST-ORF2b
fusion proteins, sera from pigs experimentally infected with Quebec IAF-Klop strain of
PRRSV [24] were tested in WB. Antibodies directed to the GP,, and Py, proteins were
detected from 6 dpi (Fig. 6 A and B), and the signal remained unchanged until 63 dpi
(observation period). No reaction was noticed with GST alone (Fig. 6C).
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3.2.  Immunogenicity of E. coli expressed GST-ORF2a and GST-ORF2b recombinant

fusion proteins

Seroconversion was assessed in sera collected from rabbits and mice immunized
with E. coli-expressed GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins. Western blots,
using the fusion proteins as antigens contained highly immunogenic GST moiety which
did not allow proper interpretation of the data. As this GST moiety could not be cleaved
out from fusion proteins, the presence of antibodies directed to ORF2a and ORF2b
protein moieties was established by RIPA (Fig. 7). The reactivity of anti-GST-ORF2a and
anti-GST-ORF2b protein sera against native viral proteins suggested that some protein
epitopes did not depend on post-translational modifications that could have been different
in eucaryotic and in procaryotic cells. The high background was probably due to the
concentration of the sera used (1:2). These results confirm that the PRRSV ORF2a and

ORF2b gene products are immunogenic.

3.3 Eucaryotic expression of GP, and P, proteins

To establish the expression of PRRSV ORF2a and ORF2b gene products in
different expression systems, the recombinant vectors pRc/CMV2 and pCEP-5h carrying
the ORF2a and ORF2b genes were constructed, and 293 cells were transfected using PEI
as transfection agent.

In transient experiments, the synthesis of recombinant proteins in 293 cells was
shown by IIF and WB using anti-PRRSV hyperimmune pig serum, anti-GP,, and anti-P3
MAbs, anti-GST-ORF2a and anti-GST-ORF2b sera and sera from DNA-immunized
rabbits. Intense cytoplasmic fluorescence was seen in pCEP-ORF2a-, pCEP-ORF2b-,
pRc-ORF2a-, and pRc-ORF2b-transfected cells incubated with anti-PRRSV
hyperimmune pig serum, whereas in cells incubated with anti-GST-ORF2a and anti-GST-
ORF2b sera, the fluorescence was weak (data not shown). Both proteins seemed to
accumulate in the perinuclear area. Transfected cells treated with anti-GP,, or anti-Pa,
sera obtained by DNA-immunization of rabbits, and by MAbs directed to GP», and Py
proteins did not yield a detectable signal (data not shown).

The lysates from pRc-ORF2a-, pRc-ORF2b-, pCEP-ORF2a- and pCEP-ORF2b-

transfected and mock-transfected 293 cells were tested by WB for their reactivity to anti-
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PRRSV hyperimmune pig serum. The protein of ORF2b gene with a M; of about 12 kDa
was revealed only with anti-PRRSV hyperimmune pig serum (data not shown). No
reaction was observed with normal pig serum. The increased molecular mass is due to the
presence of 6 mer-Histidine tag and enterokinase cleavage site in these constructs. None
of the immunized rabbit or mice sera used, could recognize this gene product. The
antisera failed to detect such a 12 kDa protein band in lysates of 293 cells transfected with
parental plasmid. However, in samples transfected with vectors encoding the ORF2a

gene, weak expression was detected.

3.4.  Reactivity of anti-GP2, and anti-P2, rabbit and Balb/c mice sera and MAbs

obtained after DNA immunization

Rabbits and mice were immunized intramuscularly with pRc-ORF2a and pRe-
ORF2b vector constructs. Antibody responses to GP», and P,, were monitored by WB
and ELISA using GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins as antigens and by IIF
and RIPA with PRRSV-infected MARC-145 cells. Balb/c mice and New Zealand white
rabbits injected with pRc-ORF2b plasmid developed antibodies which were first detected
by WB after the second booster injection, with the intensity of the reaction increasing
after the forth booster injection (Fig. 8, lane 1 to 4 and Table4). Rabbits and mice injected
with pRc-ORF2a seroconverted only weakly (Table 4). Furthermore, sera of DNA-
injected rabbit reacted neither in IIF nor in RIPA assays (Table 4). To determine whether
the anti-GP,, and anti-P,, rabbit and mice antisera could neutralize virus infectivity, they
were incubated in serial dilutions with 100 TCIDs, of PRRSV in a microneutralization
assay [57]. Cytopathic effects (CPE) in PRRSV-infected MARC-145 cells were
visualized by microscopic observations. Mouse and rabbit anti-GST-ORF2a and anti-
GST-OREF2b sera did not neutralize the homologous IAF-Klop reference strain of PRRSV
(Table 4), whereas hyperimmune anti-PRRSV pig serum, used as positive control,
neutralized viral infectivity with titers ranging from 1:16 to 1:32 (data not shown).

Fusions performed with spleen cells of mice immunized with GST-ORF2a and
GST-ORF2b fusion proteins did not produce stable antibody-secreting hybridoma clones.
Since DNA-immunized mice were able to produce detectable levels of antibody response
especially with pRc-ORF2b construct (Fig. 8 and Table 4). MAbs were prepared as
previously described [8]. Hybridoma culture media supernatants were screened for the
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presence of anti-GP», and anti-Py, antibodies by ELISA and WB and subcloned by
limiting dilution method. Three anti-GP, and six anti-P,, clones were found to produce
detectable levels of antibodies (Table 5). MAb supernatants were characterized by several
immunological tests using GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins (WB and
ELISA) or native viral proteins from PRRSV infected MARC-145 cells (VN, IIF and
RIPA tests) as antigens. The MAbs selected were mainly IgMs. Most of them reacted in
ELISA and IIF. However, those used in VN test did not neutralize PRRSV infection in
MARC-145 cells. In addition, two anti-GP», and four anti-P,, MAbs were positive in
WB, ELISA, IIF and/or RIPA. In contrast, one anti-GP>, MAb (17D11) and two anti-P,;,
MADbs (1E10 and 4F7), were negative in WB but reacted positively in ELISA, IIF and/or
RIPA (Table 5 and Fig. 8).

The MADbs reacted by immunofluorescence in the perinuclear area of cells (Fig.
9A, C) showed a distribution similar to that obtained with the anti-PRRSV hyperimmune
pig serum (Fig. 9F). No reaction was observed in mock-infected cells (Fig 9B, D). In
RIPA, incubation of two anti-P,, MAbs with semi-purified [”S] methionine labeled
extracellular virions precipitated two forms of proteins. The first band had a M; of 8 kDa,
corresponding to the predicted Mr of Py, protein and the second band had a M, of 6.5 kDa
(Fig. 10C). This electophoretic band pattern was also observed with anti-PRRSV
hyperimmune pig serum(Fig. 7 lane 5 and Fig. 10A, B). It is worth noting that GP,, and N
proteins co-precipitated with Py, protein (Fig. 10C) in a way similar to that seen with
hyperimmune rabbit sera (Fig. 7). The immunoprecipitation reaction with anti-GP,,

MAbs showed a weak signal (Table 5), using the same conditions as with anti-P,, MAbs.

3.5.  Interactions of GP1, and P2, with other PRRSYV proteins in RIPA

To characterize the potential interaction between the GP,, and Py, on the one hand
with other PRRSV proteins on the other hand, we verified whether immunoprecipitable
protein complexes could be brought down in semi-purified virions or in PRRSV infected
MARC-145 cells in the presence of antiserum directed to GP», or Py, protein. We
therefore incubated [*°S]-methionine or [*H}-leucine radiolabeled PRRSV-infected
MARC-145 cell lysates or semi-purified virions with MAbs directed to GP or Py
protein, with monospecific rabbit sera against GST-ORF2a or GST-ORF2b fusion
protein, or with anti-PRRSV hyperimmune pig sera (as positive control).
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In order to obtain a more sensitive labeling of Py, protein, RIPA was performed
using cells metabolically radiolabeled with [*H]-leucine since its leucine content is 13.5
% compared to 2.7 % for that of methionine. [°H]-Leucine-labeled PRRSV-infected
MARC-145 cell lysates or semi-purified virions were then incubated with all tested sera
and MAbs, but Py, protein was not detected despite overexposure of films. The presence
of N protein and faint amounts of GP», protein were however observed (data not shown).
RIPA experiments were conducted with [*>S] methionine radiolabeled semi-purified
virions and infected cell lysates. Following incubation with anti-GST-ORF2a, anti-GST-
ORF2b rabbit serum, or anti-PRRSV hyperimmune pig serum, the GP,, (M, of 29 kDa)
and Py, (M; of 8 kDa) proteins were co-immunoprecipitated with N protein (M, of 15
kDa) from PRRSV-infected MARC-145 cell lysates in presence of reducing agents (Fig.
7, lanes 1, 3, 5 and 7). In mock-infected cell lysates (Fig. 7, lanes 2, 4 and 6), no specific
signal was detected.

The authenticity of the GP,,, P, and N proteins was further investigated. The
possible protein-protein interactions between GP,,, P2, and N proteins was analyzed by
double-immunoprecipitation experiments (Fig. 10 A, B). In these experiments, a sample
lysate was first incubated with a monospecific antiserum directed to one of PRRSV
structural proteins (N, GPs, M, GP»,) adsorbed to protein A, and pelleted. The supernatant
from this step was then incubated with anti-PRRSV hyperimmune pig serum, adsorbed to
protein A, and pelleted to bring down the remaining PRRSV proteins that were not
precipitated in the first step. The two pellets from the same sample were then analyzed in
Tris-tricine SDS-PAGE under reducing and non-reducing conditions (Fig. 10 A, B
respectively). The results of this experiment seemed to show the co-precipitation of GPa,,
P2 and N proteins in samples incubated with anti-GST-N sera (Fig. 10A, lanes 7 and 7°).
However, with anti-GST-ORF2b protein serum, the high background did not allow to
observe any specific reaction under the same experimental conditions. While, anti-P,;
MAbs were able to co-immunoprecipitate the complex protein GP,,/P2/N by simple
RIPA test as shown in Fig. 10C.

It is noteworthy that the protein complex (GP,/P,/N) was not completely
precipitated in the first immunoprecipitation step as remaining amounts were observed
with the samples pelleted with anti-PRRSV hyperimmune pig serum in the second step
(Fig. 10A, lanes 2 and 8). However, monospecific sera directed to GPs and M proteins
(Fig. 10A, lanes 3 and 5 respectively) did not co-precipitate GP,,, P, and N proteins that
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were rather precipitated in the second step with the anti-PRRSV hyperimmune pig serum
(Fig. 10A, lanes 4 and 6 respectively). In a sample incubated with protein A alone (Fig.
10A, B, lane 9), the amount of N protein that was precipitated due to non-specific
interaction (N to protein A) was very low, and could not explain the presence of the N
protein in Py, precipitates.

The appearance of a band with a M, of about 10 to 12 kDa under the N protein
observed in the presence of anti-P,, MAbs (Fig. 10C, lanes 1 and 2) and of anti-GST-N
serum (Fig. 10A, B, lanes 7 and 7°) remains unexplained but may be attributed to a
degradation product of the N protein. Furthermore, an additional protein band with a M,
about 30 kDa was observed under reducing conditions in samples precipitated with anti-
GST-N serum or anti-P», MADbs (Fig. 10A, lanes 7 and 7° or Fig. 10C, lanes 1 and 2). The
same band was more intense in non-reducing conditions (Fig. 10B, lane 7).

As shown in RIPA, anti-GST-ORF3 and anti-GST-ORF4 sera did not precipitate
the GP,4/P2/N complex (Fig. 10D). However, their mutual interaction (GP3 vs GPs) has
been observed as anti-GST-ORF3 serum co-precipitated the complex GP;/GP, (Fig. 10D,
lane 4) and anti-GST-ORF4 also precipitated this complex (Fig. 10D, lane 2).

In IIF, pCEP-ORF7-transfected 293 cells incubated with anti-GST-ORF2a and
anti-GST-ORF2b protein sera or MAbs directed to GP», or P protein or pCEP-ORF2a-
and pCEP-ORF2b- transfected 293 cells incubated with anti-GST-N sera did not emit any
signal (data not shown). Immunoprecipitation reaction by incubation of PRRSV infected
MARC-145 cell lysates or semi-purified virions with anti-GST-ORF2a or anti-GST-
ORF2b protein sera or MAbs directed to these two proteins also did not detect the N
protein in Western blot (data not shown). Finally, the electrophoretic mobilities of GP2.
and Py, remained unchanged and did not depend on the presence or absence of reducing
agents (B-mercaptoethanol or DTT) (Figs. 7 and 10A, B, C).

4. Discussion

PRRSV GP;, and P, which are products of ORF2a and ORF2b genes are minor
structural viral proteins translated from bicistronic mRNA2. Very little is known about
their structure and function because of difficulties with their expression in different
systems and the unavailability of specific immunological reagents [55]. In this aspect, our
study developed immunological reagents necessary for the characterization of the PRRSV

GP,, and P, proteins.
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The PRRSV GP,, and P, proteins seem to have some features in common with
their counterparts in other Arteriviruses [30, 45, 53, 55]. Comparison between European
and North American genotypes of PRRSV showed that amino acid identities varied from
57 to 63% for GPs, [9, 31, 42] and 74-75,7 % for P2 [42, 55]. The percentage of amino
acid identity is remarkably high when comparing several isolates from the same continent
and can reach 91-99% for GP3, [9]. In the case of EAV, the ORF2a and ORF2b products
are abundantly expressed in infected cells [7, 45, 53].

ORF2a protein was expressed only in BL21(DE3)pLysS strain of E. coli, whereas
the ORF2b protein was obtained in both strains BL21(DE3) and BL21(DE3)pLysS (Fig.
5). The use of E. coli strain BL21 (DE3) with the pLysS plasmid presents some
advantages e.g. these bacteria have a tolerance for toxic target plasmids, unstable
plasmids become stable and plasmids that would not otherwise be established can be
maintained and expressed [47]. The expression of ORF2a protein only in the E. coli
strains BL21(DE3)pLysS may suggest that it is a toxic or instable protein [47]. The
expression of PRRSV ORF2a and ORF2b proteins in procaryotic cells showed the
formation of inclusion bodies. This phenomenon seems to be prevalent during expression
of most of PRRSV proteins in different systems and suggests their association to
membrane [10, 19, 39]. The eucaryotic expression of GP,, and Py, proteins were clearly
detected in transfected cells by IIF test using anti-PRRSV hyperimmune pig sera, but only
the Py, protein was clearly detected in WB. The weak signal and the difficulty to express
GP;, protein had been reported by others [3, 30, 39]. It may be explained by its toxicity or
its degradation as reported in the case of EAV GP;, protein [7]. Wu and co-workers [55]
have recently reported the expression of ORF2a and 2b as enhanced green fluorescent
fusion proteins. However, the ORF2b was preferentially synthesized and the expression
of GP,, was improved by abrogating the ORF2b start site. These authors suggested that
the Py, protein was the principal product of ORF2. On the other hand, these investigators
revealed the expression ORF2b gene product from the ORF2a gene sequence in
baculovirus-infected cells and suggested that the ORF2b gene completely embedded in
ORF2a gene is preferentially translated. Our results did not show the expression of
ORF2b product from ORF2a gene in pRc-ORF2a- or in pCEP-ORF2a- transfected 293
cells. This may be due to the choice of plasmid vectors.

Data obtained in RIPA with the Quebec reference IAF-Klop strain of PRRSV

indicated that the ORF2 -a and -b encoded proteins were expressed in reasonable amounts
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in MARC-145 infected cells but that relatively low amounts were incorporated into virion
particles (Fig. 7 vs 10C).

The antigenicity of GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins were conserved
since they could be detected with the anti-PRRSV hyperimmune pig serum (Fig. 5B, C)
and sera from experimentally infected pigs (Fig. 6A, B), as well as with MAbs directed
towards GP, and Py, (Fig. 8 and Tables 2 and 3). These fusion proteins were used as
antigens for the detection of antibodies in sera of experimentally infected pigs (Fig. 6).
The presence of antibodies directed to GP, and Py, was detected for both proteins at 6
dpi and remained unchanged to the end of the observation period (63 dpi). These results
indicate that the products of ORF2a (GP,;) and ORF2b (Py,) are parts of the PRRSV
antigens and may be used in biological studies to elucidate their properties. Our data
constitute the first experimental evidence of the presence of antibodies to PRRSV GP,
and Py, proteins within the first week of experimental infection as demonstrated for
PRRSV major structural GPs, M and N proteins [24]. This suggests that immune response
triggers against PRRSV structural proteins at the same time without protein type (minor
or major) discrimination.

Previous studies indicated that the detection of antibodies to GP, in sera of
experimentally infected pigs [34] began at 14 dpi. However, sample sera before 14 dpi
were not assayed. Our data are therefore different from those obtained by Wu and co-
workers [55] who reported that detection of antibodies to Py started at 18 to 21 dpi. The
difference may be explained by the serum dilutions that were too high (1:100) to detect
anti-P,, antibodies as we have mentioned in the present study (Fig. 6).

Although, it is well known that recombinant proteins expressed in E. coli do not
undergo the same post-translational modifications as in eucaryotic systems, monospecific
rabbit sera produced with the E. coli-expressed GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion
proteins were successfully used in RIPA experiments to detect expression of GP», and Py
in PRRSV infected MARC-145 cells and their incorporation into virion. DNA
immunization of rabbits and mice also resulted in the production of monospecific antisera
and MAbs.

DNA immunization offers an alternative strategy to study many parameters of
immunity. The expressed proteins undergo all post-translational modifications occurring
during viral infection. Thus, the synthesized antibodies are expected to detect continuous
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and conformation-dependent epitopes [20, 22, 37]. However, other viral proteins might be
necessary for the post-translational modifications.

Many successful attempts were reported in pigs with respect to DNA
immunization with plasmids encoding PRRSV GP,, GPs, M or N protein that led to
induction of both humoral and cellular protective immunity [9, 22, 37]. In our study,
DNA immunization with the plasmids encoding PRRSV GP», and Py, proteins stimulated
a humoral immune response in rabbits and mice which was detected after two
immunization boosts. However, the reactivity of sera against GST-ORF2a fusion protein
was weaker in rabbits when tested by immunoblot. It is likely that GP2, produced in
rabbit muscles following DNA immunization was less immunogenic than bacterially
expressed recombinant proteins. As suggested by other investigators [35], the low level of
antibody production may be due to GP, toxicity in muscle cells, or to its instability [7]
making the remaining amounts of GP2, not able to properly stimulate immune response.
Another explanation is that the presence of the ORF2b start codon in the entire ORF2a
sequence construct decreases the probability of ribosomes to initiate at the ORF2a start
codon [55].

However, the situation was different for P2y protein since anti-Psy, sera from mice
and rabbits immunized with DNA plasmid encoding for Py, protein, reacted strongly with
GST-ORF2b fusion protein (Fig. 8). Unexpectedly, DNA-immunized rabbit sera failed to
recognize native viral GP,, and Py, proteins in infected cells in RIPA and IIF tests. In
contrast, the classical inmunization of rabbits with fusion protein antigens yielded strong
positive antisera against native viral proteins in RIPA (Figs. 3 and 6). The sequencing
analysis did not reveal any alteration or mutation of ORF2a and ORF2b genes during
PCR amplification and cloning procedures. A possible explanation for this failure of
recognition could be a loss of some conformational properties when the proteins are
individually expressed as in the case of EAV GPs/M heterodimer [1, 2]. These data may
suggest that conformational epitopes may be masked or not well presented to the immune
system of rabbits.

In contrast to rabbits, DNA-immunized mice produced monospecific anti-GP2,
and anti-Py, sera (Table 4), and then were used to produce MAbs. Most of MAbs were of
the IgM isotype, which seems to be a normal consequence of DNA immunization [40,
41]. These MAbs reacted efficiently with native viral and fusion proteins (Table 5).
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However, their reactivity was different, suggesting that they were directed to different
epitopes on both proteins or had different avidities.

The reactivity of anti-GST-ORF2a and anti-GST-ORF2b protein sera and MAbs
directed to native viral proteins suggested that these two proteins have linear epitopes as
also reported by others [34]. Thus, at least one linear epitope that does not depend on
post-translational modifications is expressed in procaryotic and eucaryotic cells, although
the conformational epitopes cannot be excluded.

In our experimental conditions, all tested antisera and MAbs directed to GP;, and
P,y failed to neutralize viral replication. However, the antisera and MAbs tested in the VN
assay were obtained from animals immunized with individually expressed GST-ORF2a or
GST-ORF2b fusion protein or DNA plasmids encoding separately ORF2a or ORF2b gene
products. Therefore neutralization associated to epitopes generated by protein-protein
complexes as reported in EAV [1, 2] remains to be studied.

In the present work, monospecific antisera raised against E. coli expressed ORF2a
and ORF2b gene products and MAbs directed to GP2, and P2, were used to investigate
protein-protein interactions in PRRSV infected MARC-145 cells and in semi-purified
virions. RIPA experiments showed that proteins with M, of 29-30 kDa and 8 kDa
corresponding to GP2, and Py, respectively could be immunoprecipitated following
incubation with monospecific anti-GST-ORF2a and anti-GST-ORF2b rabbit antisera and
MAUbs (Figs. 3 and 6). Our finding suggest that different forms of ORF2b gene products
are expressed. Heterogeneity of ORF2b gene products has been previously reported in
PRRSV [55] or in EAV infected cells [45] and may be the result of P, degradation.
However, analysis of the ORF2b gene sequence of IAF-Klop strain of PRRSV [19]
showed in the same reading frame, the presence of a second AUG start codon at the ninth
position from the adenine of first ORF2b start codon that could initiate the translation of a
smaller Py, protein product [21]. This may explain the fact that two forms of the P
protein were immunoprecipitated by the same antibody.

Incubation of infected cell lysates with anti-GST-ORF2a rabbit serum seemed to
to show the presence not only of GP2, but also of P, and of N proteins. Interestingly, the
same three proteins were also precipitated by anti-GST-ORF2b rabbit serum (Fig. 7) and
anti-P;, MAbs (Fig. 10C). The co-precipitation of GP2, Py, and N proteins was
unexpected, the presence of N protein may be explained by its possible non-specific link
to protein A [48]. Futhermore, after using an anti-GST-N monospecific serum, the GP2,
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and Py, proteins were also precipitated together with N protein (Fig. 10 A, B). Such
interactions between PRRSV structural proteins (GPs/M, GP3/GP4, N/N) have been
reported by others [18, 27, 54]. In our experiments, monospecific sera directed to GPs or
M protein did not co-precipitate GP/P2w/N complex but precipitated the well-known
heterodimer (GPs/M) that was detected by SDS-PAGE (Fig. 10 A, B, lanes 3 and 5
respectively). In addition, anti-GST-ORF3 or anti-GST-ORF4 serum also failed to co-
precipitate GP2,/P2y/N complex but their mutual interaction (GP; vs GPs) has been
observed (Fig. 10D, lanes 2 and 4).

Interaction between N protein and PRRSV envelope proteins had not been
previously reported. However, a recent analysis of the PRRSV N protein structure by
crystallography indicated that N protein exists as a tight dimer forming a four-stranded $
sheet floor superposed by two long o helices and flanked by two N- and two C- terminal
o helices; this suggested that the latter helices would be on the surface of the
nucleocapsid and that they would likely interact with the cytoplasmic parts of envelope
proteins [11]. Ropp and co-workers [42] suggested that the difference in reactivities
between conserved nucleocapsids and the large anti-N MADb panel may be to due to an as-
yet-uncharacterized interaction of nucleocapsid with another viral protein or viral RNA.

The Py protein in all Arteriviruses contains a conserved potential N-
myristoylation site that may facilitate protein-protein interactions by the sequestration of
the myristate group as reported in other viral models such as the human
immunodeficiency virus and the poliovirus [4, 32, 59].

The co-immunoprecipitation of GPz, Py and N proteins did not modify
electrophoretic mobilities of GP,, and Py, proteins, indicating that these interactions are
non-covalent. However, as illustrated in Fig. 10 (A and C), the N/N dimer band was still
seen in samples treated under reducing conditions in the presence of 50 mM DTT. This
band may be attributed to an homodimeric form of N protein that could not be completely
reduced due to the large amounts of radiolabeled proteins that were used in order to
visualize the small quantities of P, protein. This was also observed in a previous study
where after a treatment of extracellular PRRS virions with a high concentration of B-
mercaptoethanol (10% or 142 mM), visible amounts of dimeric N complex were detected
(Fig. 2) [54]).

In the present work, we have demonstrated the expression of recombinant GP2,

and Py, proteins in procaryotic and eucaryotic systems that resulted in the production of
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monospecific sera and MAbs. These immunological tools allowed the observation of the
probable protein interaction between GP,,, P, and N proteins of PRRSV. The presence of

these interactions remain to be confirmed.
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Figure 5 : Profil électrophorétique des protéines recombinantes de fusion GST-
ORF2a et GST-ORF2b et leur réactivité avec un sérum hyperimmun anti-PRRSV

de porc

Fig. 5. Procaryotic expression of PRRSV GP», and Py, recombinant fusion proteins.

Panel A : E. coli bacterial cell lysates were run on 12 % SDS-PAGE after induction with
0.2 mM IPTG at 37°C for 3 h. Lane 1: Crude extract of induced pGEX-4-T-1 transformed
bacterial cells; Lane 2: non-induced pGEX-ORF2b transformed bacterial cells; Lane 3:
induced pGEX-ORF2a transformed BL21(DE3)pLysS cells: Lane 4: induced pGEX-
ORF2b transformed BL21(DE3) Lane 5: Urea-treated and electroeluted purified; GST-
ORF2a fusion protein and Lane 6: GST-ORF2b fusion protein.

Panel B : Reactivity of anti-PRRSV hyperimmune pig serum to GST-ORF2a and GST-
ORF2b fusion proteins by WB. Lanes 1-6 correspond to the same samples as in panel A.
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Figure 6 : Cinétique d’apparition des anticorps anti-GP;, et anti-P,;, chez les porcs

expérimentalement infectés par la souche IAF-Klop du VSSRP

Fig. 6. Kinetcs of pig humoral immune response to PRRSV GP,, and P;, proteins

detected by Western blotting.

A pool of three sera from experimentally infected pigs # 8979, 8983 and 8984 [24] were
collected at various days post-infection (dpi) (0-63 days period) as indicated and tested
against electroeluted GST-ORF2a (A) and GST-ORF2b (B) fusion proteins and purified-
GST control antigen (C). Anti-PRRSV hyperimmune (P +), pre-immune (P -) pig sera,
anti-GST monospecific hyperimmune (M +) and preimmune (M -) mice sera were used as
reference sera to GP,, and to visualize GST protein position respectively. Sample sera
were diluted 1:20 in TBS-SM. However, pig and mouse hyperimmune sera were diluted
1:100 in TBS-SM.

The arrows indicate GST-ORF2a (€—), GST-ORF2b (€) and GST (%) protein

positions. Molecular weight (kDa) markers are also indicated.
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Figure 7 : Réactivité des sérums hyperimmuns anti-GST-ORF2a et anti-GST-

ORF2b de lapins avec les protéines virales natives

Fig.7. Reactivity of anti-GST-ORF2a and anti-ORF2b rabbit sera with native PRRSV
viral proteins detected by RIPA.

PRRSV-infected (lanes 1, 3, 5 and 7) and mock infected (lanes 2, 4 and 6) and [’S}-
methionine radiolabeled MARC-145 cell lysates were incubated in the presence of anti-
GST-ORF2a (lanes 1, 2), and anti-GST-ORF2b (lanes 3, 4) monospecific rabbit sera and
anti-PRRSV (IAF-Klop strain) hyperimmune pig serum (lanes 5, 6 and 7). Immune
complexes were precipitated with protein A-Sepharose beads and analyzed in Tris-tricine
SDS-PAGE. Sample in lane 7 is the same sample in lane 5 but originated from a separate
gel and was exposed during 72 h (rather than 6 days) to visualize clearly PRRSV
structural proteins. Black arrows indicate the positions of visible proteins.

Low range "C-radiolabeled protein markers (Amersham Biosciences) (M,) are shown on
the left (kDA).



79

= ¢t
= ¢‘9
= ¢l
= 0C
= (¢



80

Figure 8 : Test d’immunobuvardage de type Western blot. Réactivité des protéines
recombinantes de fusion GST-ORF2a et GST-ORF2b avec des sérums

hyperimmuns et des anticorps monoclonaux (AcMo) obtenus par immunisation

génétique

Fig. 8. Western blot analysis of the reactivity of PRRSV GP», and/or P, to specific MAbs
and monospecific mice and rabbit antisera developed after DNA immunization with pRc-
ORF2a and pRc-ORF2b recombinant plasmids.

An amount of 2 pg of electroeluted GST-ORF2b (lanes 1-6), and GST-ORF2a (lanes 7-8)
were loaded into each well of a 12 % SDS-PAGE slab and electrotransferred onto a
nitrocellulose membrane.

Rabbit (lane 1) and mouse (lane 3) anti-P,, monospecific sera collected after the fourth
booster immunization or pre-immune sera of the same animals (lanes 2 and 4;
respectively) were used at a dilution of 1:100. MAbs 1G6 (lane 5) and 16C8 (lane 7)
media supernatants directed to Py, and GP»,; respectively (see Table 5) or supernatant
from non-secreting hybridomas were used undiluted (lanes 6 and 8). Bound antibodies
were detected with peroxidase-conjugated anti-rabbit (lanes 1-2) or anti-mouse (lanes 3-
8) IgG diluted 1:2000 (ICN Biochemicals) and 4-chloro-1-naphthol as enzymatic

substrate. Molecular mass markers are indicated in kDa on the left.
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Figure 9 : Test d’immunofluorescence indirecte sur un feuillet de cellules MARC-

145 infectées par la souche IAF-Klop du VSRRP. Réactivité des AcMo anti-GP;, et
anti-PZb

Fig. 9. IIF assay showing immunoreactivity of anti-GP,, and anti-P», MAbs compared to
anti-PRRSV (IAF-Klop strain) hyperimmune pig serum in PRRSV infected MARC-145
cells.

PRRSYV infected (A, C, E, F and H) and Mock-infected (B, D and G) MARC-145 cells
were incubated with neat supernatant of anti-P», MAb 1E10 (A and B), anti-GP,, MAb
16C8 (C and D), and medium supernatant of non-secreting hybridoma as negative control
MAD (E) and as positive control antibody with a dilution of 1:100 of anti-PRRSV (IAF-
Klop strain) hyperimmune pig serum (F and G) and normal pig serum (H). FITC-
conjugated -anti-mouse (A-E) and -anti-porcine (H-G) IgG were used at a dilution of
1:100.
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Figure 10 : Co-immunoprécipitation du complexe de protéines GP;,,P;, et N de la
souche IAF-Klop du VSRRP détectée par le test de RIPA

Fig. 10. Co-immunoprecipitation of a complex of GP2,, P2v, and N proteins of IAF-Klop
strain of PRRSV detected by RIPA.

[S] methionine radiolabeled cell lysates from PRRSV-infected MARC-145 cells were
subjected to a double immunoprecipitation procedure. In a first immunoprecipitation step
of antibody incubation (1st IP-Ab), cell lysates were incubated with anti-GST-ORF2a
(lane 1); anti-GST-ORFS (lane 3); anti-GST-ORF6 (lane 5); or anti-GST-ORF7 (lanes 7
and 7°) monospecific rabbit sera or without serum to allow adsorption to protein A-
Sepharose beads alone (lane 9). In a second immunoprecipitation step of antibody
incubation (2nd IP-Ab), supernatants from the first step as well as from infected cell
lysates (lane 10) were then incubated with anti-PRRSV hyperimmune pig serum (lanes 2,
4, 6, 8 and 10). Immune complexes were solubilized in sample buffer in the presence
(panel A) or absence (panel B) of 50 mM DTT and analyzed in 16,5% Tris-tricine SDS-
PAGE. Sample in lane 7’ is the same sample in Fig. 10A lane 7 but originated from a
separate gel and was exposed during 96 h to visualize the GP2, and the remaining 2N
proteins.

Panel C : Simple RIPA showing the co-immunoprecipitation of GP»,, P2, and N proteins
from semi-purified PRRSV by using two anti-P», MAbs, 1G6 (lane 1) and 4F7 (lane 2).
Immune complexes were solubilized in sample buffer containing 50 mM DTT and
analyzed in 16,5% Tris-tricine SDS-PAGE.

The positions of GP2,, Py, and N proteins are indicated.

Panel D : Simple RIPA showing the co-immunoprecipitation of GP; and GP4 proteins
from PRRSV infected (lanes 2 and 4) or mock infected (lanes 1 and 3) MARC-145 cells
by using anti-GST-ORF4 monospecific serum (lanes 1 and 2) and anti-GST-ORF3
monospecific serum (lanes 3 and 4). The positions of GP; and GP, proteins are indicated.
In Fig. 10A, white arrows indicate the positions of GP2, and remaining 2N and the black
arrow indicates the visible GP»,. In Fig. 10B, white arrows indicate the protein position of
GP,, and 2N.

4 C radiolabeled protein markers 30 to 2.5 kDa mix (M,) and 220 to 14.3 kDa mix (M;2)
(Amersham Biosciences) are shown.
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Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées pour Pamplification par RT-PCR

Table.3. Sequences of the oligonucleotide primers used for RT-PCR

Vect I Pri . s
desti?l;tion Specificity delsring:ation Polarity  Sequence (5°t0’)'
pGEX-4T-1 ORF2a PG2aS + ggatccggatccATGAAATGCGGTCTATGC
PG2aAs - gaatccgaatccTCAgtggtggtggtestaateCCGGG
AGTTCGAAGG
ORF2b PG2bS + ggatceggatccGGATCCgecgecgeccATGGGGT
CTATGCAAAGC
PG2bAs - GaattcgaattcTCAgtggtggtostootogte TAGGA
TCTTCTGTAA
ORF2a PR2aS + geggecgegeggecgegeegecgccATGAAATGGG
pRc/CMV2 GTCTATGCAAAG
PR2aAs - TctagatctagaTCA gtggtegtgetgeteeteCCGGG
AGTTCGAAGGAAAAATTGCCCC
ORF2b PR2bS + geggecgegeggecgegeegecgccATGGGGTCTA
TGCAAAGCCTT
PR2bAs - TctagatctagaTCAgtggtggtggtestegteTAGGA
TCTTCTGTAATTGCTC
pCEP-5h ORF2a PC2aS +
catcaccatcaccatcacggtgacgatgacgataaggat AT
GAAATGGGGTCTATGCAAAG
PC2aAs - CgcggatccgegegeggatcegcgTCACCGGGAGT
TCGAAGGAAAAATTGCCCC
ORF2b PC2bS + catcaccatcaccatcacggigacgaigacgataaggat AT
GGGGTCTATGCAAAGCCTT
PC2bAs - cgeggatccgegegeggatcegcgTCATAGGATCT
TCTGTAATTGCTC
PC2S? + cgeggatecgegegeggatccgegd TGGGGGGTTCT

catcaccatcaccatcacgg

'Lower case residues indicate restriction sites (see Materials and Methods); underlined
capital residues indicate ORF2a and ORF2b specific sequences; double-underlined

residues indicate gcc repeats Kozak motif

Bold italicized residues indicate enterokinase motif dowstream His-Tag sequence; Bold

residues indicate 6 mers-Histidine tag sequence.

2primer PC2S was used in a second round of PCR amplification in order to extend and
introduce BamH1 insertion site at the 5’end of both genes in pCEP-5h vector.
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Tableau 4 : Réponse immune anti-GP,, et anti-P,, des lapins et souris suite 2
Pimmunisation avec les plasmides recombinants codant pour les génes de PORF2a
et PORF2b du VSRRP et avec les protéines recombinantes de fusion GST-ORF2a et
GST-ORF2b

Table 4. Anti-PRRSV GP,, and P,;, immune response of rabbits and mice after
immunization of animals with recombinant plasmids encoding for the ORF2a and ORF2b
genes of PRRSV and with recombinant GST-ORF2a and GST-ORF2b fusion proteins.

,  Serological tests
Route of dose

. . 1
Animal  Antigen inoculation 2 (ug)

ELISA WB HIF RIPA VN

7 4

Mice pRe-ORF2a M 25 4 H- 4 ' nd
pRc-ORF2b M 25 + + + + nd
pRc-CMV2 IM 25 S8 - nd nd nd
GST-ORF2a SC 20 + + + nd -
GST-ORF2b SC 20 + + + nd -

Rabbits b ORF2a M 200 ] +1- i ] )
pRc-ORF2b IM 200 + + - . .
pRc/CMV2 M 200 - - nd nd -
GST-ORF2a SC 50 + + + + -
GST-ORF2b SC 50 + + + + .

' The plasmids were suspended in PBS and mixed with 0.01% SP1017 poloxamer carrier
but recombinant proteins were emulsified in complete Freund’s adjuvant for the first
immunization and the boosting doses were prepared with incomplete Freund’s adjuvant.
2IM, intramuscular; SC, subcutaneous.

* Animals were boosted four times at three-week intervals

* nd, not determined

* indicate a detectable positive reactivity (+)

® indicate undetectable or negative (-) reactivity

7 indicate a weakly detectable reactivity (+/-)



88
WB and ELISA were performed with electroeluted GST-ORF2a and GST-ORF2b
proteins as antigens, whereas VN, IIF and RIPA tests were performed with PRRSV
infected MARC-145 cells. All tests were done as described in material and methods.
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Tableau 5 : Caractéristiques des anticorps monoclonaux (AcMo) dirigés contre les

protéines GP,, et P, de la souche IAF-Klop du VSRRP obtenus aprés immunisation

génétique des souris avec les plasmides recombinats pRc-ORF2a et pRc-ORF2b

Table 5. Characteristics of MAbs directed against GP5, and Py, proteins of IAF-Klop

strain of PRRSV raised after DNA immunization of Balb/c mice with pRc-ORF2a and

pRc-ORF2b plasmids.
MADb Immunoglobulin MAD Reactivity *
designation isotypes
WB ELISA VN IIF RIPA
pRc-ORF2a
16C3 IgM +4° ++ - + +
16C8 IgM ++ ++ ++ +
17D11 IgM -° +H+ - + nd
pRc-ORF2b
1E10 IgM - + nd* ++ nd
1G6 1gG2b + + - ++ ++
3H10 IgM + + - ++ nd
4F7 IgM . + nd +++ -+
5E9 IgM + ++ nd + +
5G9 IgM + + nd ++ nd

® ELISA plates were coated with 100 ng/well of electroeluted GST-ORF2a or GST-
ORF2b. WB and ELISA were performed with electroeluted GST-ORF2a and GST-
ORF2b proteins as antigens, whereas VN, IIF and RIPA tests were performed with
PRRSV infected MARC-145 cells. All tests were done as described in material and

methods.
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® indicate a detectable positive reactivity intensity (+ low, ++ middle, +++ high);

indicate undetectable or negative (-) reactivity; ¢ reactivity was not determined (nd).
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Figure 11 : Expression transitoire de PORF2a et ORF2b du VSRRP dans les cellu les

HEK 293A révélée par immunofluorescence indirecte 72 heures apreés la transfection

Les cellules ont été transfectées avec les plasmides recombinants pCEP-ORF2a (A et D),
PCEP-ORF2b (B) et le plasmide parental de contrdle PCEP-5h (C). Les échantillons sont
incubés avec le sérum hyperimmun de porc anti-VSRRP (A, B et C) et sérum négatif de
porc (D). Les complexes antigénes-anticorps ont été révélés par incubation avec un
conjuqué FITC anti-IgG de porc. La présence de la protéine est détectée dans les cellules
fluorescentes. On y note I'accumulation de GP,, et Py, dans le cytoplasme et dans la

région périnucléaire.
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Figure 12 : Expression eucaryotique du géne de PORF2b du VSRRP dans un feuillet
de cellules HEK-293A transfectées avec le plasmide recombinant pCEP-ORF2b et

révélée par test d’immunobuvardage de type Western blot

La protéine de fusion de I’ORF2b Histag—P,;, a été purifiée sur colone d’affinité HiTrap,
séparée sur gel SDS-polyacrylamide Tris-tricine de 16.5 % et transférée sur membrane de
nitrocellulose. Test d’immunobuvardage : La membrane a été incubée pour la premiére
fois avec un sérum hyperimmun de porc anti-VSRRP (laniére 1) et un sérum négatif de
porc (laniére 2) et une seconde fois avec une solution d’anti-IgG de porc couplée a la
peroxidase. Le marqueur de poids moléculaire standards (M, de polypeptides (Bio-Rad))

est indiqué a gauche.
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3. Discussion générale
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Dans I’étude du VSRRP, beaucoup d’informations ont été accumulées, notamment
concernant I’organisation génomique et la réplication du VSRRP. Une percée importante
a ¢té réalisée dans I’étude des produits de différents ORFs de 3 a 7. Les propriétés des
protéines majeures (GPs, M et N) et mineures (GP; et GP,) ont été déja établies
(Meulenberg ez al., 1995; Mardassi et al., 1996; Gonin et al., 1998; Dea et al., 2000a).
Quelques données fragmentaires sur les protéines de I’ORF2a et de I'ORF2b avaient été
rapportées dans la littérature (Meng et al., 1995b; Morozov et al., 1995; Meulenberg et
Petersen-den Besten, 1996).

Chez le VSRRP, les protéines GP,, et Py, sont peu caractérisées. L'obstacle
principal dans la caractérisation de ces deux protéines était la non disponibilité d'outils
immunologiques. Notre étude fut entreprise dans le but de développer des outils pouvant
permettre la caractérisation des produits de 'ORF2a et I'ORF2b du VSRRP. Dans le
laboratoire du Dr Serge Dea, le géne de I'ORF2 (a et b) avait été cloné préalablement dans
un vecteur d'expression procaryotique. L'étape cruciale de notre projet consistait tout
d'abord a obtenir des protéines recombinantes de 'ORF2a et de I'ORF2b ainsi que des
anitsérums et AcMo dirigés contre ces deux protéines.

La réalisation de cet objectif a fourni des outils précieux pour l'étude de
I'immunobiologie des protéines de I'ORF2a et de 'ORF2b du VSRRP. Dans un premier
temps, on a procédé a I’expression procaryotique de I'ORF2a et 'ORF2b grace au vecteur
recombinant pGEX-ORF2a et pGEX-ORF2b. Les deux protéines s’exprimaient
entiérement sous forme de corps d’inclusions. Ce phénoméne semble étre répandu lors de
l'expression de plusieurs protéines de VSRRP dans différents systémes (Plana Duran ef
al., 1997a; Dea et al., 2000b).

L’expression eucaryotique des deux protéines dans les cellules HEK-293A a été
clairement établie en IFI avec les cellules transfectées en utilisant un sérum hyperimmun
de porc anti-VSRRP (figure 11).

Par test d’immunobuvardage (IB) de type Western blot en présence du sérum
hyperimmun de porc anti-VSRRP, le signal le plus fort était celui contre la protéine de
’ORF2b (figure 12). La protéine de I’ORF2a était faiblement détectée. Les mémes
résultats furent obtenus avec les AcMo dirigés contre la GPa, et la Py, La faible détection
de la protéine de I'ORF2a, la GP2,, fut aussi rapportée par d’autres auteurs (Plana Duran
et al., 1997a; Bautista et al., 1999; Wu et al.,, 2001) et peut s’expliquer par plusieurs

raisons a savoir :1) L’instabilité de cette protéine se traduisant par sa dégradation comme
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dans le cas de 'EAV (de Vries et al., 1995); 2) la variation des épitopes lors de
I’expression individuelle des protéines en I’absence d’autres protéines virales comme il a
été suggéré pour la GPs du EAV en I’absence de la protéine M (Balasuriya et al., 2000);
3) linactivation des épitopes lors du traitement du lysat cellulaire ou de la dénaturation
(Dea et Tijssen, 1989; Plagemann, 2001b). Une autre explication de la faible réactivité de
la protéine GP,, semble étre liée a la faible traduction du géne de I’ORF2a en présence du
geéne de ’ORF2b. Les résultats de Wu ez al.(2001) indiquent qu’en présence du géne de
’ORF2b situé complétement a Iintérieur de Ia séquence du géne de I’ORF2a,
I’expression de la protéine de ’ORF2b est préférentielle. Les auteurs de cette étude
montrérent que I'abrogation du codon d’initiation du géne de I'ORF2b améliorait
I’expression de ’ORF2a.

L’identification sérologique de ces deux protéines (50 kDa pour GST-ORF2a et de
36 kDa pour la GST-ORF2b) (Bautista ef al., 1999; Wu er al., 2001) fut confirmée par
I’épreuve d’immunobuvardage de type Western blot en présence du sérum hyperimmun
de porc infecté par la souche homologue du VSRRP. Ces résultats indiquent que ces deux
protéines comportent des épitopes qui ne dépendent pas de modifications post-
traductionnelles et au moins un de ces épitopes linéaires s’expriment sur les deux
protéines comme I’ont rapporté d’autres investigateurs (Oleksiewicz et al., 2002) dans le
cas de la protéine de la GP,,,

La réactivit¢ du sérum hyperimmun du porc anti-VSRRP dirigée contre les
protéines recombinantes de fusion GST-ORF2a et GST-ORF2b suggére une similarité
antigénique avec les protéines virales natives et démontre que les protéines recombinantes
sont antigéniques.

Etant donné que les informations sur la cinétique de production des anticoprs anti-
GP», et anti-P, chez les animaux infectés sont fragmentaires et peu documentées, nous
avons utilisé les protéines recombinantes de fusion GST-ORF2a et GST-ORF2b afin
d’¢évaluer D’apparition des anticorps spécifiques chez les porcs expérimentalement
infectés. Les résultats de ces expériences montrent que les anticorps dirigés contre la GP,,
et la Py, apparaissent dés le 6°™ jour p.i. et le signal reste stable jusqu’au 63*™ jour p.i..
Ces résultats indiquent que les anticorps contre les deux protéines structurales mineures,
GP2, et Py, apparaissent au méme moment que ceux dirigés contre les protéines
structurales majeures (M, N, GPs) sans discrimination de type de protéines (mineures et

majeures) (Loemba et al., 1996; Cléroux, 2001). Nos résultats révélent une précocité de
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I’apparition des anticorps anti-GP», et anti-P, qui n’avait pas été rapportée auparavant
dans la littérature. Les travaux antérieurs montrent plutdt une réponse tardive (entre le 21
et 56 jours p.i.) dirigée contre ces protéines chez les animaux expérimentalement infectés
(Wu et al., 2001, Oleksiewicz et al., 2002).

Cependant les travaux du groupe de Oleksiewicz et co-auteurs (2002) n’ont pas
testé les échantillons avant le 14°™ jour p.i. pour les anticorps dirigés contre la GP,,. En
ce qui concerne les anticorps dirigés contre la Py, les résultats obtenus suite aux
expériences réalisées par Wu et al. (2001) révelent la présence des anticorps entre le
18*™ et le 21°™ jour p.i. (Wu et al., 2001), mais la haute dilution utilsée (1:100) pourrait
expliquer I’absence de détection des anticorps au 6°™ jour p.i..

Dans une autre étude, les protéines recombinantes procaryotiques (GST-ORF2a et
GST-ORF2b) ainsi que les vecteurs eucaryotiques recombinants pRc-ORF2a et pRc-
ORF2b ont été utilisés pour immuniser les souris et lapins en vue d’obtenir des
antisérums monospécifiques et des AcMo. L’immunisation conventionnelle des souris et
lapins avec les protéines recombinantes de fusion GST-ORF2a et GST-ORF2b a permis
d’obtenir des sérums monospécifiques anti-GST-ORF2a et anti-GST-ORF2b dont la
spécificité fut confirmée dans un test de RIPA. Cependant les hybridomes de souris
obtenus par cette approche d’immunisation en vue de produire des AcMo s’avérent
instables et les résultats n’ont pas été reproductibles d’une expérience a I’autre.

Il est connu que les protéines exprimées dans les cellules procaryotiques ne
subissent pas les mémes modifications post-traductionnelles qui ont lieu dans les cellules
eucaryotiques. L’immunisation génétique peut étre une stratégie alternative pouvant
permettre d’obtenir des protéines ayant subi toutes les modifications post-traductionnelles
appropriées. Ainsi, les sérums obtenus interagiraient spécifiquement avec les épitopes tant
conformationnels que linéaires (Pirzadeh et Dea, 1998; Kwang et al., 1999). Dans la
réalisation de ce projet, I'immunisation génétique des lapins et des souris a permis
d’obtenir des sérums monospécifiques anti-GP,, et anti-P;, détectables en IB et
spécifiques pour les protéines recombinantes GST-ORF2a et GST-ORF2b bien que la
réaction fut faible avec le sérum anti-GP,,.

D’autre part, les sérums monospécifiques de lapin anti-GP,, et anti-P,, obtenus
par immunisation génétique et incubés avec un lysat de cellules infectées par le VSRRP et
marquées 4 la *S-méthionine n’ont matheureusement pas reconnus les protéines virales

natives. Les résultats de séquengage n’ont révélé aucune altération ou mutation des génes
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de ’ORF2a et de I’ORF2b lors de I’amplification par PCR ou durant le clonage.

L’efficacité du promoteur CMV (cytomégalovirus) utilisée dans le plasmide pRc/CMV2 a
été largement rapportée dans la littérature (Dai et al., 2000; Perelygina et al., 2002; Hu et
al., 2004) chez le lapin au cours de I'immunisation génétique. D’ailleurs, les résultats
positifs des sérums de lapins obtenus par immunisation génétique avec les protéines
recombinantes GST-ORF2a et GST-ORF2b confirment cette efficacité. Le manque de
réactivité des sérums de lapins obtenus par imminisation génétique envers les protéines
virales natives n’a été révélé qu’avec les sérums monospécifiques obtenus chez les lapins
suggérant que les protéines de la GP», et Py, exprimées dans les muscles de lapins sont
moins immunogénes (Perelygina et al., 2002) ou elles ont subit des modifications post-
traductionnelles entrainant la variation des épitopes au cours de leur expression
individuelle en I’absence d’autres protéines virales (Balasuriya et al., 2000; Plagemann,
2001b; Uprichard et Knipe, 2003).

Chez les souris, les expériences de fusion de cellulaire ont permis d’obtenir neuf
AcMo dont trois dirigés contre la GP, et six contre la Pyy. 11 est intéressant de noter que
la majorité de ces AcMo était d’isotype IgM. La présence des IgM durant I’immunisation
génétique est rapportée dans la littérature et semble étre une réaction normale (Monzavi-
Karbassi et al., 2003; Puttikhunt et al., 2003). Ces AcMo réagissaient aussi bien avec les
protéines virales natives qu’avec les protéines recombinantes de fusion GST-ORF2a et
GST-ORF2b. Cependant I’intensité des réactions dans différents tests (immunobuvardage
de type Western, ELISA, TFI et RIPA) variait d’un AcMo & un autre. La raison de cette
variation de réactivité reste inconnue d’autant plus que les génes de ’'ORF2a et de
I’ORF2b selon plusieurs de travaux sont stables et subissent peu de mutations chez les
Artérivirus (Meng et al., 1995b; Morozov et al., 1995; Hedges et al., 1996; Wootton et
al., 2000; Wu et al., 2001). 11 est possible que la structure et les fonctions de certains
épitopes sur les deux protéines soient conditionnées par leur intéraction avec d’autres
protéines virales (Doan et Dokland, 2003; Ropp et al., 2004) comme dans le cas des
protéines GPs et M du EAV et du LDV (Balasuriya ef al., 2000; Plagemann, 2001b). En
effet, comme les résultats de la réalisation de ce projet le montrent, les protéines GP2a, P2b
et N semblent interagir aussi bien dans les cellules infectées que dans le virion semi-
purifié. Or les AcMo faisant 1’objet de cette étude ont été obtenus a partir des souris
immunisées avec des ADN codant uniquement pour chacune des deux protéines. Dans
ces conditions, certains épitopes liés & ces possibles interactions ne seront plus
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fonctionnels et peuvent changer la réactivité des AcMo obtenus (Balasuriya ef al., 2000;
Balasuriya et al., 2002; Ropp et al., 2004). Ces résultats peuvent suggérer que ces AcMo
sont dirigés soit contre différents épitopes dont certains pourraient étre altérés durant le
traitement des protéines recombinantes ou des lysats cellulaires ou encore des cellules
fixées en IFI (Harty ef al., 1987; Hwang et Lai, 1993; Weiland ef al., 2000; Plagemann,
2001b), soit encore qu’ils présentaient une faible avidité (Kang ef al., 1998).

Tous les antisérums et AcMo dirigés contre la GP2, et Py, testés, au cours de la
réalisation de projet, n’ont présenté aucune activité neutralisante contre la souche
homologue IAF-Klop du VSRRP. Le manque d’une telle activité n’exclut pas leur
implication dans la réponse immunitaire. Les travaux de Bautista ef al.(1999) ont montré
qu’a la méme concentration, I’implication de la GP, dans la prolifération des
lymphocytesT serait équivalente & celle induite par la GPs.

Au cours de la réalisation de ce projet, les sérums monospécifiques anti-GST-
ORF2a et anti-GST-ORF2b de lapin ainsi que les AcMo dirigés contre la P2, ont été
utilisés en vue d’examiner de possibles interactions entre la GP2, et Py, avec d’autres
protéines du VSRRP. L’incubation du lysat cellulaire infecté par le virus homologue avec
des antisérums anti-GST-ORF2a et anti-GST-ORF2b ou des AcMo dirigés contre la Py,
entraine I'immunoprécipitation d’une protéine de 29 kDa et de 8 kDa respectivement. En
présence d’un antisérum ou d’un AcMo anti-P2,, on observe une bande supplémentaire de
6,5 kDa. Ce produit pourrait étre le résultat de la dégradation de la protéine Pap.
L’hétérogénéité de la protéine Py (homologue de la protéine E chez PEAV) a été
rapportée par d’autres investigateurs chez le VSRRP (Wu ef al., 2001) ainsi que chez
I’EAV (Snijder et al., 1999). D’autre part, I’AcMo dirigé contre la Py, tout comme le
sérum anti-GST-ORF2b précipitait une protéine de 15 kDa correspondant a celle de la
protéine N de la nucléocapside. La précipitation de la protéine N pourrait étre attribuce a
une liaison non spécifique de celleci avec la protéine A (van Berlo ef al., 1983).
Cependant les résultats obtenus durant la réalisation de ce projet ont montr¢ une
précipitation importante de la protéine N. Les travaux antérieurs rapportent que la
précipitation non spécifique de la protéine N en présence de la protéine A révélée chez
I’EAV (van Berlo ef al., 1983) ne semble pas se produire dans les lysats de cellules
infectées par le VSRRP (Mardassi et al., 1996; Pirzadeh et Dea, 1997).

Des interactions entre les différentes protéines strucuturales du VSRRP ont été
déja mises en évidence entre les protéines GPs/M; GP3/GP4 et N/N (Mardassi ef al., 1996,
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Mardassi et al., 1998; Wootton et Yoo, 2003). La co-précipitation de GP,, et Py, fut
observée dans le test de double immunoprécipitation dans les conditions non-réductrices
et réductrices en présence des antisérums dirigés spécifiquement contre N et Pa,. Les
résultats révélaient aussi une précipitation en faible quantité de la protéine N en présence
de la protéine A. Mais en présence d’un antisérum anti-GST-N ou d’un AcMo anti-Py, ce
taux de précipitation était plus élevé et s’accompagnait au méme moment de la co-
précipitation de la GPy, et la Py, L’incubation du lysat cellulaire infecté par le VSRRP
avec un sérum anti-GST-N entraine en dehors de la bande de la protéine N, I’apparition
d’une autre bande d’environ 12 kDa dont la nature et le rdle restent & déterminer. La
présence de cette bande a été aussi mise en évidence par d’autres auteurs (Mardassi et al.,
1996).

Cependant, en présence des antisérums dirigés contre GPs, M, GP; et GP4, la co-
précipitation du trimére GP,4/P2/N n’était pas observée et c’était plut6t ’hétérodimere
GPs/M ou GP3/GP4 qui était immunoprécipité en présence des anti-sérums anti-GPs et M
ou anti-GP; et anti-GP4 respectivement. En IFL, I’incubation du lysat de cellules 293
transfectées avec le plasmide recombinant pCEP codant pour la protéine de ’ORF7 (N)
avec un sérum anti-GST-ORF2a, anti-GST-ORF2b ou des AcMo dirigés contre la GP»,
ou la Py n’a révelé aucune fluorescence spécifique. Cependant celle-ci était intense en
présence du sérum anti-GST-N. L’ immunoprécipitation suivie d’un test d’IB n’a non plus
révélé la présence de la protéine N en présence du sérum anti-GST-ORF2a, anti-GST-
ORF2b ou des AcMo dirigés contre les protéines GP»; et Pyp. Ces résultats semblent
mettre en évidence les interactions de la protéine N observée au cours des tests de RIPA.

La protéine N semble interagir précocement avec la protéine M avant que cette
derniére ne s’associe a la GPs (Mardassi, 1996) bien que cette interaction n’apparaisse
que lorsque les conditions peu astringentes ou douces de dissociation des protéines virales
sont appliquées. Les travaux récents (Doan et Dokland, 2003) suggérent que les feuillets
a2 situés a la surface de la protéine N soient impliqués dans des interactions avec les
parties cytoplasmiques des protéines associées a I’enveloppe. D’autres auteurs (Ropp et
al., 2004) attribuent la diversité de réactivité des AcMo dirigés contre la protéine N a
’interaction, non caractérisée jusqu’a ce jour de celle-ci, avec les protéines virales ou
I’ARN.

Les résultats obtenus semblent montré que les deux protéines GP2, et Pap
interagissent avec la protéine N et que ces intéractions peuvent étre de nature non-
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covalente car la mobilité des deux protéines n’est pas modifiée durant la migration sur gel

de polyacrylamide SDS-Tris-tricine dans les conditions réductrices et non réductrices.
Des travaux récents évoquent aussi la possibilité d’une interaction non-covalente entre la
protéine E du EAV, homologue de la P;, du VSRRP et le trimére GP2y/GP3/GP;4
(Wieringa et al., 2003b). L’interaction de la protéine N avec les protéines GP», et Py
pourrait étre probablement assurée par les extrémités basiques (Faaberg et Plagemann,
1995; Rowland et Yoo, 2003). Ces interactions protéine-protéines de méme que les
épitopes résultant de ces interactions pourraient jouer un rdle important dans
1’immunobiologie des protéines structurales du virus d’autant plus que I’inactivation du
codon d’initiation de la GPy et E chez ’EAV entraine la formation des particules virales
non-infectieuses (Snijder et al., 1999; Wieringa et al., 2003b).

11 est important de noter que la protéine Py, de tous les Artérivirus contient un site
potentiel de N-myristoylation qui selon plusieurs auteurs (Moscufo et Chow, 1992;
Bouamr ef al., 2003) peut faciliter I’intéraction avec d’autres protéines par séquestration
du groupe myristoyl. Ce phénoméne reste & étre démontré dans le cas du P2, du VSRRPet
d’autres Artérivirus.

Le présent travail a permis de développer des outils nécessaires pour la

caractérisation des protéines structurales mineures GP2, et P2y du VSRRP.
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4. Perspectives

Les résultats présentés dans ce projet ont fourni des outils nécessaires pour la
poursuite de ’étude des deux protéines de I’ORF2 (a et b) et vont permettre de compléter
la caractérisation de ces deux protéines virales du VSRRP. La mise en évidence des
interactions des protéines N, GP,, et P nécessite une étude approfondie afin de
determiner les domaines responsables de ces interactions et le role de ces interactions. La
difficult¢ d’expression de la protéine GP,, dans les cellules transfectées sera
probablement surmontée en faisant des constructions dont le codon d’initiation de la
traduction du géne de ’ORF2b sera inactivé (Wu ef al., 2001). Une attention particuli¢re
devrait étre accordée a la vérification de la fonctionnalité du site de N-myristoylation
(Glycine-2) de la protéine Py, qui peut avoir beaucoup d’implications dans les fonctions
de cette protéine notamment dans les intéractions protéines-protéines. Comme il a été
rapporté pour d’autres modéles de protéines virales telles que la VP4 du poliovirus
(Moscufo et Chow, 1992) et la protéine Gag du virus de I'immunodéficience humaine
(Bouamr et al., 2003), le site de N-myristoylation facilite les intéractions protéines-
protéines. D’autre part, le site de N-myristoylation serait impliqué dans le formation des
particules virales, la reconnaissance du récepteur, la stabilit¢ du virion ainsi que
I’assemblage et le désassemblage du virus (Moscufo et Chow, 1992; Bouamr ef al., 2003;
Jones et Lee, 2004). Les AcMo obtenus contribueront considérablement & mieux évaluer
ces interactions. Cependant pour augmenter la réactivité, la quantité et la concentration
des AcMo produits, il sera préférable de produire les liquides ascites.

Suite aux travaux effectués, plusieurs constructions d’ADN plasmidique
recombinant pour ’ORF2a et PORF2b ont été obtenues. Les travaux récents (Doan et
Dokland, 2003; Rowland ef al., 2003; Rowland et Yoo, 2003; Wootton et Yoo, 2003;
Yoo et al., 2003) qui ont permis une meilleure caractérisation de la protéine N pourront

étre utilisés pour elucider et confirmer la présence et le mécanisme des interactions
N/GP24/Pp,
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