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By definition, to exist, successful viruses
must always be one step ahead

of their host.

Enquist ef al.

Principles of Virology

Les espeéces qui survivent ne sont pas les plus fortes,
ni les plus intelligentes,

mais celles qui s’adaptent le mieux aux changements.
Charles Darwin,

Naturaliste

(1809-1882)

L'Evolution est une adaptation aux conditions
changeantes de I'environnement et non pas un progrés.
Stephen Jay Gould,

Paléontologue

(1941-2002)

L'Evolution, en découvrant un sommet au Monde,

rend le Christ possible, tout comme le Christ,

en donnant un sens au Monde, rend possible I'Evolution.
Pierre-Teilhard de Chardin, sj

Paléontologue

(1881-1955)
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RESUME

Le virus de la maladie de Carré (canine distemper virus, CDV) cause une infection
létale chez le furet caractérisée par une forte immunosuppression. Un des facteurs de
virulence codé par le virus est la protéine V qui a été associée a cette immunosuppression.
Des études précédentes au laboratoire ont démontré qu’en absence de la protéine V du
CDV (CDV-Vko), ce virus ne cause pas une infection létale ni la forte
immunosuppression telles qu’observées avec le virus de type sauvage. De plus, il est
connu que chez le virus de la rougeole (measles virus, MV), un proche parent du CDV, la

protéine V inhibe la réponse des interférons (IFN) au niveau cellulaire.

Nous avons donc émis I’hypothése que la protéine V inhibe 1’induction d’une
réponse antivirale innée appropriée. Pour tester cette hypothése, mon doctorat poursuivait
trois objectifs spécifiques. Dans un premier temps, nous avons visé la comparaison de la
réponse cellulaire en générant un profil de transcription de cytokines de furets infectés
avec le virus de type sauvage ainsi qu’avec le CDV-Vko. D’autre part, j’ai envisagé de
cartographier la région de la protéine V qui est responsable pour son activité, et par la
suite, de caractériser les interactions de la protéine V avec les protéines cellulaires

impliquées dans I’établissement de 1’immunité innée.

Dans le cadre de mon premier objectif, j’ai cloné plusieurs cytokines de furets
impliquées dans différentes voies de la réponse immunitaire. Basé sur ces séquences, j’ai
d’abord développé un essai de RT-PCR semi-quantitatif puis ensuite un essai de RT-PCR
en temps réel. J’ai observé que les furets infectés avec le virus de type sauvage sont
fortement inhibés dans I’induction d’une synthése de cytokines appropriées. Par contre,
les animaux infectés avec des virus atténués, tel que le CDV-Vko, induisent une bonne
synthése de cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire ainsi que dans la réponse
de cellules T de type Tyl et Ty2.

Ensuite, en générant par génétique inverse des virus recombinants portant des

substitutions d’acides aminés dans des régions conservées de la partie N-terminale et C-
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terminale de la protéine V, j’ai observé que la tyrosine en position 110 du domaine N-
terminal, connue pour étre importante chez le MV pour inhiber la signalisation des IFN,
n’est pas requise pour causer une infection létale chez le furet. Par contre, les virus
arborant une mutation dans une des cystéines conservées démontrent un phénotype

atténué similaire au CDV-Vko.

Suite a des essais luciférase in vitro, j’ai découvert que la tyrosine 110 dans la
protéine V du CDV est essentielle pour bloquer la voie de signalisation des IFN de type |
et de type II alors que les mutants cystéines perdent la capacité de bloquer seulement la
transduction cellulaire des IFN de type 1. Pour identifier le mécanisme d’inhibition de
'immunité innée qui corréle avec la virulence du virus, nous avons étudié I’effet des
protéines V mutantes sur ’inhibition de I’activation des promoteurs naturels des genes
induits par les interférons (ISG), Mx1 et ISG54, ainsi que du promoteur naturel médiant
la synthése de ’IFN-B. J’ai observé que les protéines V mutantes au niveau des cystéines
perdent spécifiquement leur capacité a inhiber I’activation du géne Mx1 alors que le
mutant tyrosine garde la méme efficacité que la protéine sauvage a inhiber Pactivation de

la transcription de Mx1.

Ce projet de recherche a permis de mettre en lumiére les mécanismes moléculaires
impliqués dans la pathogenése morbillivirale. De plus, cette étude révéle le role important

Jjoué par la protéine Mx dans le contrdle des infections morbillivirales.

(/‘/X’C(/)aél

Nicholas Svitek Veronika von Messimg,

directrice de recherche

v



REMERCIEMENTS

Cette thése n’aurait pu étre réalisée sans la précieuse aide de ma directrice de
recherche, Veronika von Messling, qui a toujours su tirer le meilleur de moi-méme. Elle
a été une source de stimulation intellectuelle constante et de dépassement de soi. Ces
encouragements & aller de 1’avant avec les nouvelles expériences a effectuer m’ont
toujours réjoui. Son enthousiasme contagieux pour la recherche m’a toujours stimulé et
fasciné. Elle m’a aussi encouragé 4 entreprendre les projets qui m’inspiraient, que ¢a soit
dans le laboratoire ou a I’extérieur du travail, pour la recherche en virologie, la
microbiologie clinique ou la coopération internationale. C’est pourquoi, je veux exprimer
toute ma gratitude envers elle.

J’ai été soutenu tout au long de ce projet par plusieurs autres personnes,
notamment Penny Ann Rudd qui partage ma surface de travail depuis la maitrise et quia
su me donner de bons conseils pendant mon doctorat. Elle a été d’une oreille attentive
lors de ma formation. J’aimerais saluer Frangois Bonami que j’ai cOtoyé durant la
premiére moitié de mon doctorat et qui a su apporter sa touche d’humour. Mes
remerciements vont aussi envers Karola Obojes et Stéphane Pillet sans qui plusieurs
problémes techniques n’auraient été résolus. Je remercie particuli¢rement Stéphane pour
avoir bien voulu s’aventurer dans le texte de ma thése. J’aimerais exprimer ma
reconnaissance envers tous les nouveaux membres du laboratoire qui ont agrandi la
famille et qui ont apporté leur soutien et leur touche d’humour. A mes disciples bien
aimés, Louis-Etienne Bastien et Christophe Goncalves, je veux vous exprimer la joie de
vous avoir cdtoyé et formé. Continuez dans la voie qui vous a été tracée.

J’aimerais finalement remercier tous les membres de ma famille qui m’ont
encouragé et soutenu durant mes études universitaires. Mes remerciements vont
spécialement envers ma mére Marie-Rose Chammah ainsi qu’a celle qui habite mon
ceeur, Farah Gayama, pour sa compréhension, sa patience et son sourire radieux. Merci a
mon ami de longue date, Michel Hecheima, pour ses encouragements. Mes
remerciements vont aussi envers les péres Lucien Coutu, csc et Antoine-Emmanuel, fmj

pour leur soutien et leurs conseils tout au long de ce doctorat.



TABLE DES MATIERES

RESUME ......ooooiiiiiiiiiiiiiiie e iii
REMERCIEMENTS ......omiiiiiiiiiniiii e e, v
TABLE DES MATIERES ...........uoeimiiiiiiiiiiiiiieesieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn vi
TABLE DES ILLUSTRATIONS .........ooouiiiniiniineee oo, viii
LISTE DES ABREVIATIONS ......c..oooviiiiiiiiiiiiiitiieeeeeeeeeeeeeeee e, X
CHAPITRE 1 : REVUE DE LITTERATURE ..............ccoovvvuiiiiiaaaaaanaei.. 1
L Lesmorbillivirus ...............oooiimiiceee e, 2
LIPhylogénie .........ccccoviuniiniiiiiiiii e, 2

1.2 Structure du VIrion .............ooeiiiiiiiiiiiiiin e, 2

1.3 Organisation génomique ..................ccoovveeeneeniinanninnnnn..n, 4

1.4 Fonction sommaire des protéines virales ............................ 6

2. Pathogenése morbillivirale ...........................coooiiiiiii, 9

2.1 Cinétique d’infection ................o.ooeeviuneiniinieniieiiein, 10

2.2 L’ immunoSuppression ..............cecuuviunviuneensennaennennennnnn, 12

2.2.1 Infection des cellules immunitaires ...................... 12

2.2.2 Altération de la réponse de cytokines .................... 13

2.2.3 Impact de I’infection sur les lymphocytes ............... 14
2.2.5 Altération des organes lymphoides ....................... 14

2.3 Mécanismes d’immunoSuppression ................cc.evueevnnennnn. 15

2.3.1 Facteur soluble ................ooeviieiiiiiiiiineinnnnn, 15

2.3.2 Nucléoprotéine ...............oceuviuvinninnenennennennnn, 16

2.3.3 Les glycoprotéines ...............ccoeuveveneneenenninannnnn, 17
234Laprotéine C .......cocuvvivniiniiiniiiiieie e 18

JLaprotéine V.. ..., 20
3Structure de V ..oouiiniii e, 20

32Activité de V ..o 22

3.3 Domaines fonctionnels de la protéine V des morbillivirus ...... 24

4. LInterferom .............oooiiiiiiii e 27

4.1 Signalisation intracellulaire des interférons ........................ 28

5. Modéles d’infection morbillivirale ......................................... 30

vi



5.1 Le furet comme modéle d’immunosuppression morbillivirale ..31

6. Hypothése et objectifsde travail ............................................ 34
CHAPITRE 2 : PUBLICATIONS ......cuotuiiniiieeee e 36
Publication mo. 1 ................o.iiii i 37
Receptor (SLAM [CDI150]) Recognition and the V Protein Sustain
Lymphocyte-Based Invasion of Mucosal Tissue and Lymphatic Organs
MOFBillivirus ............coooiiiiiiiiiiii i 37
Résumé .........oooiiiiiii 38
ADSITACE ..ottt 39
Introduction ............coooiiiiiiiiiiii 40
Materials and methods ...................coooiiiiiiiiiiniiie 43
RESUILS ...oveieniiie e 48
DiSCUSSION .....ivtiitiiiii it 61
Acknowledgments ...............ooeeiiiiiiiiiiiiii e 65
References .........oceuveuiiiniiiiii e, 66
Publication mo. 2 ..................oooiiiii 71

Swift
by a

JEHTOIS (oo, 71
RESUME ... 72
ADSITACE ...ttt 73
Introduction ...........cooeoiiiiiiiiiiiii e, 74
ReSUltS ..o, 76
DISCUSSION ...euivniiiiiiiii i 84
Materials and methods ................ooovviiivieeineiinieeiei, 87
Acknowledgments ...............coeiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 91
ReEferences .........oveuiiuiiiniiiiiiiii e, 92

Publication mo. 3 ...............oooiiiiiiiii e 95

V' Protein-Mediated Block of Mx Transcription is Essential for Morbillivirus

VIrUIENCE ............ccuniiiviiiiniiiiii e, 95
RESUME ..., 96
ADSIFACE ....ovvtiiiii e 97

vii



ReSUMS ..ouiniie e 100
DiSCUSSION ....oivuiiiiiiniiiniin e, 109
Materials and methods ..................oooviviniininin e, 114
Acknowledgments ...............coooiiiiiiiii e, 118
References .......c.oveunviiniiiiiiie e, 119
CHAPITRE 3 : DISCUSSION ........ccuiiuniiieeene e, 124
CONCLUSION ..ottt e e 139
BIBLIOGRAPHIE ........ocoiitiiiiiniiiiiie e e 140
ANNEXE I : SEQUENCE DES GENES DE FURET CLONES .................... 164
ANNEXE II : CONTRIBUTIONS COMPLEMENTAIRES .......ooovvvvveenen, 189

Une infection grippale saisonniére sévére chez le furet corréle avec

une induction réduite d’interféron et une augmentation de

Pinduction d’TL-6 ..........ccoovuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 190
RESUME ..., 191
Un virus de la rougeole chimérique contenant ’enveloppe du virus de la maladie
de Carré (CDV) protége les furets d’un défi létal par le CDV .............. 199
RESUME ..., 200

viii



TABLE DES ILLUSTRATIONS
CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

Figure 1 : Classification phylogénétique des morbillivirus. 3

Figure 2 : Schéma du virion de la rougeole et

organisation génomique des morbillivirus. 5
Figure 3 : Synthése des protéines P, V et C a partir du géne P. 7
Figure 4 : Région conservée dans I’extrémité C-terminale de la protéine V. 21

Figure 5 : Structure de la protéine V du virus SV5 (PIV5) avec un schéma du domaine de

liaison au zinc. 23
Figure 6 : Domaines de liaison 4 STAT1 et STAT2 des protéines P et V. 26
Figure 7 : Récepteurs des IFN de type I et II et voie classique de signalisation JAK-
STAT. 29

CHAPITRE 2 : PUBLICATIONS

Publication no. 1

Figure 1 : Recombinant CDVs. 49
Figure 2 : Virulence and immunosuppressive activity of recombinant

CDVs in ferrets. 52
Figure 3 : Replication of Cko® " and Vko®**" in thymus and

intestinal Peyer's patches. 55
Figure 4 : Cell type specificity of CDV replication and cytokine response. 58
Publication no. 2

Tableau 1 : Comparison of ferret cytokines with the respective canine and feline protein

sequences available in GenBank. 77
Figure 1 : Clinical parameters in animals infected with lethal or non-lethal

CDV strains. 79
Figure 2: Extent and PBMC subtype specificity of lethal and non-lethal

CDV infection. 81
Figure 3 : Comparison of cytokine responses in animals infected with lethal or non-lethal
CDV strains. 83



Tableau 2 : Primer pairs used in the cytokine real-time PCR assays 89
Publication no. 3

Figure 1 : In vitro characterization of P/V mutant viruses. 101
Figure 2 : Virulence assessment of P/V mutant viruses. 103
Figure 3 : The V-unique region of CDV V protein is not required for interferon signalling
blockade. 105
Figure 4 : The Y110H and cysteine mutant CDV fails to control the type I interferon
response. 108
Figure 5 : The V-unique region of CDV V protein is required for Mx1 promoter

activation blockade. 110

CHAPITRE 3 : DISCUSSION

Figure 8 : Voies de signalisation par les mitogen-activated protein kinase (MAPK) par
les IFN de type 1. 133
Figure 9 : Mécanisme d’action de la protéine MxA. 136



LISTE DES ABREVIATIONS

Hg : microgramme

pl : microlitre

aa : acide aminé

ADN : acide désoxyribonucléique

AIDS : Acquired immune deficiency syndrome
AP-1 : activated protein-1

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager

ATCC : American Type Culture Collection

C : Celsius

C255 : cystéine 255

C272 : cystéine 272

CD : cluster of differentiation

cDNA : complementary deoxyribonucleic acid
CDV : canine distemper virus

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
CNS : central nervous system

C-terminal : carboxy-terminal

CTR : control

D : acide aspartique

DMV : dolphin morbillivirus

DTH : delayed type hypersensitivity

EDTA : acide éthyléne diamine tetra acétique
€GFP : enhanced green fluorescent protein

F : protéine de fusion

FACS : Fluorescence-activated cell sorter

Fc : fragment cristallisable

FcyRII : Fc-gamma-receptor II

FITC : fluorescéine isothiocyanate

X1



GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

GAS : interferon gamma activated sequence
GEF : guanine-nucleotide-exchange factors
GTPase : guanosine triphosphatase

H : hémagglutinine

H1 : hinge 1

H2 : hinge 2

HIV : human immunodeficiency virus

IFN : interféron

IFNAR : interferon alpha receptor

IFNGR : interferon gamma receptor

IgG : immunoglobuline G

IgM : immunoglobuline M

IL : interleukine

IPS-1 : interferon promoter stimulator 1

IRF : interferon regulatory factor

ISG : interferon stimulated gene

ISGF3 : interferon-stimulated gene factor 3
ISRE : interferon stimulated response elements
JAK1 : Janus activated kinase 1

kb : kilobase

kDa : kilodalton

L : protéine large

M : protéine de la matrice

MALT : mucosa-associated lymphoid tissue
MDA-5 : melanoma differentiation-associated gene-5
MDCK : Madin-Darby Canine Kidney cells
mg : milligramme

ml : millilitre

mM : millimolaire

MOI : multiplicity of infection

xii



MuV : Mumps virus

MV : measles virus

Mx : orthomyxovirus resistance gene

N : nucléocapside

NDV : New Castle disease virus

NFxB : nuclear factor-kappa-B

ng : nanogramme

NR : nucleoprotein receptor

N-terminal : amino-terminal

P : phosphoprotéine

PAMPs : pathogen-associated molecular patterns
PBMC : peripheral blood mononuclear cells
PBS : phosphate buffered saline

PDV : phocine distemper virus

PE : phycoérythrine

pH: potential hydrogéne

PHA : phytohémagglutinine

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PIVS : parainfluenza virus 5

PKR : protein kinase R

PPRYV : peste-des-petits-ruminants virus

R : arginine

RdRp : RNA dependent RNA polymerase
RIG-I : retinoic acid inducible gene I

RNA : ribonucleic acid

RPV : rinderpest virus

RT-PCR : Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
SARS : severe acute respiratory syndrome
SEM : standard error of the mean

SeV : Sendai virus

SGP : small G-proteins

xiii



SIV : simian immunodeficiency virus
SLAM : signaling lymphocytic activation molecule
SRAS : syndrome respiratoire aigu sévére
STAT : signal transducer and activator of transcription
SVS5 : simian virus 5

TCIDsy : tissue culture 50% infectious dose
TCR : T-cell receptor

TGF : transforming growth factor

Tw : T-helper

TLR : Toll-like receptor

TNF : tumour necrosis factor

Tyk2 : tyrosine kinase 2

U : unité internationale

VHC : virus de I’hépatite C

VIH : virus de I’immunodéficience humaine
VIP : V-interacting proteins

Vko : V knock out

VRE : virus responsive element

VSV : Vesicular stomatitis virus

W : tryptophane

WT : wild type

Y110 : tyrosine 110

Xiv



A ma grand-mére Clarisse

XV



CHAPITRE 1

REVUE DE LA LITTERATURE



1. Les morbillivirus

1.1 Phylogénie

Le virus de la maladie de Carré (canine distemper virus, CDV), fait partie de
Pordre des Mononegavirales, de la famille des Paramyxoviridae, de la sous-famille des
Paramyxovirinae et du genre Morbillivirus (figure 1). On retrouve dans ce genre
plusieurs agents pathogénes de mammiféres dont le virus de la rougeole (measles virus,
MV) infectant les humains et causant & ce jour beaucoup de mortalité chez les enfants
dans les pays en voie de développement (Grais et al. 2007; Moss et Griffin 2006). Parmi
les virus touchant les animaux, on y répertorie le phocine distemper virus (PDV), le
dolphin morbillivirus (DMV), le rinderpest virus (RPV) ou virus de la peste bovine qui
est un important agent pathogéne ayant décimé de nombreux cheptels dans I’histoire de
Iagriculture (Normile 2008) et le virus de la peste-des-petits-ruminants (PPRV). Le
CDV, quant a lui, va infecter plusieurs espéces de 1’ordre Carnivora, dont le chien et le
furet. Il est suggéré que le RPV serait 1’ancétre du MV et du CDV (Norrby et al. 1985) et
que, suite & la domestication des animaux, les humains auraient acquis le MV. Le CDV

aurait émergé plus tard puisqu’il est plus proche du MV que du RPV (Norrby et al. 1985).

1.2 Structure du virion

La particule virale est constituée d’une bicouche lipidique empruntée 2 la cellule
héte qu’elle infecte (Choppin, Scheid, et Mountcastle 1975), dans laquelle sont insérées
les glycoprotéines virales de I’hémagglutinine (H) et de fusion (F) et qui contient la
protéine de la matrice (M) en dessous de sa couche interne (figure 2). Le virion posséde
une forme sphérique ou pléomorphe d’un diamétre de 150-250 nm (ICTVdB 2006). A
Iintérieur du virion se retrouve le complexe ribonucléoprotéique composé de I’ARN

génomique auquel est lié la protéine de la nucléocapside (N), la phosphoprotéine (P) et la



Paramyxoviridae

Paramyxovirinae
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Figure 1. Classification phylogénétique des morbillivirus (adaptée de : Tidona et al.,

1999).

Relation évolutionnaire entre les différents virus de la famille des Paramyxoviridee basé

sur l’alignement de séquence en acides aminés de la nucléocapside et de la

phosphoprotéine. CDV: canine distemper virus ou virus de la maladie de Carré, PDV:

phocine distemper virus, DMV: dolphin morbillivirus, RPV: rinderpest virus ou virus de

la peste bovine.



polymérase virale (L) (Lamb 2001). Ce complexe est suggéré comme étant 1’unité

infectieuse minimale possédant la capacité de transcrire des ARNm viraux in vitro.

1.3 Organisation génomique

Les morbillivirus sont composé d’un génome & ARN simple brin de polarité
négative d’une longueur d’environ 16 kilobases (kb). Dans le cas du MV et du CDV, il
existe plusieurs génotypes du virus mais un seul sérotype pour chacun. Le génome
morbilliviral obéit & la « régle de six » o la taille du génome est obligatoirement un
multiple de six, la protéine de la nucléocapside n’ayant la capacité que de lier six
nucléotides lors des différentes étapes de la réplication virale (Calain et Roux 1993;
Egelman et al. 1989; Kolakofsky et al. 2005). Les extrémités 3’ et 5° du génome
contiennent chacune une région extracistronique conservée qu’on appelle leader et trailer
respectivement. Ces deux régions jouent un rdle essentiel dans le contrdle de la
transcription et de la réplication. Le génome des morbillivirus contient six génes qui
codent pour huit protéines. Tous les génes sont monocistroniques a 1’exception du géne P,
qui code en plus pour deux protéines accessoires, les protéines V et C. La protéine V est
synthétisée par ’ajout d’une guanosine non appariée, & un méme site précis, lors de la
transcription de ’ARNm (Cattaneo et al. 1989; Thomas, Lamb, et Paterson 1988) (figure
3). La protéine C quant a elle est codée A partir d’un autre cadre de lecture ouvert présent

dans le géne P.

Au début ainsi qu’a la fin de chaque géne se trouvent des séquences conservées
jouant un réle de régulateur de la transcription. Par ailleurs, il existe entre chaque géne
une région intergénique de trois nucléotides qui contribue aussi au contrdle de la
transcription. La fréquence avec laquelle le complexe de réplication réinitie la synthése de
’ARNm suivant diminue au fur et 4 mesure que la transcription se déroule. Il se trouve
que le géne au début du génome est transcrit en plus grande quantité que le suivant et

donc que le nombre de molécules d’ ARNm produites diminue d’aprés la distance du



A)

Lipid bilayer
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Figure 2. Schéma du virion de la rougeole et organisation génomique des

morbillivirus (Mess et Griffin 2006).

A) Représentation schématique de la particule virale du virus de la rougeole. La bicouche
lipidique est illustrée par les deux traits minces entourant la particule virale. Juste en
dessous se trouve la protéine de la matrice en vert. Insérées aux travers de la bicouche
lipidique sont les protéines d’attachement (H) et de fusion (F). L’ARN génomique se
retrouve enroulé par la nucléocapside (N) en orange, sur lequel sont présentes la
polymérase (L) associée a la phosphoprotéine (P), en rouge et bleu respectivement.

B) Organisation génomique des morbillivirus. Les génes de la nucléocapside (N), de la
phosphoprotéine (P), de la matrice (M), de fusion (F), de I’hémagglutinine (H) et de la
polymérase (L) sont illustrés dans leur position respective. Les carrés blancs représentent
les régions inter-géniques régulatrices et non-traduites du génome ainsi que la région

leader a ’extrémité 3’ et la région frailer & ’extrémité 5° du génome viral.



gene par rapport & l’extrémité 3’ du génome (Cattaneo et al. 1987; Homann,
Hofschneider, et Neubert 1990).

1.4 Fonction sommaire des protéines virales

La protéine N est responsable de I’encapsidation de I’ARN génomique ainsi que
du contrdle de la transcription des ARNm viraux et de la réplication du génome viral
(Blumberg et Kolakofsky 1981; Blumberg, Leppert, et Kolakofsky 1981). Elle joue un
role protecteur de I’ARN génomique rendant cette derniére molécule résistante a 1’action

des ribonucléases.

La protéine P sert comme cofacteur de la polymérase virale (Curran, Marq, et
Kolakofsky 1992) et a été reliée a la propriété du virus d’échapper au systéme
immunitaire de I’h6te en inhibant la voie de signalisation des IFN (Devaux et al. 2007;
Yokota et al. 2008). Elle se retrouve sous forme tétramérique. Elle est requise pour la
synthése d’ARN, ce qui en fait une composante essentielle du complexe de réplication
(Curran 1996; Horikami et al. 1992; Tarbouriech et al. 2000). En effet, c’est la protéine P
qui permet & la protéine L, qui contient a elle seule I’activité catalytique, de lier le
complexe ARN:N (Horikami et al. 1992; Poch et al. 1990).

La protéine M est la protéine la plus abondante dans les particules virales et se
trouve juste en-dessous de la bicouche lipidique (Lamb 2001). Elle a la propriété naturelle
de s’associer aux membranes plasmiques (Faaberg et Peeples 1988; Lamb et Choppin
1977, Nagai, Ogura, et Klenk 1976). Elle est impliquée dans la morphogenése et
’assemblage des virus naissants a la surface intracellulaire de la bicouche lipidique. En
effet, en plus d’avoir la propriété de se lier aux membranes contenant les glycoprotéines
virales, la protéine M a la capacité d’interagir avec les nucléocapsides (Blumberg et al.
1984, Stricker, Mottet, et Roux 1994; Yoshida et al. 1986). De plus, des MV mutants dont
les glycoprotéines ne possédent pas de queue cytoplasmique démontrent une

redistribution cellulaire de leur protéine M (Cathomen, Naim, et Cattaneo 1998). Donc,
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Figure 3. Synthése des protéines P, V et C a partir du géne P.

Le cadre de lecture ouvert de P correspond exactement a la séquence complémentaire du
gene P. L’ARNm de V partage la région 5° avec ’ARNm de P jusqu’au nucléotide 689
ou I’ARN polymérase virale va ajouter, dans environ 50% des transcrits, une guanosine
non appariée changeant la séquence nucléotidique dans la région 3’ de ’ARNm de V et
introduisant un codon stop. L’ARNm de C est synthétisé a partir d’un autre cadre de

lecture ouvert dans le géne P.



I’assemblage de la protéine M 4 la membrane cytoplasmique ou sont présentes les
glycoprotéines virales et sa liaison avec la protéine N seront les forces motrices

permettant au virus de bourgeonner.

Les morbillivirus contiennent deux glycoprotéines de surfaces insérées dans leur
bicouche lipidique (Lamb 2001). Une des deux, la protéine H, une protéine membranaire
glycosylée de type II qui ne s’insére qu’une seule fois dans I’enveloppe virale, médie
attachement viral permettant au virus de se lier au récepteur cellulaire. Chez les
morbillivirus, incluant le MV, le CDV et le virus de la peste bovine, la molécule signaling
lymphocytic activation molecule (SLAM) ou CD150 est le récepteur cellulaire de haute
affinité (Baron 2005; Hahm, Arbour, et Oldstone 2004; Hsu et al. 2001; Navaratnarajah et
al. 2008; Tatsuo et al. 2000; Tatsuo, Ono, et Yanagi 2001; von Messling et al. 2005; von
Messling, Svitek, et Cattaneo 2006). Les souches vaccinales du MV peuvent aussi lier la
molécule CD46 qui est un cofacteur membranaire du complément (Dorig et al. 1993;
Naniche et al. 1993) mais le récepteur sur les cellules épithéliales et neuronales reste a
étre identifié.

La seconde des deux glycoprotéines est la protéine de fusion synthétisée a partir
du gene F. Elle joue un réle essentiel dans la fusion de la particule virale avec la cellule
héte. C’est une glycoprotéine membranaire de type I qui ne s’insére, elle aussi, qu’une
seule fois dans I’enveloppe virale. Elle se retrouve sous forme homotrimérique (Calain et
Roux 1988; Russell, Paterson, et Lamb 1994). Elle est synthétisée comme un précurseur
non fonctionnel (Fo) et est clivée par des protéases cellulaires pour former deux chaines
F, et F; liées par des ponts disulfures (Homma et Tamagawa 1973; Scheid et Choppin
1974; von Messling et al. 2004), dont seulement la sous-unité F; est glycosylée (Alkhatib
et al. 1994). La protéine F doit étre en présence de H pour effectuer la fusion de
’enveloppe virale aux membranes cellulaires (Wild, Malvoisin, et Buckland 1991) qui se

fait 4 la surface cellulaire & pH neutre (Lamb 2001).

Finalement, le géne L va coder pour la polymérase virale ARN-dépendante (RNA
dependent RNA polymerase, RdRp) (Poch et al. 1990). Cette derniére est responsable



autant de la transcription que de la réplication, possédant comme activité enzymatique, la
polymérisation des nucléotides ainsi que I’ajout de la coiffe et de la queue poly-A sur les
ARNm (Bourhis, Canard, et Longhi 2006; Lamb 2001). Des analyses bioinformatiques
ont démontré la présence d’un domaine méthyltransférase dans la région C-terminale de
la protéine (Ferron et al. 2002). La polymérase contient trois domaines conservés I et
IIl) avec des régions charniéres flexibles (hinge (H)1 et H2) entre chaque domaine
(Mcllhatton, Curran, et Rima 1997). Une étude démontre que la déstabilisation du
domaine H1 abolit I’activité de la polymérase alors que la déstabilisation du domaine H2
n’a aucun effet (Duprex, Collins, et Rima 2002). La cinétique de transcription et de
réplication a été bien caractérisée chez le MV et démontre que la synthése des ARNm
viraux se fait de fagon linéaire jusqu’a ce que de nouvelles polymérases virales soient
synthétisées, moment auquel se déroulera I’accumulation des ARNm de fagon
exponentielle (Plumet, Duprex, et Gerlier 2005). C’est I’expression de la protéine N qui
module la transition de la transcription vers la réplication du génome viral (Plumet,
Duprex, et Gerlier 2005).

Les protéines V et C des morbillivirus ne sont pas requises pour la propagation in
vitro mais sont impliquées dans la pathogenése in vivo (Devaux et al. 2008; Radecke et
Billeter 1996; von Messling, Svitek, et Cattaneo 2006). I1 a été suggéré, par ailleurs, que
la protéine C du MV est un facteur d’infectivité (Devaux et Cattaneo 2004). Le réle des

protéines C et V dans I’évasion du virus a la réponse immunitaire sera discuté plus loin.

2. Pathogenése morbillivirale

Le MV et le PPRV vont majoritairement conduire a des infections non létales
(Krakowka 1982; Krakowka, Cockerell, et Koestner 1975; Moss et Griffin 2006; Yanagi,
Takeda, et Ohno 2006). Il en est de méme pour le CDV chez le chien. Par contre, le CDV
chez le furet ainsi que chez des espéces sauvages, ainsi que le PDV et le RPV vont causer
des infections mortelles chez leurs hotes respectifs (Beineke et al. 2009; Heaney, Cosby,
et Barrett 2005; Normile 2008; Stephensen et al. 1997; von Messling et al. 2003). Le MV



et le CDV sont transmis par voie respiratoire, par inhalation d’aérosols ou de virus
présent dans des liquides biologiques (Krakowka, Higgins, et Koestner 1980; Moss et
Griffin 2006).

Tous les morbillivirus vont causer une maladie similaire chez leurs hétes
respectifs. L’infection est caractérisée par une forte fidvre accompagnée de rougeurs
cutanées ainsi que des signes gastro-entériques et respiratoires. Les premiers signes
cliniques peuvent inclure de la déshydratation, de 1’anorexie et une perte de poids
prononcée (Wright et al. 1974). Une premiére fidvre transitoire qui coincidera avec le
début de la leucopénie sera observée dans les sept premiers jours de D’infection
(Krakowka, Higgins, et Koestner 1980). En plus de la forte leucopénie, une inhibition de
la prolifération lymphocytaire ainsi qu’une perte de la réaction d’hypersensibilité de type
retardé débutent une semaine aprés I’infection (Heaney, Cosby, et Barrett 2005;
Kauffman, Bergman, et O'Connor 1982; Krakowka 1982; Moss et Griffin 2006; von
Messling et al. 2003). Cette immunosuppression se développera et sera maintenue chez

les survivants, et ce, bien aprés I’élimination du virus chez 1’héte.

2.1 Cinétique d’infection

Il est suggéré que la primo infection se déroulera 4 partir des cellules immunitaires
présentes dans les tissus épithéliaux et lymphoides nasopharyringés et une premiére
réplication se déroulera dans les tissus lymphoides des voies respiratoires (Iwatsuki et al.
1995; Sakaguchi et al. 1986; Zhu et al. 1997). Grice i la génération de MV et CDV
recombinants exprimant la protéine verte fluorescente (enhanced green fluorescent
protein, eGFP) dans les cellules infectées, il a été possible d’observer séquentiellement la
progression d’une infection morbillivirale (de Swart et al. 2007; von Messling, Milosevic,
et Cattaneo 2004). Dans des furets infectés par un CDVeGFP, les premiéres cellules a étre
infectées sont les cellules de type lymphocytaire. En effet les lymphocytes B et T seront
les premiéres cellules & démontrer de la fluorescence dans les premiéres étapes de

Pinfection, autant avec le CDV qu’avec le MYV, dans les cellules circulant dans le sang
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(von Messling, Milosevic, et Cattaneo 2004; de Swart et al. 2007). Malgré le fait
qu’initialement les monocytes et les macrophages localisés dans 1’épithélium respiratoire
avaient été identifiés comme les premiéres cellules & propager les virus (Appel 1970), les
monocytes et macrophages sont faiblement infectés par le CDV et le MV exprimant la
eGFP (de Swart et al. 2007; von Messling, Milosevic, et Cattaneo 2004; von Messling,
Svitek, et Cattaneo 2006).

On peut observer par la suite la présence d’une forte infection des lymphocytes
dans les ganglions lymphatiques et la rate (von Messling, Milosevic, et Cattaneo 2004).
La conséquence de ces infections résulte en une altération de I’intégrité des organes
lymphoides secondaires. De plus, une forte infection est observée dans les plaques de
Peyer et dans les amygdales, suggérant par le fait méme une interférence avec
Iétablissement d’une immunité mucosale. La premiére virémie favorisera une infection
généralisée de tous les tissus lymphoides incluant la rate, le thymus, les ganglions
lymphatiques, la moelle osseuse, les tissus lymphatiques associés aux muqueuses
(mucosa-associated lymphoid tissue, MALT), ainsi que les cellules monocytaires du
systéme gastro-intestinal et les cellules de Kupffer du foie (Appel 1970; von Messling,
Milosevic, et Cattaneo 2004; Wright et al. 1974).

Les signes cliniques coincident avec le début de 1’infection des tissus épithéliaux.
Une étude récente a démontré qu'un MV ne reconnaissant plus un récepteur épithélial
hypothétique au c6té basolatéral des cellules des voies respiratoires est toujours capable
de produire des signes cliniques comme le virus de type sauvage (Leonard et al. 2008).
Par contre, la reliche du virus de I’hbte est altérée. Ceci confirme que c’est par les
cellules exprimant SLAM que I’infection morbillivirale est initiée. Par la suite, le virus
sera disséminé par les tissus lymphatiques et le sang aux tissus épithéliaux et, dans

certains cas, neuronaux (Beineke et al. 2009; Rudd, Cattaneo, et von Messling 2006).
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2.2 L’immunosuppression

Les morbillivirus sont reconnus pour leurs propriétés immunosuppressives chez
les hdtes qu’ils infectent. L’immunosuppression morbillivirale repose essentiellement sur
leur tropisme leucocytaire. Le prototype des morbillivirus humain, le MV, a causé et
cause toujours des infections amenant une immunosuppression chez les hétes infectés,
principalement dans les pays en voie de développement. Cette immunosuppression ouvre

la porte & d’autres pathogénes, menant 4 des infections secondaires souvent mortelles.

2.2.1 Infection des cellules immunitaires

Le tropisme leucocytaire du CDV repose sur le fait que la protéine H se lie 4 la
molécule CD150 ou SLAM (signalling lymphocyte activation molecule) qui se retrouve
sur les thymocytes immatures, les lymphocytes T mémoires, les lymphocytes B et T
activés, les monocytes et cellules dendritiques matures activées. Il a été démontré que des
virus ne pouvant pas lier SLAM perdent totalement leur capacité a infecter les
lymphocytes et 4 causer une immunosuppression (von Messling, Svitek, et Cattaneo
2006). L’infection des lymphocytes T, frdlant les 60% a partir du jour sept post infection,
est plus importante que ceux des lymphocytes B lors d’une infection par le CDV chez le
furet. Dans le cas du MV, bien que les lymphocytes T soient un site de réplication virale
privilégié, les lymphocytes B démontrent un plus grand taux d’infection. Ceci a été mis
en évidence autant dans des études in vitro (Condack et al. 2007) que dans le modéle
macaque avec des virus exprimant la eGFP (de Swart et al. 2007). Une trés faible
infection, voir nulle, caractérise la lignée cellulaire des monocytes/macrophages lors
d’une infection par ces deux virus. Des études récentes démontrent aussi une infection
significative des cellules dendritiques par le MV, ce qui peut fortement contribuer 3
I’altération de la réponse immunitaire (de Swart et al. 2007; de Witte et al. 2006; Fugier-
Vivier et al. 1997; Grosjean et al. 1997; Hahm, Arbour, et Oldstone 2004). En effet,

puisque SLAM est présent sur les cellules dendritiques matures ainsi que sur les
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monocytes activés, la présentation antigénique pourrait aussi étre affectée (Lan et al.
2005; Tatsuo, Ono, et Yanagi 2001; Yanagi et al. 2002).

2.2.2 Altération de la réponse de cytokines

L’altération de la synthése de cytokines par le MV est bien connue. Des études
démontrent une polarisation de la synthése de cytokines vers une réponse de type T-
auxiliaires (Ty) 2, notamment une régulation  la baisse de 1’interleukine (IL)-12, ainsi
qu’une régulation a la hausse de I'IL-4 et de I’IL-10. Cette derniére est méme maintenue
longtemps aprés I’infection (Carsillo, Klapproth, et Niewiesk 2009; Moss et al. 2002). 11
avait été observé que méme le vaccin du MV, possédant encore quelques propriétés
immunosuppressives, favorise la synthése de 1’'IL-4 ainsi qu’une réduction de I’'TFN-y
chez les personnes vaccinées (Ward et Griffin 1993). De plus, la régulation a la hausse de
’IL-4 est vue chez certains patients et ceci corréle avec 1’inhibition de la prolifération
lymphocytaire puisque les cellules recouvrent leur capacité mitogénique suite 3 la
neutralisation de I’IL-4 (Griffin et Ward 1993). Des chercheurs ont remarqué que I’'TL-12
provenant des monocytes était régulée a la baisse lorsque ceux-ci étaient infectés avec le
MV (Karp et al. 1996). Les auteurs suggeérent que cet effet est le résultat de la liaison du
MV avec la molécule CD46. Bien qu’en général, ce sont les souches vaccinales qui ont la
propriété de lier la molécule CD46, des isolats cliniques du MV ont aussi démontré la
capacité de s’y lier (Manchester et al. 2000). Plus récemment, une étude effectuée chez
des patients atteints d’une infection naturelle au MV démontre que ceux-ci présentent une
production d’IL-12 altérée comparativement a des personnes saines (Atabani et al. 2001).
Par ailleurs, dans une étude effectuée chez un autre groupe de patients, une augmentation
de I'IL-10 est mesurée pendant et aprés I’infection (Moss et al. 2002). L’augmentation de
Ccette cytokine pourrait expliquer en partie plusieurs manifestations de
I'immunosuppression morbillivirale. En effet, la suppression de la réaction
d’hypersensibilité de type retardé a été attribuée a 1’TL-10 (Powrie, Menon, et Coffman
1993; Rivas et Ullrich 1992). De plus, il a clairement été démontré que cette cytokine
contribue & Iinhibition de la prolifération des lymphocytes T (Taga, Mostowski, et
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Tosato 1993; Taga et Tosato 1992). D’autre part, une augmentation de I’IL-10 corréle
avec une augmentation de I’incidence d’infections, ce qui pourrait expliquer les infections
secondaires suite a une infection par le MV (Oswald et al. 1992; Steinhauser et al. 1999;
van der Poll et al. 1996). Une caractérisation moléculaire de I’interaction du MV avec les
cellules dendritiques, dans un modéle murin d’infection morbillivirale, explique que la
diminution de I’TL-12 est le résultat de I’interaction du virus avec la molécule SLAM et
d’une signalisation cellulaire défectueuse du Toll-like receptor (TLR)-4 (Hahm, Cho, et
Oldstone 2007).

2.2.3 Impact de Pinfection sur les lymphocytes

Une des caractéristiques communes des morbillivirus est la leucopénie observée
aprés la premiére semaine d’infection (Baron et al. 2005; Nahmias et al. 1967; Okada et
al. 2000; von Messling et al. 2003; Yamanouchi et al. 1974). Pour expliquer cet effet,
plusieurs hypothéses ont été émises qui ne sont pas mutuellement exclusives. La
destruction sélective des lymphocytes, I’arrét de la division cellulaire et de la genése de
nouvelles cellules, ainsi qu’une redistribution des cellules immunitaires dans les organes
infectés ont été énoncés (Pillet et von Messling 2009; Schnorr et al. 1997). 11 est aussi
connu que les lymphocytes isolés des hétes infectés par les morbillivirus ne répondent pas
a une stimulation mitogénique et perdent toute capacité a proliférer (Heaney, Barrett, et
Cosby 2002; Heaney, Cosby, et Barrett 2005; von Messling et al. 2003; von Messling,
Svitek, et Cattaneo 2006).

2.2.5 Altération des organes lymphoides

Une infection par le CDV va causer des altérations macroscopiques dans plusieurs
tissus lymphoides (Beineke et al. 2009). En effet, une hypertrophie des ganglions
lymphatiques, une diminution de la taille du thymus ainsi qu’une déplétion du MALT

sont observés chez les animaux infectés. Au niveau microscopique, les Iésions sont
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caractérisées par une déplétion du compartiment des lymphocytes T et B dans la rate,
dans des ganglions lymphatiques ainsi que dans des amygdales. Une augmentation de la
formation de syncytia et de la mort des cellules du systéme immunitaire est observé dans
les follicules lymphoides (Iwatsuki et al. 1995). Ceci meéne 4 une perte compléte des
follicules secondaires chez les chiens infectés (Iwatsuki et al. 1995; Jacoby et Griesemer
1970; Krakowka et Koestner 1977). Il y a une forte corrélation entre la déplétion des
tissus lymphoides et de la quantité d’antigéne du CDV présent dans les tissus (Kumagai et
al. 2004; Wunschmann et al. 1999). Bien que les différentes sous-populations
lymphocytaires et monocytaires peuvent étre infectées par le CDV, les cellules
démontrant une plus grande susceptibilité 4 I’infection sont les cellules CD4 positives (+)
(Iwatsuki et al. 1995). En effet, I’infection méne 2 la déplétion des cellules CD4+ dans
les organes lymphoides d’une fagon plus prononcée et plus précoce que pour les cellules
CD8+ (Wunschmann, Kremmer, et Baumgartner 2000).

2.3 Mécanismes d’immunosuppression

2.3.1 Facteur soluble

Il a été suggéré que la sécrétion d’un facteur soluble a partir des cellules infectées
pouvait contribuer 4 I’immunosuppression. En effet, un groupe de chercheurs a remarqué
qu’une population de lymphocytes infectées avec aussi peu qu’une particule virale par
2x10° lymphocytes T ne répond plus 4 une stimulation par un antigéne spécifique a cette
population (Fujinami et al. 1998; Sun et al. 1998). Ils ont émis I’hypothése qu’un facteur
soluble, soit d’origine virale ou cellulaire, devait &tre sécrété par les cellules infectées et
inhiber par 13, toute la population cellulaire. Pour vérifier cette affirmation, ils ont
démontré que le surnageant provenant de lymphocytes infectés avec une faible quantité
de virus pouvait inhiber la prolifération d’une population lymphocytaire suite 3 une
stimulation. Cette suppression de ’activation lymphocytaire n’était pas dépendante de la
présence de virus infectieux (Sun et al. 1998) et était sensible & une température de plus

de 56 degrés Celsius (C). Le poids moléculaire de ce facteur a été estimé a plus de 100
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kDa grace a I’utilisation de filtre d’exclusion. Par ailleurs, il est clair que le facteur
soluble n’est pas I’IL-10 ni le transforming growth factor (TGF)-B, deux cytokines
immunosuppressives, car I’effet inhibiteur du surnageant provenant de cellules infectées
n’était pas altéré en présence d’anticorps contre ces deux protéines. Cette équipe a
effectué des expériences similaires avec des lymphocytes B (Fujinami et al. 1998). Par
contre, I’effet sur les cellules B était moins puissant. Une étude a démontré que le MV
libére un facteur soluble, d’identité inconnue, qui inhibe spécifiquement les cellules B
sans altérer leur profil d’expression de cytokines ni leurs molécules de surface (Wang et
al. 2003).

2.3.2 Nucléoprotéine

La protéine N du MV a la capacité de se lier aux cellules épithéliales thymiques
ainsi qu’aux lymphocytes T. Ceci & pour effet d’inhiber la prolifération lymphocytaire,
contribuant ainsi 4 I’immunosuppression globale. En effet, lorsque les cellules thymiques
¢pithéliales infectées par le MV entrent en apoptose, celles-ci relachent dans le milieu
environnant la protéine N qui ira se lier sur les récepteurs a nucléoprotéine (nucleoprotein
receptor, NR) (Laine et al. 2003). Ce récepteur putatif posséde la capacité de lier aussi les
protéines N d’autres morbillivirus. Une liaison de la protéine N sur les récepteurs Fc pour
les immunoglobulines G (IgG) de type II (FcyRIl, CD32) induisant une suppression de la
réponse inflammatoire a été démontrée dans un modéle murin (Laine et al. 2005). Dans ce
modéle, on observe plus particulirement une inhibition de la prolifération des
lymphocytes T CD8+ ainsi qu’une diminution de la production de I’'IL—12 par les cellules
dendritiques suite 4 I’injection de grandes quantités de protéine N. Cet effet a par la suite
¢té observé in vitro ou la protéine N inhibe la production d’IL-12 par les cellules
dendritiques activées ainsi que la production d’anticorps par les lymphocytes B (Marie et
al. 2001; Kerdiles et al. 2006). Deux études mettent en lumiére une capacité de la protéine
N a inhiber la production d’Ig par les lymphocytes B (Marie et al. 2001; Ravanel et al.
1997). Une étude plus détaillée démontre que la région N-fail (acides aminés 401-525) est

la région responsable de la liaison sur le récepteur NR qui induit un arrét du cycle
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cellulaire en phase GO/G1. Plus spécifiquement, c’est la région conservée chez les
morbillivirus, entre les acides aminés 401 et 420, qui est responsable pour la liaison sur le
récepteur NR et de ce fait, pour I’arrét du cycle cellulaire. La région N-core (acides
aminés 1-400), quant a elle, induit I’activation de la caspase 3 lorsque cette premiére est
liée sur le récepteur FcyRIIB1 (Laine et al. 2005), une iso-forme du récepteur, ce qui
régule a la baisse ’activité des cellules B (Malbec, Fridman, et Daeron 1999). Bien que
ces résultats suggérent ’existence d’un mécanisme d’immunosuppression supplémentaire
pour le MV, la concentration de protéine N utilisée dans ces expériences met en question

P'importance d’un tel effet dans le contexte d’une infection naturelle.

2.3.3 Les glycoprotéines

Il a ét€ suggéré que les glycoprotéines de surface du virus pouvaient induire une
inhibition de I’activité lymphocytaire. Cette suggestion est basée sur I’observation selon
laquelle des lymphocytes cultivés in vitro ne répondent plus a un mitogéne lorsqu’ils sont
cocultivés avec le MV alors que, cette anergie n’est plus présente dans les cellules
infectées avec un virus recombinant portant la glycoprotéine du virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) a la place de F et H (Schlender et al. 1996). La coexpression de F et H
semble induire une plus forte immunosuppression que lorsque chacune de ces
glycoprotéines est exprimée seule avec la protéine G. Des résultats similaires ont été
reproduits in vivo dans un modéle de rat de coton ou ce virus recombinant n’induisait plus
I’'immunosuppression observée avec le virus de type sauvage (Niewiesk et al. 1997). De
plus, I’immunosuppression observée chez le rat de coton n’est pas due a une réplication
active, suggérant par 13 le rdle direct des glycoprotéines de surface. Par ailleurs, des
cellules exprimant les glycoprotéines de fagon transitoire par transfection,
lorsqu’injectées dans les rats de coton, provoquent aussi I’'immunosuppression observée

avec le virus (Niewiesk et al. 1997).

Un examen plus approfondi a démontré que 1’inhibition de la prolifération des

lymphocytes n’est pas due a I’apoptose ou 4 la présence de facteurs solubles relachés,
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mais bien 4 un arrét du cycle cellulaire en phase G0/G1 (Schnorr et al. 1997; Weidmann,
Fischer et al. 2000). De plus, cette étude a mis en évidence que la glycosylation de ces
protéines n’est pas requise, mais que c’est bien le clivage de la protéine F en ses deux
sous-unités, Fy et F, qui confére la propriété immunosuppressive observée alors que la
fusion médiée par le complexe F/H n’est pas responsable du phénoméne. Ces résultats
suggerent que ce contact direct entre les glycoprotéines et les cellules non-infectées

contribue & I’immunosuppression (Weidmann, Maisner et al. 2000).

Des auteurs ont par la suite tenté de caractériser les voies de signalisation
cellulaires engagées dans 1’anergie des lymphocytes suite au contact des glycoprotéines
du MV. 1l était déja connu qu’une fois inhibés par le MV, les lymphocytes ne répondent
pas a une stimulation par I’'IL-2 (Niewiesk et al. 1999). En étudiant la signalisation du
récepteur de I'IL-2 (IL-2R) dans des lymphocytes T humains ainsi que des cellules
surexprimant I’IL-2R (Kit-225), ils ont découvert que la kinase Akt perd son activation
suite au contact avec le MV (Avota et al. 2001). Ils ont par la suite démontré que
Pexpression d’une forme stable constitutivement active d’Akt empéche la signalisation
induite par les glycoprotéines du MV conduisant a I’anergie des cellules T. Cette méme
¢quipe a montré que le MV interagit avec les radeaux lipidiques et altére par le fait méme
le recrutement de molécules impliquées dans la signalisation des cellules T et I’activation
du récepteur des cellules T (T-cell receptor, TCR) tel que Akt, Vav et la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) p85 (Avota et al. 2004). Une récente étude
démontre que c’est par I’expression de SIP110, une phosphatase lipidique que le MV va
inhiber la molécule PI3K, qui ne sera alors plus disponible pour permettre aux cellules T
de proliférer (Avota, Harms, et Schneider-Schaulies 2006).

2.3.4 La protéine C
La protéine C du MV est synthétisé a partir du géne P d’un codon d’initiation

alternatif de celui utilisé pour la protéine P (Bellini et al. 1985). Elle est impliquée, d’une

part, dans la modulation de la synthése des ARN viraux. En effet, certaines mutations au
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sein de la protéine C, ou I’abolition de son expression dans une souche virale, permettent
une régulation a la hausse de la production d’ARN viral (Reutter et al. 2001; Bankamp,
Fontana et al. 2008). La région conservée entre les acides aminés 46 et 167 de la protéine
est requise pour son activité inhibitrice de la polymérase virale (Bankamp et al. 2005).
Cette propriété de la protéine C lui permet de contribuer dans I’inhibition de la synthése
d’IFN en agissant non pas sur la signalisation qui méne 4 la synthése d’IFN, mais bien en
modulant i la baisse la présence de molécules d’ARN virales inductrices de la production
d’IFN. Ainsi, la protéine C contribuerait & maintenir un équilibre entre le niveau d’ARN
viral requis pour la réplication et un niveau qui ne stimulerait pas trop fortement les

molécules reconnaissant ces ARN viraux (Nakatsu et al. 2008).

D’autre part, la protéine C est aussi impliquée de fagon directe dans I’interférence
avec la réponse immunitaire innée. En effet, la présence de la protéine C est importante
pour la réplication efficace du MV dans les PBMC puisqu’un MV n’exprimant pas C se
réplique & des niveaux moindres que le virus de type sauvage (Shaffer, Bellini, et Rota
2003). Cette diminution de la capacité réplicative du virus est contrée par 1’ajout
d’anticorps neutralisants spécifiques envers les IFN-o et -B (Shaffer, Bellini, et Rota
2003). De plus, la protéine C posséde la capacité d’inhiber la signalisation intracellulaire
des IFN de type I et, & un niveau moindre, de I’IFN-y (Shaffer, Bellini, et Rota 2003). Un
MV n’exprimant pas C (MVAC) démontre une production virale atténuée dans les
cellules humaines A549/hSLAM ayant un systéme d’IFN fonctionnel (Nakatsu et al.
2006) et une synthése d’IFN a la hausse est observée dans ces cellules comparativement
aux cellules infectées avec le MV de type sauvage. Fait intéressant, ’ajout de la protéine
NSI du virus de 'influenza, connue pour interférer avec le systéme IFN, complémente le
défaut de réplication du MVAC dans ces cellules (Nakatsu et al. 2006).

Par ailleurs, 1’importance de la protéine C dans la réplication du virus in vivo a été
démontré puisqu’elle favorise la réplication du MV dans un systéme d’implant de
thymus/foie dans des souris SCID (severe combined immunodeficiency) (Valsamakis et
al. 1998). Le réle de C dans la virulence du MV a été confirmé lors d’une étude chez les

macaques. En effet, les animaux infectés avec le MV défectueux quant 4 I’expression de
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C ne développent pas d’éruptions cutanées et synthétisent plus d’IFN et de cytokines pro-
inflammatoires que le virus de type sauvage (Devaux et al. 2008). Par contre, un CDV
n’exprimant pas de C se propage efficacement dans les tissus lymphoides et épithéliaux et
maintient son phénotype 1étal (von Messling, Svitek, et Cattaneo 2006). Néanmoins, dans
ce modele, la protéine C semble quand méme faciliter les étapes tardives de I’infection
puisqu’un double mutant du CDV n’exprimant ni C ni V est complétement atténué tandis
qu’un CDV muté seulement quant a son expression de V développe des signes cliniques

légers.

3. La protéine V

3.1 Structure de V

Un facteur de virulence commun des morbillivirus est la protéine V. Cette
derniére a été associée de fagon trés étroite 4 I’interférence morbillivirale avec la réponse
immunitaire déclenchée par ces virus. La protéine V est synthétisée a partir du cadre de
lecture ouvert de P par un mécanisme d’édition de ’ARN (figure 3). Une séquence riche
en guanosine et adénosine dans le géne P permet 4 I’ARN polymérase ARN dépendante,
la protéine L, de « bégailler » sur cette séquence et d’insérer une guanosine non appariée
dans ’ARNm naissant. Ceci a pour effet de changer la séquence nucléotidique dans la
région 3’ de la molécule. Ainsi, la protéine V partage sa séquence en acides aminés avec
celle de la protéine P jusqu’a la position 230. Par contre, Ia protéine V contient une région
unique jusqu’a I’acide aminé 299 en position C-terminale, menant a un poids moléculaire
total d’environ 40 kDa. La région C-terminale est conservée a 50% parmi tous les
Paramyxoviridae (Horvath 2004; Lamb 2001). Elle représente une région riche en
cystéines ayant la capacité de lier deux atomes de zinc (figure 4) (Liston et Briedis 1994;
Paterson et al. 1995). Des études récentes ont caractérisé la structure de cette région dans
laquelle un nouveau modéle de liaison au zinc a été défini, modéle qui ne se retrouve pas

dans les protéines cellulaires connues liant le zinc (Li et al. 2006). La figure 5 illustre
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SV5 (PIV5) 169-GFHRREYS..VKVTEWCNPSCS..
Rubéole  168-GCHRREW...VRVFEWCNPICS..
.KCICGECPRVCEQCG-456

Nipah 40G-KGHRREIDMVFIDEWCNPAES

Sendai 316-KGHRREHS . VFIDSWCNPVCS...
Rougeole  230-KGHRREIS..VFIDRWCNPMCS.RCTCGECPRVCEQCR-280

Cbv 230-KGHRREVS.CWIDKWCNPIng

ECTCHQCPVTCSECE-219
SCKCGNCPAKCDQCE-218

KCTCGECPPVCDECR-366

KCFCGECPPTCNECK-280

Figure 4. Région conservée dans ’extrémité C-terminale de la protéine V.

Alignement de plusieurs séquences en acides aminés de la région C-terminale de la

protéine V de différents Paramyxovirus. Les régions conservées sont soulignées,

Ihistidine conservée participant dans la liaison au zinc est en bleu. Les sept cystéines

conservées formant les deux domaines de liaison au zinc sont en rouge. Les nombres

indiquent la position des acides aminés dans les protéines respectives.
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les sept cystéines conservées, formant avec I’histidine en position 171 de la protéine V du
Parainfluenza virus (PIV)5 (anciennement nommé Simian virus (SV)5), les deux

domaines de liaison au zinc.

3.1 Activité de V

Des études in vitro effectuées avec la protéine V de différents paramyxovirus ont
identifié les domaines importants de la protéine qui entrent en jeu dans le contrdle d’une
réponse antivirale innée. Par contre, la stratégie employée et les domaines fonctionnels
varient d’un paramyxovirus 4 ’autre (Fontana, Bankamp, et Rota 2008; Horvath 2004).
Chez les morbillivirus, les études ont principalement été effectuées avec la protéine V du
MYV (Caignard et al. 2009; Caignard et al. 2007; Fontana et al. 2008; Nakatsu et al. 2008,
Ohno et al. 2004; Palosaari et al. 2003; Ramachandran, Parisien, et Horvath 2008;
Takeuchi et al. 2003). Une premiére étude avait d’abord démontré que le MV inhibait la
voie de signalisation des IFN de types I et II, mais sans identifier les protéines virales
impliquées (Yokota et al. 2003). Les auteurs ont démontré que la phosphorylation de Jak1
induite par I'IFN-a est affectée alors que la phosphorylation de Jak1 induite par ’'TFN-y
ne P’est pas. En faisant des études d’immunoprécipitation du récepteur des IFN de type I,
ils ont observé que les protéines accessoires V et C y sont associées. Des études
subséquentes ont démontré que la protéine V inhibait seulement la voie de signalisation
des IFN de type I et non la voie de signalisation de I’IFN de type II. Les protéines
impliquées dans les voies de signalisation, les signal transducers and activators of
transcription (STAT)1 et STAT2, n’étaient pas dégradées mais perdaient leur capacité
d’étre phosphorylées et donc d’étre activées (Takeuchi et al. 2003).

Par contre, il a été observé, dans une autre étude, que la protéine V inhibe la voie
de signalisation cellulaire induite par les IFN de type I et II ainsi que par I'IL-6 (Palosaari
et al. 2003). En effet, les auteurs ont démontré que Ia protéine V du MV se lie a plusieurs
protéines cellulaires qu’ils nommérent les V-interacting proteins (VIP). Par

immunobuvardage de type Western, ils ont mis en évidence que V interagit avec les
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Figure 5. Structure de la protéine V du virus SV5 (PIV5) avec un schéma du
domaine de liaison au zinc (Li et al. 2006).

A) Structure globale de la protéine V du virus SV5 en association avec la molécule
DDBI. La partie N-terminale de la protéine V est colorée en rouge. Le reste de la
protéine, incluant le domaine C-terminal de liaison au zinc, est en gris. Les deux sphéres
oranges représentent les atomes de zinc.

B) Un repliement schématique du domaine de liaison au zinc incluant ’histidine et les
sept cystéines conservées. Cette représentation n’évoque aucune ressemblance avec le

repliement connu de protéines liant le zinc.
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molécules de signalisation de I'IFN, soit STAT1, STAT2 et STATS3. De plus, ils ont
confirmé que V n’inhibe pas la phosphorylation de STAT1 ou STAT2 lorsque ceux-ci
sont stimulés avec I’TFN-o ou I'IFN-y. Par contre, il est clair, d’apres cette étude, qu’il y a
inhibition de la translocation nucléaire de STAT1 et STAT2 suite a la stimulation par
PIFN et que ceci ne dépend pas de la protéine Crm1 impliquée dans Pexport nucléaire.
Cette derniére étude avait été menée dans une lignée cellulaire différente (les cellules
humaines embryonnaires de rein 293 ainsi que les cellules humaines 2fT GH,
contrairement a des cellules HeLa provenant d’un cancer de I’utérus humain pour la
précédente étude), ce qui pourrait expliquer en partie la différence de résultats pour I’'IFN
de type II. De plus, les protéines V utilisées dans ces études provenaient de différentes
souches du MV (Palosaari et al. 2003; Ohno et al. 2004; Takeuchi et al. 2003).

Bien que la principale activité de la protéine V semble é&tre le contrdle de
Iactivation de I'immunité innée, il a été démontré que V joue un réle substantiel dans le
contrble de la synthése des ARN viraux. En effet, dans des cellules infectées avec la
souche vaccinale Edmonston n’exprimant pas la protéine V, une augmentation
considérable de I’ARN des autres protéines virales est observée. Par contre, une souche
sur-exprimant la protéine V diminue I’expression des génes du MV. Il semble méme que
la protéine V coordonne en partie la distribution cellulaire de la protéine N (Tober et al.

1998), ce qui pourrait expliquer I'implication de V dans la synthése des ARN viraux.

3.3 Domaines fonctionnels de la protéine V des morbillivirus

Il a été clairement démontré que la protéine V du MV posséde plusieurs domaines
fonctionnels agissant & différentes étapes dans I’inhibition de la signalisation cellulaire
suite a I’induction d’une réponse IFN. En effet, il est maintenant accepte que la région N-
terminale, qui est partagée avec la protéine P, interagit avec la molécule STATI
(Bankamp, Fontana et al. 2008; Bankamp, Hodge et al. 2008; Caignard et al. 2009;
Devaux et al. 2007; Nakatsu et al. 2008; Ohno et al. 2004; Ramachandran, Parisien, et

Horvath 2008). A I’intérieur de cette région, la tyrosine en position 110 de la protéine est
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importante car une seule mutation remplagant cette tyrosine par une histidine occasionne
une perte compléte de son activité inhibitrice. En effet, une étude a d’abord montré que la
souche vaccinale Edmonston-tag recombinante est sensible 4 I’IFN alors que la souche
originale Edmonston provenant de I’ATCC ou la souche sauvage IC-B ne le sont pas
(Ohno et al. 2004). Or, ils ont remarqué que la seule différence entre les souches
Edmonston-ATCC et Edmonston-tag réside dans la protéine V. Des expériences
d’inhibition de la signalisation de I'IFN avec la luciférase comme géne rapporteur ont
démontré que les acides aminés Y110 et C272 étaient importants pour I’inhibition car une
protéine arborant les deux mutations perd son activité dans les cellules 293. L’expression
de la région N-terminale de la protéine V démontre bien qu’elle est capable, i elle seule,
d’inhiber la transduction du signal, et qu’en mutant la tyrosine 110 pour une histidine, ce
domaine perd son activité. Une étude plus récente démontre que la protéine P du MV
seule posséde également une activité anti-IFN qui a été lide a la tyrosine 110 (Devaux et
al. 2007).

En utilisant un virus n’exprimant plus les protéines accessoires V et C, une
inhibition de la translocation nucléaire ainsi que de la phosphorylation de STAT1 est
encore présente. Cette activité inhibitrice est attribuée a la protéine P, car lorsqu’une
mutation est introduite dans le motif de six acides aminés Y(Y/H)VYDH, conservé parmi
tous les morbillivirus dans la région partagée avec V, sa perte est observée (Devaux et al.
2007). Un réle dans I’inhibition de la signalisation de I'IFN attribué 4 P a aussi été
observé avec le RPV (Nanda et Baron 2006). D’autre part, la région C-terminale a été
ciblée comme étant importante pour 1’inhibition de la signalisation par STAT2 (Caignard
et al. 2009; Ramachandran, Parisien, et Horvath 2008), plus particuliérement 1’acide
aspartique (D) 248. Un groupe de chercheurs ont découvert que les tryptophanes en
position 240 et 250 jouent un réle important dans la liaison de STAT?2 quoiqu’a un niveau
moindre que 1’acide aspartique 248 (figure 6). En effet, lorsque chacun des acides aminés
sont mutés individuellement sur un peptide correspondant a la partie C-terminale de V,la
protéine perd complétement sa capacité de lier STAT2 comparativement au peptide
sauvage alors que sur la forme totale de la protéine, la substitution de ces deux acides

aminés ne génére qu’une atténuation de la liaison & STAT2 quoique pas totalement
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Figure 6. Domaines de liaison 2 STAT1 et STAT?2 des protéines P et V.

Le domaine N-terminal partagé de P et de V est en bleu pale. Le domaine C-terminale de
P est en bleu foncé. La région unique de V est illustrée par les lignes diagonales
bleu/blanc. Les acides aminés important pour la liaison des molécules STATI1 ou STAT2
sont indiqués. Une échelle du nombre d’acides aminés est positionnée au-dessus des

protéines.
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(Caignard et al. 2009). Grice a la génétique inverse permettant la génération de virus
recombinants n’exprimant pas la protéine V, il a été possible d’apprécier son réle dans la
pathogenése in vivo (Devaux et al. 2008; Fukuhara et al. 2002; Kato et al. 1997). Chez
une souche du CDV Iétale pour le furet, lorsque I’expression de V est empéchée par
mutagenese au niveau du génome viral, le virus ne cause qu’une infection atténuée ne
conduisant pas 4 la forte immunosuppression observée avec le virus de type sauvage (von

Messling, Svitek, et Cattaneo 2006).

4. L’interféron

La protéine V exerce son activité immunosuppressive principalement en limitant
ou inhibant complétement I’activation de la réponse immunitaire innée. Une des
premiéres réponses antivirales mises en place est la synthése des IFN de type I. Ceux-ci
incluent I'IFN-B, -5, -¢, -k, -A, -, -1, ainsi que plusieurs sous-type d’IFN-a. (Foster et
Finter 1998; Platanias 2005). Ces derniers sont principalement synthétisés par les
leucocytes, alors que 'IFN-B est synthétisé par toutes les cellules nucléées. La présence
de particules virales dans la cellule est 1’élément déclencheur d’une nouvelle biogenése
d’IFN. Des molécules spécialisées dans la reconnaissance de motifs moléculaires viraux
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), comme I’ARN double brin et le
groupement triphosphate présent dans 1’extrémité 5’ de certaines molécules d’ARN
simple brin génomique viral, vont étre activées et vont initier une cascade d’activation
menant 2 la synthése d’IFN-B. Ces molécules prenant part  la reconnaissance de virus
sont les TLR-3, -7 et -9, ainsi que PKR, MDA-5 et RIG-I (Yoneyama et al. 2004).
Récemment, ces deux derniéres molécules ont fait 1’objet d’intenses études portant sur les
mécanismes d’immunosuppression par la protéine V de paramyxovirus. La région 5’ des
genes IFNA et IFNB contient un domaine de liaison aux IRF appelé virus responsive
element (VRE) (Weidle et Weissmann 1983) qui contient plusieurs séquences GAAANN.
En plus de cette séquence, le promoteur de I'IFN-B contient un site de liaison aux facteurs

de transcription NFkB et Rel (Thanos et Maniatis 1995). La synthése de I’IFN-B
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s’effectue lorsqu’un complexe de NF«kB, d’IRFs et de I’activated protein 1 (AP-1) est
recruté au site VRE du promoteur de I'IFN (Du, Thanos, et Maniatis 1993; Merika et al.
1998; Thanos et Maniatis 1995). Chaque géne IFN-a est contrdlé par un promoteur
spécifique distinct qui régule son expression (Bisat, Raj, et Pitha 1988). Contrairement
I'IFN-B, le promoteur du géne IFNA ne contient pas de séquences de liaison 2 NFxB. Par
contre, sa région promotrice contient plusieurs séquences répétées AANNGAA qui

permettent la liaison des IRFs activés.

4.1 Signalisation intracellulaire des interférons

Une fois que I'TFN- ou -a se lie sur son récepteur (hétérodimére d’IFNARI et
IFNAR2), une cascade de signalisation cellulaire s’initie. Les tyrosine kinases JAK1 et
Tyk2 s’activent par autophosphorylation, recrutant par la suite la molécule STAT2 qui
sera phosphorylée. Cette derniére, une fois activée suite 4 la phosphorylation, recrutera la
molécule STAT] et, une fois phosphorylée, 1’hétérodimére STAT1/ 2 se détachera de la
chaine cytoplasmique du récepteur des IFN de type I pour se retrouver dans le cytoplasme
ou il pourra s’associer avec la molécule IRF9 (p48), formant le complexe Interferon
Stimulated Gene Factor (ISGF)3. Aprés la formation de ce complexe, une translocation
nucléaire se déroule pour permettre & ces facteurs de transcription de se lier aux
promoteurs des genes induits par les IFN (ISG, inferferon stimulated genes), au niveau de
séquences spécifiques, les Interferon Stimulated Response Elements (ISRE). Il y aura a ce
moment synthése de protéines qui possédent une activité antivirale (figure 7). Pour ce qui
en est de 'IFN de type II, 'IFN-y se lie 4 son récepteur composé des sous-unités IFNGR 1
et IFNGR2 ce qui aura pour conséquence d’activer les kinases JAK1 et JAK2. Celles-ci
phosphorylent la molécule STATI qui vont former des homodiméres de STATI, appelés
gamma-activated factor (GAF). Ce complexe ira se lier sur une séquence IFN-y activated

sequence (GAS) dans le promoteur de certains ISG.
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Figure 7. Récepteurs des IFN de type I et II et voie classique de signalisation JAK-
STAT (Platanias 2005).

Tous les interférons de type I lient un récepteur commun. Le récepteur des interférons de
type I est formé d’hétérodiméres IFNAR1 et IFNAR2 qui sont respectivement associés au
Janus activated kinases (JAKs) TYK2 (tyrosine kinase 2) et JAK]1. 1l existe un seul type
d’IFN de type II, ’IFN-y, qui se lie sur un récepteur distinct. Ce dernier est formé des
sous-unités IFNGRI et IFNGR2 qui sont respectivement associées a JAK1 et JAK?2
respectivement. La liaison des IFN de type I active généralement les molécules signal
transducers and activators of transcription (STAT) 1 et 2 qui se lient & I’IFN-regulatory
Jactor (IRF)9 pour former I’JFN stimulated gene factor (ISGF)3. Ce complexe se lie sur
la séquence /FN-stimulated response elements (ISRE). Les IFNs de type I et I induisent
Iactivation d’homodimeres de STAT! qui se lient sur les séquences IFN-y-activated

sequence (GAS). Les séquences consensus ISRE et GAS sont illustrées.
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5. Modéles d’infection morbillivirale

Il existe actuellement plusieurs modéles animaux permettant 1’étude de la
pathogenése morbillivirale et de I’immunosuppression (de Swart 2009; Niewiesk 2009;
Pillet, Svitek, et von Messling 2009; Sellin et Horvat 2009). Par contre, aucun de ces
modéles ne reproduit tous les paramétres d’une infection naturelle par le MV chez
P’humain. Ainsi, chez le macaque rhésus, les signes cliniques de la maladie sont plus
prononceés que chez les singes Cynomolgus bien que, chez les deux espéces, ont rapporte
un taux similaire de réplication virale (Auwaerter et al. 1999; El Mubarak et al. 2007;
McChesney et al. 1997). Néanmoins, ces modéles ne sont pas tout a fait représentatifs de
la pathogenése naturelle du MV, puisque les signes cliniques sont plus discrets (de Swart
2009; Moss et Griffin 2006). Chez le rat de coton, la plupart des souches du MV vont se
répliquer dans les voies respiratoires, alors que seulement certaines souches vont pouvoir
se propager dans les cellules immunitaires. Par contre, ce n’est que ’ARN viral qui a pu
&tre détecté dans ces populations et non des particules virales infectieuses (Niewiesk et al.
1997; Pfeuffer et al. 2003)). Par ailleurs, des lignées de souris transgéniques exprimant les
récepteurs du MV, CD46 et/ou CD150, ont été développées mais ne reproduisent que
certains paramétres d’une infection naturelle. Le modéle de furet, quant a lui, démontre le
déroulement normal d’une infection morbillivirale grave (Pillet, Svitek, et von Messling
2009). D’une part, il reproduit tous les signes cliniques de la maladie (von Messling et al.
2003), ainsi que tous les paramétres classiques de I’'immunosuppression morbillivirale
(Pillet, Svitek, et von Messling 2009). Bien que la sévérité de 1’infection du chien avec le
CDV soit plus représentative d’une infection naturelle au MV, le fait que le furet soit
tellement sensible et qu’il meure d’une infection avec des souches sauvages donne a ce
modele un grand avantage pour identifier les déterminants viraux importants pour la
pathogenése. Par contre, une limitation s’impose dans ce modéle en raison d’une pénurie
importante de réactifs commerciaux pour caractériser I’interaction de 1’héte avec le CDV
(Pillet, Svitek, et von Messling 2009).

Pour ce qui en est des modéles d’immunosuppression, les macaques présentent

beaucoup d’avantages. Des études chez le macaque ont pu démontrer que la réponse
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immunitaire cellulaire, notamment celle des cellules CD8+, est plus importante que la
réponse humorale pour I’élimination du virus chez un héte infecté (Hicks, Sullivan, et
Albrecht 1977; Permar et al. 2004; Permar et al. 2003). Malgré le fait que ce modéle soit
coliteux et pose certains problémes éthiques, il a néanmoins permis I’investigation des
stratégies immunosuppressives du MV, incluant I’altération de la réponse de cytokine et
Iinfection de cellules T mémoires (Devaux et al. 2008; Hoffman et al. 2003; Polack et al.
2002). La propriété immunosuppressive du MV face aux splénocytes ainsi qu’envers les
cellules B et cellules T a été caractérisée chez le rat de coton (Niewiesk et al. 1997;
Niewiesk, Gotzelmann, et ter Meulen 2000; Pfeuffer et al. 2003; Streif et al. 2004).
Encore une fois, ce modéle démontre que 1’élimination du MV est dépendante de I’action
des cellules T, notamment des cellules CD4+ (Niewiesk 2009).

5.1 Le furet comme modéle d’immunosuppression morbillivirale

Le furet avait déja été utilisé comme modéle pour étudier la réponse vaccinale
contre les Morbillivirus. En effet, des études ont été menées chez cet animal pour étudier
et caractériser le lien entre les anticorps maternels et I’administration du vaccin atténué.
Des études ont été menées autant avec le CDV que le MV pour étudier I’immunité contre
des virus atténués ou contre des nouveaux vaccins candidats recombinants (Pillet, Svitek,
et von Messling 2009). Certaines études avaient pour but de déterminer le role des
anticorps maternels dans la protection et la vaccination des animaux (Appel et Harris
1988). Puisque le MV n’infecte que les humains ainsi que certains primates, il était
impératif de développer un modéle animal qui reproduise les signes cliniques d’une
infection morbillivirale. Bien que certains modéles d’infections soient basés sur des
animaux transgéniques exprimant le récepteur du MV, ceci n’illustre pas exactement ce
qui se passe chez I’h6te naturel (Sellin et Horvat 2009). Des modéles utilisant le CDV ont
donc été développés. Le CDV pouvant infecter les chiens, certains groupes ont caractérisé
I'immunosuppression chez cette espéce (Krakowka 1982; Krakowka, Cockerell, et
Koestner 1975; McCullough, Krakowka, et Koestner 1974). Cependant, le fait que les

animaux survivent 4 I’infection fait de ce modéle un mauvais choix pour caractériser la
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pathogenése morbillivirale. Par contre, cette espéce reproduit une caractéristique de
Pinfection de la rougeole chez I’humain, soit 1’immunosuppression prolongée pendant
plusieurs semaines malgré la clairance du virus de I’héte (McCullough, Krakowka, et
Koestner 1974; Schobesberger et al. 2005).

Pour pouvoir caractériser de fagon détaillée I’immunosuppression causée par un
morbillivirus, une souche du CDV a été sélectionnée pour sa capacité 2 induire une forte
immunosuppression et a étre létale chez le furet. Ainsi, une caractérisation fine au niveau
moléculaire devenait possible pour déterminer quelle protéine est importante pour induire
la maladie. Pour ce faire, la souche 5804 a été passée successivement trois fois chez le
furet. Cette nouvelle souche, dénommée 5804P, est fortement virulente chez le furet et est
responsable de la forte immunosuppression caractérisée par une leucopénie, une
inhibition de la prolifération lymphocytaire ainsi que par une perte de la réponse
d’hypersensibilité de type retardé (von Messling et al. 2003). L’infection culmine vers la
nécessité d’une euthanasie des furets qui atteignent les points limites de la maladie entre
12 et 14 jours post-infection. La génération d’un virus recombinant contenant le génome
de la souche 5804P ainsi qu’une unité transcriptionnelle additionnelle menant a
I’expression de la eGFP a permis de caractériser plus en détail la cinétique d’une infection
in vivo (von Messling, Milosevic, et Cattaneo 2004). Comme il a déja été mentionné, la
cinétique d’infection démontre une infection initiale des tissus lymphatiques ou les

lymphocytes T et B sont les premiéres cibles.

Ces observations ont été confirmées récemment chez le macaque avec une souche du MV
recombinante exprimant aussi la eGFP (de Swart 2009; de Swart et al. 2007). On a pu
observer chez le furet que les signes cliniques, dont les rougeurs, coincident avec
Iinvasion des tissus épithéliaux par le virus. Grice a ce modeéle, le réle de la molécule
SLAM dans le tropisme viral a pu clairement étre confirmé puisqu’un virus recombinant
ne reconnaissant plus la molécule SLAM était complétement atténué (von Messling,
Svitek, et Cattaneo 2006). Puisque la souche sauvage était hautement virulente, une
détermination du rdle de certaines protéines virales importantes  pour

I'immunosuppression a pu clairement étre établie. Ainsi, il a été mis en lumiére que la
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protéine V joue un réle clé dans I’immunosuppression puisque une souche virale ne
I’exprimant plus était complétement atténuée (von Messling, Svitek, et Cattaneo 2006).
Une explication ou une conséquence de cette atténuation est la faible infection des
lymphocytes par les virus n’exprimant pas la protéine V comparativement au virus de
type sauvage. Par contre, la protéine C, une autre protéine participant potentiellement 2 la
pathogenése morbillivirale, ne semblait pas requise pour causer la maladie. Des études de
la rougeole chez le macaque ont démontré que des souches virales n’exprimant pas soit la
protéine V, soit la protéine C, étaient atténuées dans leur immunosuppression (Devaux et
al. 2008).
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6. Hypothése et objectifs de travail

Chaque Paramyxovirus a développé un mécanisme particulier pour altérer la
réponse aux IFN. Malgré les données in vitro disponibles sur la protéine V du MV, le rdle
de cette derniére dans I’immunosuppression lors d’une infection chez un héte naturel

reste 4 étre élucidé.

Dans notre laboratoire, un modéle d’infection morbillivirale a été développé basé
sur infection des furets par le CDV. Ce modéle reproduit toutes les caractéristiques
d’une infection morbillivirale telles que les signes gastro-intestinaux et respiratoires, une
forte fiévre et les rougeurs typiques. Une importante immunosuppression caractérisée par
une leucopénie et une inhibition de la prolifération lymphocytaire est aussi observée dans

ce modéle.

Pour déterminer I’'importance de la protéine V dans I’immunosuppression, nous
utilisons la souche CDV 5804P. Les furets infectés par cette souche développent des
signes cliniques  partir du jour sept post-infection et succombent une semaine plus tard.
Par contre, ceux infectés avec une souche mutante défectueuse pour I’expression de la

protéine V (Vko) survivent et ne démontrent pas d’immunosuppression.

Basé sur ces observations et sur des rapports publiés portant sur la protéine V de
virus apparentés, nous avons émis I’hypothése que la protéine V du CDV inhibe
Pinduction d’une réponse antivirale innée appropriée. Afin de tester cette hypothése, mon
projet de doctorat a été divisé en trois objectifs spécifiques :

1) Comparer la réponse cellulaire en générant le profil d’expression de cytokines de
furets infectés avec le virus sauvage et le virus Vko;
2) Cartographier la région de la protéine V responsable pour cette activité;

3) Caractériser les interactions entre la protéine V et I’immunité innée;

Pour répondre & mon premier objectif j’ai entrepris le clonage des cytokines de
furets suivantes : IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-o, IFN-B, IFN-y, et TNF-a..
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Pour quantifier les niveaux de transcription des cytokines pendant I’infection, j’ai
développé un test de RT-PCR semi-quantitatif et par la suite un test de PCR en temps

réel.

Dans le contexte de mon deuxiéme objectif, j’ai généré, par génétique inverse, des
virus portant des substitutions d’acides aminés dans des régions conservées de la partie
N-terminale et C-terminale de la protéine V. J’ai remplacé la cystéine 255 liant le zinc par
une sérine sans changer le cadre de lecture de P. La cystéine 272 a été remplacée par une
arginine pour reproduire une mutation précédemment étudiée chez le MV. Jai aussi
remplacé la tyrosine 110 par une histidine comme cela avait été fait dans les études avec
le MV. La structure publiée de V du virus PIV5 (SV5), un autre Paramyxovirus, a servi
de repére pour le choix des cystéines. J*ai évalué la virulence de ces virus recombinants in

vivo.

Dans le cadre de mon troisiéme objectif, j’ai construit des vecteurs d’expression
eucaryotes codant pour les protéines V sauvage ou portant les mémes mutations choisies
dans mon deuxiéme objectif. Avec ces vecteurs, j’ai mené des études in vitro pour
investiguer le rle de V du CDV dans I’inhibition de la transcription de génes induits par
les IFN. J’ai étudié la capacité de V a inhiber I’activation d’un géne rapporteur (la
luciférase) possédant le promoteur des génes induits par les IFN (ISG), soient ’ISRE ou
une séquence GAS synthétique; ou bien, possédant le promoteur naturel des ISG Mx1 et
ISG54. Jai généré un anticorps contre un peptide de la protéine V pour déterminer, par
immunofluorescence, sa capacité a bloquer la translocation nucléaire des molécules

STAT1 et STAT2 et dans quel compartiment cellulaire la protéine V se retrouve.

Les résultats de ce projet de recherche ont permis de mieux comprendre le
mécanisme fondamental par lequel la protéine V permet au virus d’échapper au systéme
immunitaire. De plus, cette étude contribuera a caractériser le mécanisme sous-jacent de
Iinteraction de la protéine V avec des protéines cellulaires chez les autres

Paramyxovirus.
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RESUME

L’infection expérimentale des furets avec le virus de la maladie de Carré (CDV)
récapitule plusieurs caractéristiques de la rougeole : rougeurs cutanées, forte fidvre,
virémie, diminution de la réponse d’hypersensibilité de type retardé, faible compte
leucocytaire et réduction de la prolifération lymphocytaire. Pour comprendre comment
un morbillivirus envahit son héte et cause une immunosuppression, nous avons geénéré
des CDV incapables soit de reconnaitre un des récepteurs, soit d’exprimer 1’une ou
I’autre ou les deux protéines candidates, V et C, ayant une activité antagoniste des
interférons. Des clones de ces virus exprimant la protéine verte fluorescente ont aussi
été générés. D’étonnantes similarités entre une infection des furets par le CDV et
I'invasion de I’héte par le virus de I'immunodéficience humaine ont été documentées :
premiérement, une réplication massive précoce dans le tissu lymphatique associé au
tube digestif, incluant les plaques de Peyer intestinales, suivie de la vaste infection des
organes lymphatiques, incluant le thymus et les lymphocytes circulants. De plus, les
cellules T ont été sélectivement déplétées. Donc, le CDV prend avantage de la surface
des muqueuses pour I'invasion ainsi que des lymphocytes pour la dissémination
rapide. Un CDV incapable de reconnaitre la molécule d’activation de la signalisation
lymphocytaire (SLAM [CD150], qui est exprimée sur les lymphocytes ainsi que sur
d’autres cellules immunitaires, ne s’est pas propagé. Un CDV défectueux dans
Iexpression de V s’est multiplié avec une efficacité réduite dans les lymphocytes et
n’a pas inhibé 'interféron et I'induction de cytokines. La protéine C a affecté la
sévérité des rougeurs cutanées ainsi que les symptémes digestifs suscités par les CDV
défectueux dans I’expression de V, mais elle n’était pas requise pour I’invasion des
organes lymphatiques. Ces découvertes prouvent formellement que la reconnaissance
de SLAM est nécessaire pour la virulence morbillivirale. Elles révélent aussi comment
deux protéines virales affectent la pathogenése: V soutient I’invasion rapide des
lymphocytes des muqueuses ainsi que des organes lymphatiques, alors que C soutient

les phases subséquentes de I’infection.
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ABSTRACT

Experimental infections of ferrets with canine distemper virus (CDV) recapitulate
many ballmarks of measles: rash, high fever, viremia, depression of delayed-type
hypersensitivity responses, lowered leukocyte counts, and reduced lymphocyte
proliferation activity. To understand how a morbillivirus invades the host and causes
immunosuppression, we generated CDV either unable to recognize one of the
receptors or incapable of expressing either one or both of the candidate interferon
antagonist proteins V and C. Variants of these viruses expressing green fluorescent
protein were also generated. Striking similarities between CDV infection of ferrets
and human immunodeficiency virus host invasion were documented: first, massive
early replication in the gut-associated lymphatic tissue, including intestinal Peyer's
patches, followed by extensive infection of lymphatic organs, including thymus and
circulating lymphocytes. Moreover, T cells were selectively depleted. Thus, CDV
takes advantage of mucosal surfaces for host invasion and lymphocytes for swift
dissemination. A CDV unable to recognize the signaling lymphocytic activation
molecule (SLAM [CD150]) that is expressed in lymphocytes and other immune cells
did not spread. A V-defective CDV multiplied with reduced efficiency in lymphocytes
and did not inhibit the interferon and cytokine responses. Protein C affected the
severity of rash and digestive symptoms elicited by V-defective CDV, but it was
dispensable for the invasion of the lymphatic organs. These findings prove formally
that SLAM recognition is necessary for morbillivirus virulence. They also reveal how
two viral proteins affect pathogenesis: V sustains the swift lymphocyte-based invasion
of mucosal tissue and lymphatic organs, whereas C sustains subsequent infection

phases.

39



INTRODUCTION

Measles virus (MV) infection is a major cause of child mortality that is most
often due to severe suppression of immune responses (Schneider-Schaulies, Klagge,
and ter Meulen 2003; Griffin 2001; Moss, Ota, and Griffin 2004; von Pirquet 1908).
Therefore MV, the human member of the Morbillivirus genus, has been targeted by
the World Health Organization for eradication. Animal morbilliviruses are also
important pathogens; these include a virus that has a major economic impact on
domestic livestock (rinderpest) and one that has a broad and expanding host range in
small carnivores (canine distemper virus [CDV]) (Harder and Osterhaus 1997;
Roelke-Parker et al. 1996). All of these viruses have 16-kb, nonsegmented, negative-
strand RNA genomes with six genes arranged in nonoverlapping transcription units.
One of these genes codes for three proteins, a polymerase cofactor (phosphoprotein
[P]) and two candidate interferon antagonists, V and C. All of the other genes code for

a single product.

The lack of a small animal model has limited studies of morbillivirus
immunosuppression. Mice expressing the two candidate primary MV receptors
membrane cofactor protein (CD46) or signaling lymphocytic activation molecule
(SLAM [CD150]) have been used to study MV host invasion (Mrkic et al. 1998;
Oldstone et al. 1999; Shingai et al. 2005; Welstead et al. 2005), even if no classical
immunosuppression symptoms were reported. Thus, macaques remain the best model
for measles (Auwaerter et al. 1999; Zhu et al. 1997); however, these primates are
expensive and in short supply. Not being in the position of designing a completely
humanized mouse to study measles pathogenesis, we developed reverse genetics for
CDV, a morbillivirus that naturally infects a laboratory animal, the ferret (von
Messling, Milosevic, and Cattaneo 2004; von Messling et al. 2003).

CDV infection of ferrets recapitulates many MV-induced immunosuppression
hallmarks: depression of tuberculin/delayed-type hypersensitivity (DTH) test
responses, lowered leukocyte counts and antibody titers, and reduced in vitro
lymphocyte proliferation activity. CDV-infected ferrets develop rash, high fever, and

viremia and die within 2 to 3 weeks of intranasal inoculation. CDV infection of ferrets
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has consequences similar to those of rinderpest infection of Bovidae (Barrett and
Rossiter 1999) and is more severe than MV infection of humans or other primates,
appearing ideal to characterize pathogenic mechanisms. Studies of the morbilliviruses
have identified three shared candidate pathogenesis determinants: SLAM recognition
(Tatsuo, Ono, and Yanagi 2001) and two candidate interferon antagonist proteins.

The nature of the principal morbillivirus receptor has been contentious: the
ubiquitous regulator of complement activation CD46 can act as a port of cell entry for
MV of the vaccine lineage (Dorig et al. 1993; Naniche et al. 1993), but wild-type as
well as vaccine-lineage MV strains also interact with SLAM (Erlenhoefer et al. 2001;
Hsu et al. 2001; Tatsuo et al. 2000), an immune cell-specific protein. SLAM is
constitutively expressed on immature thymocytes, CD45ROhigh memory T cells, and
a proportion of B cells; it is rapidly induced on a wide range of immune cells,
including T and B cells after activation, and is involved in immune regulation (Cocks
et al. 1995; Sidorenko and Clark 2003; Veillette 2006).

The observations that different morbilliviruses use SLAM as a cellular receptor
(Baron 2005; Tatsuo, Ono, and Yanagi 2001), while human CD46 may interact with
only vaccine-lineage MV (Galbraith et al. 1998), are consistent with a central role for
SLAM in morbillivirus virulence. To generate a CDV incapable of recognizing SLAM
while maintaining entry into epithelial cells, we mutagenized the CDV hemagglutinin
(H), identified residues that sustain SLAM-dependent cell fusion, and combined them
in an infectious CDV c¢cDNA (von Messling et al. 2005). This SLAM-blind
(SLAMblind) CDV infected primary ferret epithelial cells as efficiently as did the
parental wild-type 5804P strain but was incapable of entering ferret peripheral blood
mononuclear cells (PBMC). Here we assay the virulence of the SLAMblind CDV in

ferrets.

Viral pathogenesis is also influenced by intracellular events downstream of
receptor binding, in particular by viral proteins counteracting host innate immune
responses. Morbilliviruses and other members of the subfamily Paramyxovirinae
inhibit interferon signaling using diverse strategies. These strategies always emanate
from the P gene and involve interactions with STAT proteins (Andrejeva et al. 2004;
Garcin et al. 2004; Ohno et al. 2004; Palosaari et al. 2003; Shaffer, Bellini, and Rota

41



2003; Ulane et al. 2005). In certain Paramyxovirinae, the P gene gives rise to many
polypeptides (Lamb 2001) but, in morbilliviruses, P codes for only P, V, and C,
simplifying the analysis of potential virulence determinants. The V and C proteins are
dispensable for viral growth in cultivated cells but necessary for host invasion (Nagai
and Kato 2004). They have multiple functions: for example, the Sendai virus C
protein facilitates particle assembly (Sakaguchi et al. 2005).

To assess the relevance of the V and C proteins for host invasion and
pathogenesis, we produced (by reverse genetics) viruses in which these proteins were
inactivated: C knockout (Cko), V knockout (Vko), and V and C knockout (VCko)
CDV. We here document how the V protein fuels an infection that is lymphocyte
based and blazes through the mucosal tissue and lymphatic organs. The C protein has
a more subtle effect on subsequent infection phases. This work sheds new light on the

role of the proteins previously known as "accessory" for morbillivirus pathogenesis.
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MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses.

VerodogSLAMtag cells (von Messling et al. 2003), primary ferret epithelial
cells (von Messling et al. 2005), and 293 cells (ATCC CRL-1573) were maintained in
Dulbecco's modified Eagle's medium (Invitrogen) with 5% fetal calf serum
(Invitrogen). One mg/ml Zeocin (Invitrogen) was added to the VerodogSLAMtag cells
to maintain selection of canine SLAM expression. Aside from the SLAMblind strain
(von Messling et al. 2005) that was propagated on primary ferret epithelial cells, all

other viruses were grown on VerodogSLAMtag cells.
Generation of recombinant viruses.

The combination of mutations described below and in the legend for Fig. 1A
were introduced in a subcloned P gene fragment flanked by the unique restriction sites
PshAI and Sall and transferred into the 5804P genomic cDNA using these restriction
sites (von Messling et al. 2003). To construct derivatives of Vko and Cko expressing
green fluorescent protein (GFP), the mutated P genes were transferred to the
5804PF“" genomic c¢DNA (von Messling, Milosevic, and Cattanco 2004).
Recombinant viruses were recovered using a reverse genetics system based on B cells
and expanded on VerodogSLAMtag cells basically as outlined previously (von
Messling et al. 2003). Kinetic analyses of virus growth were performed as described
previously (von Messling et al. 2001). To determine viral growth kinetics, cells
(8 x 10°/well) were seeded into six-well plates and infected at a MOI of 0.01 with the
respective viruses. All analyses were performed in duplicate. After 2 h of adsorption,
the inoculum was removed and the cells were washed twice with medium and further
incubated at 32°C. At various times after infection, supernatant and cell-associated
virus were recovered separately and stored at —70°C. The 50% tissue culture

infectious dose (TCIDsp) of the samples was determined in Vero cells.

43



CDV V- and C-specific antisera.

To assess V and C protein expression, we raised (in rabbits) antisera against
two peptides: SAKGWNASKPSERILC, corresponding to amino acids 1 to 16 of the C
protein, and ALRENPPDIEEIQEVSSLRDQT(C), corresponding to amino acids 18 to
39 of the P and V proteins with an added carboxyl-terminal cysteine. Methods for
antibody production and immunoblotting were as described previously (von Messling
et al. 2004). Briefly, cells were infected with the respective viruses, and incubated at
37°C until profound cytopathic effect was observed. For the analysis of cellular
proteins, cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS;
Invitrogen) before adding 100 pl of lysis buffer (150 mM NaCl, 1.0% Triton X-100,
50 mM Tris-HCl, pH 8.0) with complete protease inhibitor (Roche Biochemicals).
After incubation for 20 min at 4°C, the lysates were cleared by centrifugation at 5,000
x g for 15 min at 4°C, and the supernatant was mixed with an equal amount of 2x
Laemmli sample buffer (Bio-Rad) containing 100 mM DTT. Samples were incubated
for 10 min at 95°C, followed by migration on a SDS-15% polyacrylamide gel (Bio-
Rad) and blotting on polyvinylidene difluoride membranes (Millipore). After blocking
with 1% blocking reagent (Roche Biochemicals) overnight, the membranes were
incubated with the antibody recognizing the epitope of interest. Following incubation
with a peroxidase-conjugated secondary antiserum, the membranes were subjected to

enhanced chemiluminescence (ECL) detection (Amersham Pharmacia Biotech).
Animal experiments and assessment of virulence.

Experiments with unvaccinated male ferrets (Mustela putoris Juro) were
performed as described previously (von Messling et al. 2003) and were approved by
the Institutional Animal Care and Use Committee of the Mayo Foundation and the
INRS-Institut Armand Frappier. Prior to infection, animals were vaccinated against
tetanus to allow subsequent assays of the DTH response. Groups of four animals (12
weeks and older) were infected intranasally with 10* the 50% tissue culture infective
dose of each virus. Three parameters of virulence were measured and graded. For rash,
grading was 0 (no rash), 1 (localized rash), 2 (generalized rash), or 3 (extensive rash
with dermatitis). For fever (body temperature above 39°C), grading was a function of

duration: no fever, 0; fever for less than 7 days, 1; fever for 7 days or more, 2; and



fever until sacrifice, 3. For stools, grading was normal, 0; soft, 1; occasional diarrhea,
2; and severe diarrhea, 3. All three parameters had equivalent weight in the virulence
index. The index was calculated by adding the values determined for each parameter

in each animal and dividing the total by 12 (four animals with three parameters).
Assessment of immunosuppressive activity.

Five parameters (leukocyte number, in vitro proliferation activity of
lymphocytes, levels of neutralizing antibodies, viremia, and DTH response) were
analyzed using methods described previously (von Messling et al. 2003). These
parameters were graded on a 0/1/2 scale and given equivalent weights to establish the
immunosuppression index. The index was calculated by the addition of the individual
values and division of the total by 20 (four animals with five parameters). For each
parameter, the maximum grade was defined as that induced by the fully virulent CDV
strain 5804P (von Messling et al. 2003), the intermediate grade reflected the virulence
of the attenuated strain 5804 (von Messling et al. 2003), and the lowest grade

corresponded to no or minimal immunosuppression.

The threshold values used (0, 1, and 2) were as follows: leukocyte number,
always above 5,000/mm’, always above 2,000/mm>, and at least once below
2,000/mm?>,; lymphocyte proliferation activity, always close to initial activity, three or
more values below 80% initial activity, and one or more values below 25% initial
activity; neutralizing antibody titers, above 100 at week 2, above 100 at week 3 or
later, and never above 100; viremia (cell-associated), none, cleared after 3 weeks, and
positive for more than 3 weeks or at death; and DTH response, always positive,

temporarily negative, and negative at death.

Viremia was quantified by measuring the fraction of infected PBMC. PBMC
were separated from erythrocytes in EDTA-treated blood by lysing the red cells in
ACK lysis buffer (150 mM NH,CI, 10 mM KHCOs, 0.01 mM EDTA, pH 7.2 to 7.4),
counted, and cocultivated with VerodogSLAMtag cells in quadruplicates of 10-fold
dilutions. Wells were evaluated for syncytia formation after 3 days, and results were
expressed as tissue culture infectious doses per 10° cells. The remaining cells were
resuspended in RNAlater (QIAGEN, Valencia, CA) and stored at —20°C.
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Fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis and imaging were basically as

described previously (von Messling, Milosevic, and Cattaneo 2004).
Fluorescence-Activated Cell Sorter (FACS) Analysis.

For FACS (Becton Dickinson) analysis, Ficoll gradient centrifugation-purified
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), were incubated with Alexa 647-labeled
monoclonal antibodies against CD3 (sc-20047, Santa Cruz Biotechnology), CD79a
(DAKO), or CD14 (Veterinary Medical Research and Development, Pullman, WA),
or a corresponding isotype control for 1 h then fixed in 1% paraformaldehyde. Alexa
647 and eGFP expression of each sample was assessed by using a FACScan
instrument (Becton Dickinson).

Cytokine mRNA: cloning of cDNAs and quantification.

Since cDNAs from ferret cytokines were not available, to be in the position of
quantifying expression of their mRNAs, we cloned them. For this, oligonucleotide
primers were synthesized based on conserved regions of the homologous canine and
feline genes. These primers were used to reverse transcribe and amplify mRNA from
phytohemagglutinin-stimulated ferret PBMC. The amplified fragments were
sequenced, and other sets of primers entirely homologous to the ferret sequences were
synthesized. The homologous primers were used for semiquantitative reverse

transcription-PCR. The sequences of these primers are available on request.

To quantify changes in cytokine mRNA expression levels, RNA from ferret
PBMC stored at -20°C in RNAlater was isolated using the RNeasy mini kit
(QIAGEN, Valencia, CA) and quantified by UV spectrophotometry. For each time
point, 100 ng RNA was reverse transcribed using an oligo(T) primer and Superscript
RT-HI (Invitrogen, Carlsbad, CA) and the different genes were PCR amplified in a 10-
pl reaction mixture using the respective gene-specific primers in combination with
Tag polymerase (NEB, Ipswich, MA). The melting temperature of all primers was
close to 60°C, allowing the use of a two-step protocol that consisted of a denaturation
step of 2 min at 94°C, followed by 35 cycles between 1 min at 60°C and 10 s at 94°C.
Optical densities of the resulting PCR products were measured after migration in a 1%

agarose gel using the Chemigenius’ XE imaging system and analyzed with the

46



accompanying GeneTools software (Syngene, Frederick, MD). The relative amount of
cytokine mRNA was expressed as the ratio of cytokine to the housekeeping gene
aldolase, and the upregulation of gene expression was calculated as an increase (n-
fold) relative to the cytokine/aldolase ratio of the respective animal prior to infection.
Final values for each cytokine and time point were calculated as the means from two
separate amplifications based on different cDNA syntheses, and a third reaction was

added if the two values differed by more than 15%.
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RESULTS

Recombinant viruses that do not express the candidate interferon antagonists.

We generated recombinant CDV unable to express the V and C proteins, both
encoded by the P gene. V has a cysteine-rich, zinc-binding, RING-finger-type domain
accessed by RNA editing (Fig. 1A) (Cattaneo et al. 1989). C is encoded in an
alternative reading frame accessed by ribosomal frameshifting (Fig. 1A) (Bellini et al.
1985). We introduced into the P gene combinations of mutations interfering with RNA
editing, C protein translation initiation, or both as well as early stop codons in the
appropriate reading frames (Fig. 1A, bottom panel). These mutations did not interfere
with P protein expression, and all three viruses (Cko, Vko, and VCko) were rescued.
They replicated efficiently in Vero cells, producing the expected sets of proteins as
documented in Fig. 1B. The kinetics of intracellular virus production (Fig. 1C) and
particle release (Fig. 1D) were also analyzed. Cko growth kinetics were equivalent to
those of wild-type 5804P, whereas Vko and VCko grew to slightly lower titers (Fig.
1D). We also previously generated and characterized a selectively receptor-blind CDV
(von Messling et al. 2005); the sequence of the mutated segment of its H gene is
shown in Fig. 1A, top panel. The Vko, Cko, and VCko viruses retain SLAM binding.

A SLAMblind CDV is completely attenuated.

We inoculated groups of four ferrets intranasally with 10* infectious units of
the SLAMblind, Vko, Cko, and VCko viruses. We scored virulence and
immunosuppressive activity of these viruses and compared these results with those
previously published for infections of four ferrets with the parental wild-type strain
5804P (von Messling et al. 2003). The extent of rash, duration of fever, and onset and
severity of diarrhea were measured; values measured for individual ferrets are reported
by the shades of the squares (Fig. 2A). The average severity of these symptoms is
expressed as the virulence index (Fig. 2A). White blood cell count, in vitro
lymphocyte proliferation activity, neutralizing antibody titers, cell-associated viremia,
and DTH response were also assessed, and an immunosuppression index was
calculated based on the average magnitude of these parameters (Fig. 2B). The means
and standard
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FIG. 1. Recombinant CDVs. (A) CDV genome and mutations introduced. The
genome is shown as a white elongated box. The genes are indicated with the letters N
(nucleocapsid), P (phosphoprotein), M (matrix), F (fusion), H (hemagglutinin), and L
(large or polymerase). Above the genome, a segment of the H protein amino acid
sequence is shown, and the six residues mutated to alanine or serine (A or S, one-letter
amino acid code) are indicated. These mutations make this virus selectively receptor
blind (SLAMblind). Below the genome, a schematic drawing illustrates the three
proteins (V, P, and C from the top) generated by the P gene. The three mutations
selectively ablating C protein expression (elimination of the start codon by mutation to
ACG and introduction of two stop codons, UGA and UGA) are indicated in red above
the P gene nucleotide sequence (nucleotides 20 to 60 covering the beginning of the C
reading frame, Cko). The five mutations selectively ablating V protein expression
(four mutations in the editing sequence, C, G, A, A, and introduction of a stop codon,
UGA) are indicated in red above the P gene sequence (nucleotides 670 to 710, Vko).
The VCko virus has all eight mutations (not shown). (B) Immunoblot analysis of the P
gene products expressed by the wild-type virus 5804P and its three derivatives, Cko,
Vko, and VCko. Antisera against the common amino-terminal end of the P and V
proteins (upper panel) or against the C protein (lower panel) were used. ctr, uninfected
cell control. (C and D) Growth curves of the four viruses on VerodogSLAMtag cells.
The multiplicity of infection was 0.01. The titers of virus released in the supernatant
are shown in panel D; those of cell-associated virus are shown in panel C. TCIDso,

tissue culture 50% infective dose.
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deviations of the results obtained in each animal's group are indicated in Fig. 2D

through F for selected parameters.

The SLAMBblind virus was completely avirulent in four ferrets (each animal is
represented n Fig. 2A, second row); infection with this virus caused a small but
statistically significant, short-lived decrease in blood leukocyte count (Fig. 2E).
Nevertheless, this virus induced protecting levels of neutralizing antibodies, which
appeared with slow kinetics (Fig. 2B, third column, and data not shown), providing
evidence that it replicates at a minimal level in vivo. In contrast, SLAMblind
replicates with kinetics equivalent to those of the parental strain in primary ferret

epithelial cells (von Messling et al. 2005).
A C-defective CDV is fully immunosuppressive.

The Cko virus replicated efficientty and was as virulent and
immunosuppressive as wild-type 5804P (Fig. 2A and B, compare first and third rows,
and Fig. 2C to F, compare results for 5304P and Cko). All animals infected with Cko
succumbed to the disease with kinetics equivalent to those of animals infected with
5804P (Fig. 2C) and had similar levels of viremia (Fig. 2D).

To reveal the sites of preferential viral replication in the host, we previously
generated a wild-type derivative expressing GFP (5804P") (von Messling,
Milosevic, and Cattaneo 2004). Similarly, we generated a Cko®™ derivative
expressing GFP from an additional transcription unit inserted after the H gene. Seven
days postinoculation (p.i.) all of the lymphatic organs of hosts infected with Cko®™
emitted green fluorescence. Fluorescence was particularly intense in the intestinal
Peyer's patches (Fig. 3B and C). The intensities of the signals were similar to those
documented for 5804P at this early time point (von Messling, Milosevic, and Cattaneo
2004), demonstrating strong replication in the gut-associated lymphatic tissue. Seven
days p.i., fluorescence was also very strong in the thymus (Fig. 3H and I), similar to
previous observations with the wild-type derivative 5804PF*" (von Messling,
Milosevic, and Cattaneo 2004).

To assess whether mutations selected during replication resulted in reversion to
C protein expression, we isolated CDV from PBMC of two Cko-infected ferrets and
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FIG. 2. Virulence and immunosuppressive activity of recombinant CDVs in ferrets,
The five viruses are color coded: 5804P, black; SLAMblind, green; Cko, blue; Vko,
red; VCko, orange. (A and B) Each box represents one animal, each experimental
group consisted of four animals, and results from each individual animal are always
shown in the same sequence from left to right. For the virulence index (A), black
represents the highest score (3), white represents the lowest score (0), and
intermediate shades of gray represent a score of 2 or 1. For the immunosuppressive
index (B), black is 2, gray is 1, and white is 0. Leuko. #, leukocyte number. Lymph.
p., lymphocyte proliferation. N' Ab, neutralizing antibodies. (C to F) Dots indicate the
onset of rash. In animals euthanized for humane reasons, the time of death is indicated
by a triangle. In animals that recovered, the time of rash healing is indicated by a
diamond. The time course of infection (each pair of symbols represents one animal)
and number of animals without rash (C), number of CDV-infected cells per million
PBMC (D), leukocyte number (E), and in vitro proliferation activity of lymphocytes
from infected animals (F) are shown. Days p.i. are indicated on the x axes, and the
number of CDV-infected cells per million PBMC, leukocyte number, or proliferation
activity is indicated on the y axis. Dotted lines or broad gray lines indicate threshold
levels used for determination of the immunosuppressive index value. Error bars
indicate standard deviations. TCIDs,, tissue culture 50% infective dose; leuko,
leukocyte.
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verified their protein expression profile and P gene sequences. Since no revertants
were selected (data not shown), we conclude that the C protein is not essential for

CDV-elicited immunosuppression in ferrets.
A V-defective CDV is attenuated.

The Vko virus caused only mild signs of disease (Fig. 2A, fourth row), was
mildly immunosuppressive (Fig. 2B, fourth row), and caused limited viremia (Fig.
2D), and all infected animals survived (Fig. 2C). Vko caused transient leukopenia, but
the leukocyte number rebounded 2 weeks p.i. and reached normal levels 4 to 5 weeks
p.i. (Fig. 2E). Moreover, Vko was incapable of inhibiting lymphocyte proliferation
(Fig. 2F). The Vko virulence index (1.4) was intermediate between full virulence 3.0)
and complete attenuation (0), reflecting intermediate values for all three parameters,

rash, fever, and diarrhea.

To visualize the spread of a V-defective virus, we constructed a Vko®™
derivative expressing GFP, infected ferrets, and monitored green light emission in
animals that were euthanized 7 days p.i. In Vko™“-infected hosts, fluorescence was
reduced compared to that in Cko®*" infected hosts. Fluorescence was only slightly
greater than background levels in the thymus (Fig. 3K and L). The strongest
fluorescence was observed in segments of the intestine and had a pattern characteristic
of Peyer's patches (Fig. 3E and F). Thus, gut-associated lymphatic tissue may be the

major site of viral multiplication at early infection times.

The C protein sustains the rash and digestive symptoms in a V-defective
background.

The virus defective for both V and C expression (VCko) had an
immunosuppression index very similar to that of Vko (0.6 versus 0.7, respectively)
(Fig. 2B, fifth and fourth rows, respectively), reflecting equivalent levels of viremia,
leukopenia, and lymphocyte proliferation inhibition (Fig. 2D to F, compare results for
VCko and Vko). However, an attenuating effect of C protein ablation was
documented, as evidenced by a virulence index that was 0.5 for VCko and 1.4 for Vko
(Fig. 2A, fifth and fourth rows, respectively). This difference was due to the absence
of rash and diarrhea in VCko-infected hosts.
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Peyer’s patches Thymus

FIG. 3. Replication of Cko**" and Vko*™" in thymus and intestinal Peyer's patches.
Visualization of infection in Peyer's patches or thymus in a typical infection of hosts
inoculated with Cko®**" (A to C and G to I) or Vko*™" (D to F and J to L). (A and D)
Photographs of the peritoneal cavity. (G and J) Photographs of the thymus, which
contours an outlined white line. (B, E, H, and K) Same organs as above, but
photographed after GFP fluorescence excitation. (C, F, I, and L) Microscopic analysis

of the same tissues as the second-row panels.
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Leukopenia is associated with virus spread that is extensive only upon SLAM

recognition.

Al viruses recognizing SLAM caused a significant drop in leukocyte number,
which was halved 3 days p.i. and halved again 7 days p.i. (Fig. 2E), suggesting
emigration of these short-lived cells from the blood, probably to sites of infection and
inflammation. The fact that Vko and VCko induced a steep drop in leukocyte numbers
equivalent to that of the wild-type or Cko is consistent with initial productive infection
by these viruses. Transient and mild leukopenia in SLAMblind-infected animals (Fig.
2E) is consistent with SLAM recognition being essential for robust replication in the

initial infection phase.
Viral load in PBMC correlates with virus spread in lymphatic organs.

Having shown that infection of the lymphoid organs by CDV is rapid and
massive, we assessed viral load in PBMC 3 to 14 days p.i. (Fig. 4A). In animals
inoculated intranasally with the virulent strain 5804P or Cko, no infected PBMC were
detected 3 days p.i. However, 7 to 14 days p-i., 40 to 50% of PBMC were infected
(Fig. 4A). Vko-inoculated animals demonstrated similar kinetics of infection, but the
fraction of infected PBMC was 6 to 20 times reduced (Fig. 4A) and cell-associated
viremia was about 100-fold reduced relative to the wild-type or Cko (Fig. 2D, compare
results for Vko with results for 5304P). PBMC infection was below detection levels in
SLAMblind-infected animals (Fig. 2D). Thus, viral load in PBMC correlates with the
extent of virus spread to lymphatic organs; virus is detected first in lymphatic organs

and later in blood.

V sustains viral replication in lymphocytes and T-cell depletion.

To gain insight into the cell types supporting viral spread, we analyzed virus
replication separately for B cells, T cells, and monocytes. We used pan-species
antibodies that cross-react with ferret CD3 (T cells), CD79a (B cells), or CD14 (cells
of the monocytic lineage). Figure 4B presents representative FACS data obtained 7
days p.i. from two ferrets. One animal was infected with wild-type CDV (5804P,
upper row) and the other with Vko (lower row). Figure 4C and D present the average
measurements from groups of three animals infected either with 5804P or with Vko.
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About half (30 to 60%) of the T and B cells of the ferrets inoculated with
5804P were infected 7 to 14 days p.i. (Fig. 4B, top row, second and third panels,
compare upper left and right quadrants; and Fig. 4C, compare lengths of the CDV™ and
CDV" segments of columns). Infection with 5804P resulted in selective T-cell
depletion: T cells represented 60% of total PBMC at 0 to 7 days p.i., about 40% 10
days p.i., and less than 40% 14 days p.i. shortly before the animals were euthanized
(Fig. 4C, add lengths of the CDV™ and CDV* segments of the columns). Infection of B
lymphocytes by 5804P was similarly efficient (Fig. 4C) but did not cause their
depletion. In the context of the leukopenia documented at day 7, we conclude that the

increase in B-cell percentage reflects T lymphocyte depletion.

Vko infected the same cell types as 5804P did but with 5 to 10 times reduced
efficiency (Fig. 4B, bottom row, second and third panel, upper quadrants; and Fig.
4D). The V-defective virus did not deplete the T-cell fraction of PBMC (Fig. 4D, Vko
D7 segments in the bars). Thus, V sustains massive lymphocyte infection and their

subsequent depletion.
Cytokine responses are depressed in wild-type but not in Vko infections.

Since the paramyxoviral V protein inhibits interferon signaling (Conzelmann
2005; Horvath 2004), we compared the expression of alpha interferon and five other
cytokines in hosts infected with wild-type and Vko CDV. Since antibodies
recognizing ferret cytokines are not available, we cloned their cDNAs and established
reverse transcription-PCR assays to measure the levels of the respective mRNAs in
PBMC. We then inoculated ferrets with wild-type or Vko CDV, obtained PBMC 3 and

7 days p.i., and measured the cytokine response.

In animals infected with wild-type virus, levels of expression of most cytokines
remained close to those monitored before infection (Fig. 4E). At days 3 and 7, we
observed minimal increases or decreases in levels of tumor necrosis factor alpha and
interleukin-6 (IL-6), two early-response cytokines secreted by phagocytes. The
expression of the T-cell cytokine IL-2, which is responsible for T-
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FIG. 4. Cell type specificity of CDV replication and cytokine response. (A) FACS
analysis of the percentage of CDV-positive PBMC isolated from animals infected
with 5804P, Cko, or Vko at 3, 7, 10, or 14 days pi. (B) FACS analysis of CDV
infection frequency in different cell types from two hosts. One ferret was infected with
5804P (upper row); the other was infected with Vko (lower row). The percentile of
cells in each quadrant is indicated in the outer corners. The signal levels observed with
phycoerythrin (PE)-labeled antibodies against cellular markers CD3 (T cells), CD79a
(B cells), and CD14 (monocyte lineage) were plotted on the y axis; those obtained
with the fluorescein isothiocyanate-labeled CDV antiserum (FITC) were plotted on
the x axis. (C and D) Percentages of different cell types infected 0 to 21 days after
inoculation with 5804P or Vko. Cell type-specific markers are as described for panel
B. T cells are shown in red, B cells in are shown green, and monocyte-lineage cells
are shown in blue. Lighter shades represent CDV-positive cells; full shades represent
CDV-negative cells. The means of the results from three animals are indicated. E)
Representative cytokine responses elicited by 5804P and Vko. Day 3 results are
shown with lighter shades, day 7 results with full shades. IFN-a, alpha interferon;

IFN-7, gamma interferon; TNF-«, tumor necrosis factor alpha.
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cell growth, was elevated only on day 3. The expression of gamma interferon, another
T-cell cytokine that controls macrophage activation, remained below the preinfection
level at both time points. The expression of a third T-cell cytokine, IL-4, which
activates B cells and promotes the immunoglobulin M (IgM)-IgG class switch, was
slightly elevated at day 3. Thus, phagocytes and T cells of animals infected with
5804P were unable to express several of the cytokines that orchestrate infection
control and induce the IgM-IgG class switch required for an efficient humoral

response. In addition, alpha interferon production did not increase.

In contrast, at day 3, Vko triggered upregulation of the two immediate response
cytokines tumor necrosis factor alpha and IL-6. The levels of alpha interferon were
also high, as were the levels of gamma interferon and IL-2, indicative of a Thl-
dominated early response. IL-4 induction coincided with the onset of a neutralizing
antibody response on day 7 (Fig. 4E). These observations indicate that an effective
antiviral cytokine response is in place in animals infected with Vko. Thus, the V
protein is instrumental for sustaining efficient viral replication in T cells, inhibiting
expression of not only alpha interferon but also several cytokines, and inactivating the

adaptive immune response.
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DISCUSSION

Mechanisms of host invasion and immunosuppression in morbillivirus and HIV

infections.

This study revealed striking similarities between the basic mechanisms of CDV
host invasion and those sustaining acute phases of human immunodeficiency virus
(HIV) and simian immunodeficiency virus (SIV) infection. First, massive HIV and
SIV replication occurs early in lymphatic organs, including the gastrointestinal
mucosal tissue (Brenchley et al. 2004; Mehandru et al. 2004; Veazey et al. 1998).
Thus, acute disease in a measles model based on intranasal inoculation, an AIDS
model based on intravaginal inoculation, and probably measles and AIDS is
characterized by swift and massive viral replication in lymphatic organs and mucosal
tissue. SIV dissemination is also rapid following oral inoculation, reflecting infection
of the oral and esophageal mucosa as well as tonsils (Milush et al. 2004). CDV
spreads rapidly in the tonsils after experimental intranasal infection (Appel 1969).
Altogether, these observations suggest that morbilliviruses and primate lentiviruses

can take advantage of any mucosal surface to enter the hostand rapidly disseminate.

A second similarity between CDV and human lentivirus host invasion is
massive lymphocyte infection followed by T-cell depletion. One week after
inoculation, about half the lymphocytes circulating in peripheral blood or residing in
lymphoid organs, including the thymus, spleen, and lymph nodes, are CDV positive
(von Messling, Milosevic, and Cattaneo 2004). Similar levels of SIV-positive cells
have been recently documented in the acute phase of infection (Mattapallil et al.
2005). These levels of infection imply that the hosts may lose most T cells and suggest
that virally mediated destruction is the main cause of their depletion. Nevertheless,

bystander effects may be important in subsequent infection phases.

Based on the inability to detect robust viral replication in the PBMC of measles
patients, immunosuppression mechanisms more complex than direct destruction and
depletion of lymphocytes have been put forward (Moss, Ota, and Griffin 2004
Schneider-Schaulies, Klagge, and ter Meulen 2003). We think that MV replication in

human lymphocytes may have been underestimated. In experimental infections of
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macaques, MV replication is extensive about 1 week after inoculation, when up to
10% of the PBMC (Zhu et al. 1997) as well as 3 to 15% of cells in lymph nodes,
spleen, and thymus (Takeuchi et al. 2005; Zhu et al. 1997) are infected. Similarly,
when the PBMCs of patients with measles are examined early after rash, up to 5% of
infected cells can be detected, whereas at later time points, the fraction of infected
cells drops (Forthal et al. 1992). MV replication in PBMC may peak at the onset of

rash, before clinical samples are taken.
V is the essential interferon antagonist and cytokine response inhibitor.

We show here that the CDV V protein is essential for rapid viral multiplication
in T cells. On the other hand, the Sendai virus V protein sustains viral spread in the
airway epithelium. In this tissue, replication of a V-deficient Sendai virus is efficient
for 1 to 2 days but then infection is rapidly cleared (Kato et al. 1997). Similarly, the V-
deficient CDV spreads in the lymphatic organs but infection is cleared.

These effects are probably due to the interferon antagonist and cytokine
response inhibitor function of V: we have shown that the V-protein expressing CDV
almost completely inhibits induction of alpha interferon and five other cytokines, and
it is known that the V proteins of most paramyxoviruses inhibit interferon signaling
and also interferon transcription. These proteins associate with STAT1/STAT2
complexes and abolish interferon JAK/STAT signaling by targeting either STAT1 or
STAT?2 for proteasomal degradation or by interfering with STAT phosphorylation, as
reviewed in references (Conzelmann 2005) and (Horvath 2004). In addition, they
interfere directly with beta interferon transcription (He et al. 2002; Poole et al. 2002).

As to the mechanisms of inhibition of the other cytokines, it was recently
shown that Sendai virus V binds the cytoplasmic interferon-inducible RNA helicase
mda-5 (Andrejeva et al. 2004). Mda-5 or the other helicase RIG-I then contacts an
adaptor named IPS-1 (beta interferon promoter stimulator 1) (Kawai et al. 2005) or
MAYVS (mitochondrial antiviral signaling) (Seth et al. 2005) that activates NF-xB and
IRF3. Thus, the V protein of Sendai virus controls an essential pathway in the
regulation not only of the beta interferon promoter but also of other cytokines and of

innate immunity. The V protein of morbilliviruses may have an equivalent function.
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C is an infectivity factor.

Lack of C protein expression resulted in reduced virulence in the V-defective
genetic background. On the other hand, the CDV that was only C-defective remained
fully virulent and immunosuppressive. This was surprising in view of the multiple
functions of the MV and Sendai virus C proteins and since these proteins are necessary
for virulence in natural hosts (Nagai and Kato 2004; Takeuchi et al. 2005). In
particular, the phenotypes of a C-defective MV in macaques and a C-defective CDV in
ferrets are different. In the lymphatic organs of macaques obtained 10 days after
inoculation with wild-type MV, up to 15% of the cells were infected, whereas in
macaques infected with a C-defective MV, about 100 times fewer cells were infected
(Takeuchi et al. 2005). Thus, C is necessary for MV spread in the lymphatic organs of

macaques.

It is possible that the immune system of ferrets is defective for the protein
interacting with CDV C. Nevertheless, the double-knockout, VC-defective CDV lost
competence to induce rash and digestive symptoms in ferrets. Knowing that one of the
functions of the morbillivirus C protein is to sustain the assembly and release of stable
viral particles (Devaux and Cattaneo 2004; Nagai and Kato 2004) we think that
efficient transmission to epithelial cells of ferrets may be interrupted. Since replication
in the lymphatics is reduced at least 100 times in infections with the V-defective CDV,
particle instability may become the limiting factor for spread to the epithelia. Thus, the
rash and digestive symptoms do not develop. On the other hand, the C-defective virus
may be ferried by lymphocytes through the lymphoid organs, allowing the retention of

full immunosuppressive activity, which results in host death.
SLAM recognition and host invasion.

Replication of the SLAMblind CDV was inferred from the detection of mild
leukopenia and protective levels of meutralizing antibodies in two of four animals,
However, it was not possible to identify and localize the sites of replication, even
using a GFP-expressing virus (data not shown). Wild-type CDV replication was
detected in epithelial cells of the respiratory tract only in late infection stages (von
Messling, Milosevic, and Cattaneo 2004), suggesting that lung epithelium infection

follows rather than precedes CDV amplification in lymphatic organs. This is consistent
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with the observation that MV preferentially enters well-differentiated human airway
epithelia through the basolateral surface (Sinn et al. 2002). Thus, morbilliviruses may

invade epithelia only in late infection phases and from the basolateral surface.

This sequence of events is fundamentally different from that considered in a
current MV infection model (Griffin 2001). This textbook model implies initial
infection of epithelial cells in the respiratory tract through an unknown receptor,
followed by secondary replication in local lymphatic tissues. In CDV infections of
ferrets, the unknown epithelial cell receptor sustains lung and bladder invasion only
when massive amounts of virus are produced from infected lymphocytes and thus may
have lower affinity for H than does SLAM. We suggest that similar events may sustain
the spread of wild-type MV in humans after contagion: these viruses may initially
target SLAM-expressing lymphocytes or tissue macrophages, possibly situated at the
bottom of the crypts in the tonsils, rather than an unknown epithelial cell receptor. To
assess this new model, a systematic analysis of the early phases of MV infection in the
buccal cavity and the upper respiratory tract of experimentally infected macaques,
quantifying the extent of MV replication in epithelial and lymphatic cells, is

necessary.
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RESUME

L’immunosuppression sévére est une caractéristique des infections par les Morbillivirus.
Pour étudier les mécanismes sous-jacents & cette immunosuppression, nous avons
développé un modele d’infection au virus de la maladie de Carré chez le furet. Le modéle
reproduit tous les signes cliniques d’une infection par le MV. Par contre, le manque de
réactifs spécifiques au furet a limité la caractérisation de la réponse de I’immunité
cellulaire. Pour y remédier, nous avons cloné les génes de cytokines de furet et avons
établi un essai de PCR en temps réel semi-quantitatif. Pour démontrer I’utilité de cet
essai, nous avons comparé le profil de cytokines induit par des souches létales et non-
létales durant la phase prodromique. Nous avons observé une inhibition généralisée de
I’induction de la transcription de cytokines chez les animaux qui sont décédés suite 3 la
maladie, alors que les animaux ayant survécu a la maladie ont établi une réponse robuste
et soutenue. L’essai de cytokines nouvellement développé renforce et élargit le modéle de
furet non seulement pour des études de la pathogenése morbillivirale mais aussi pour

plusieurs autres virus respiratoires humains incluant la grippe et le SRAS.
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ABSTRACT

Severe immunosuppression is a hallmark of Morbillivirus infections. To study the
underlying mechanisms, we have developed a ferret model of canine distemper virus
infection. The model reproduces all clinical signs of measles, but the lack of ferret-
specific reagents has limited the characterization of the cellular immune response.
Towards this, we cloned ferret cytokines and established semi-quantitative real-time PCR
assays. To demonstrate the utility of these assays we compared the cytokine profiles
elicited by lethal and non-lethal strains during the prodromal phase. We observed a
general lack of cytokine induction in animals that later succumbed to the disease, whereas
survivors mounted a robust and sustained response. The newly developed cytokine assays
strengthen and expand the ferret model not only for Morbillivirus pathogenesis studies

but also for several other human respiratory viruses including influenza and SARS.

Keywords: Morbillivirus; Canine distemper virus; Immunosuppression; Ferret cytokine

mRNA quantification; Prediction of disease outcome
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INTRODUCTION

Morbilliviruses are highly contagious respiratory pathogens that cause systemic
disease and are accompanied by severe immunosuppression (Griffin 2001; Murphy
1999). Disease severity varies from moderate to severe for measles (MYV) in humans and
canine distemper virus (CDV) in dogs to usually lethal for CDV in most wild carnivores
and rinderpest in cattle (Rima and Duprex 2006). Regardless of the ultimate disease
outcome, the infection is characterized by a dramatic decrease of white blood cells and an
inhibition of lymphocyte proliferation within the first weeks after infection (Borrow and
Oldstone 1995; Griffin 2001; von Messling et al. 2003). However, the knowledge
regarding interactions between the host and the immune system preceding these events

remains limited.

Since MV only infects humans and certain non-human primates, we have
established a model based on the study of the closely related canine distemper virus
(CDV) in ferrets, one of its natural hosts (von Messling et al. 2003). Ferrets are highly
sensitive to the disease, and for the most part succumb to infection with a wild type virus.
On the other hand, infection with attenuated CDV strains results in disease signs and
progression that parallels MV infection in humans (Kauffman, Bergman, and O'Connor
1982). Virus control and clearance in surviving animals usually occur within 3 to 4 weeks
after inoculation and coincide with the development of neutralizing antibodies (von
Messling et al. 2003; von Messling, Milosevic, and Cattaneo 2004). The application of
our model to study the immune response during the crucial early phase of CDV infection
has so far been difficult as specific reagents to detect cytokine responses in ferrets are not

readily available.

This lack of immunological reagents constitutes a major limitation for the use of
ferrets in pathogen-host interaction studies, for which it is becoming increasingly
attractive. Ferrets are naturally susceptible to several human respiratory pathogens and a
number of gastro-intestinal bacterial diseases (Ball 2006). They have long been

recognized as a model for the efficacy assessment of new vaccines or treatment
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approaches against influenza and more recently severe acute respiratory syndrome
(SARS), and they are also used to study prion diseases (Bartz et al. 1998; Maher and
DeStefano 2004; ter Meulen et al. 2006) .

The purpose of the present study was to establish mRNA-based cytokine assays
for ferrets and to validate this new tool by comparing the early host response to lethal and
non-lethal CDV infections. Towards this, we completed the sequences of ferret cytokines
representing the different axes of the cellular immune response and developed semi-
quantitative real-time PCR assays. We then evaluated cytokine mRNA expression levels
at 3 and 7 days after inoculation and found that survival was associated with a robust and
sustained response whereas animals that succumbed to the disease experienced a

generalized shutoff of cytokine expression.
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RESULTS

Cloning and characterization of ferret cytokines

Since reagents for the assessment of the cellular immune response in ferrets are
not commercially available, we set out to obtain the sequences of a ferret cytokine panel
including those reflecting early innate immune response activation, tumor necrosis factor
(TNF) «, interferon (IFN) o, and interleukin (IL) 6, those indicating Thl polarization,
IFNy, IL2, and TL12p40, and the Th2 cytokines IL4 and IL10. As mustelids, ferrets are
most closely related to other carnivores like dogs and cats (McKenna M.C. 1997). The
first set of primers was therefore based on canine and feline sequences available in
GenBank. We initially obtained small fragments of ferret IFNa, IFNy, IL2, IL4, IL6, and
TNFo and used those sequences to measure cytokine mRNA induction using a gel-based
assay (von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006). To develop a robust and versatile real-
time PCR-based assay that generates a representative cytokine profile, we included IL10
and IL12p40 and pursued the sequencing of larger parts of the open reading frames. This
strategy has so far yielded complete open reading frames for IL2, IL4, IL6, IFNa
(consensus sequence), and TNFo (GenBank accession nos. IL2 EF368206; IL4
EF368210; IL6 EF368209; IFNa EF368207; TNFo EF368211) and partial gene
sequences for IL10 and IFNy (> 95) and IL12p40 ( 60%; GenBank accession nos. IL10
EF368212; IFNy EF368214; IL12p40 EF368213). When comparing the ferret cytokines
with the respective canine and feline proteins, we observed a slightly higher overall
amino acid identity between ferrets and dogs than between ferrets and cats (Table 1). This
degree of similarity on the amino acid and nucleotide level (data not shown) confirms the

identity of the obtained sequences.

Early CDV immunosuppression is independent of the viral load

To establish and validate ferret cytokine real-time PCR assays, we compared

samples from animals that succumbed to the disease with those originating from
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Table 1

Comparison of ferret cytokines with the respective canine and feline protein

sequences available in GenBank

Protein % AA identity % AA identity
Ferret/Dog Ferret/Cat
IFNa ® 67 72
IFN~y® 88 85
TNFa 95 92
IL2 86 85
IL4 83 77
IL6 78 73
IL10° 93 89
IL12p40° 94 92

* Values based on consensus sequence.
b : A
Values based on alignment of available gene sequence.
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survivors. Different viruses were included to assure the identification of general
characteristics of disease outcome rather than profiles associated with one individual
strain. Samples included in the lethal group originated from animals infected with either
5804P-eGFP/H (von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006) or A75eH (Rudd, Cattaneo,
and von Messling 2006), whereas the survivor group consisted of individuals inoculated
with the highly pathogenic but non-lethal strain 5804P-eGFP/uN (von Messling,
Milosevic, and Cattaneo 2004) or survivors of 5804P/A75¢H chimeric viruses. These
viruses, in which the envelope glycoproteins were exchanged between the two lethal
strains, cause severe disease but only 60-80% mortality (unpublished results). In the case
of 5804P-eGFP/uN, which carries an eGFP-containing additional transcription unit
upstream of the N gene, the non-lethal phenotype is due to a slight delay in replication
efficacy, whereas minimal incompatibilities between viral proteins originating from
different strains are the likely cause of survival in the case of the 5804P/A75 chimeric

viruses.

In animals that succumb to the disease, we observed a dramatic drop in leukocyte
numbers and an almost complete loss of peripheral blood mononuclear cell (PBMC)
proliferation activity upon phytohemagglutinin (PHA) stimulation between 3 and 7 days
after inoculation, prior to the onset of disease signs (Figs. 1A and B, circles). In contrast,
survivors experienced an equally severe but transient leukocyte drop, and the inhibition of
lymphocyte proliferation was less pronounced (Figs. 1A and B, triangles). No marked
differences in peripheral blood mononuclear cell (PBMC)-associated virus titers and
neutralizing antibody levels against CDV were noted between the two groups at these
early time points (Figs. 1C and D).
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Fig. 1. Clinical parameters in animals infected with lethal or non-lethal CDV strains. A)
Leukocyte numbers, (B) in vitro proliferation activity of lymphocytes, (C) cell-associated
virus titers expressed in 50% log; tissue culture infectious doses (TCIDsp) in PBMCs,
and (D) neutralizing antibody titers over the first 21 days of the disease. Animals infected
with the lethal strains 5804P-eGFP/H (n = 5) or A75¢H (n = 6) are represented by circles,
those infected with the non-lethal virus 5804P-eGFP/uN (n=4) and the survivors of
infections with chimeric 5804P/A75¢H envelope exchange viruses (1 =4) by triangles.
Days post-infection are indicated on the X axis, leukocyte number, proliferation activity,
cell-associated virus titer, or neutralizing antibody titer on the ¥ axis. Error bars represent
the standard deviation. The narrow dotted lines indicate cut-off values associated with
moderate (upper line) and severe (lower line) immunosuppression. The wider dotted line

represents the protective threshold of neutralizing antibodies.
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Blood cell composition and infection levels at early disease stages are independent of

disease outcome

Because of their important role in CDV pathogenesis and easy accessibility,
PBMC:s are ideally suited to follow the systemic cytokine response over time in the same
animal. We have previously shown that 5804P targets primarily T and B cells and that a
lethal infection results in a relative reduction of the T cell population, beginning at 10
days post-infection (d.p.i.) (von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006). To assure the
comparability between samples from both groups, we determined infection levels and
PBMC subpopulation composition at the different time points. Consistent with our
previous results, we observed no infected cells or relevant changes in PBMC
subpopulations at 3 d.p.i. (Figs. 2A and B, compare 0 and 3 d.p.i.). At 7 d.p.i., more than
40% of cells expressed eGFP (Fig. 2A, 7 d.p.i.), which could be further subdivided in 28—
30% T cells, 13-21% B cells, and 3—4% monocytes regardless of the disease outcome
(Fig. 2B, left and right panel). After the onset of clinical signs at 10 d.p.i.,, the two groups

diverged similar to what was observed in the immunological parameters (Fig. 1).

CDV survival is associated with a robust cytokine response

To determine if the newly established cytokine assays allow a discrimination of
the two groups at early disease stages, when other assays fail to detect a difference, we
compared the relative induction of the different cytokine mRNAs at 3 and 7 d.p.i. in
animals that succumbed to the disease with survivors. The most striking finding was a
generalized lack of cytokine upregulation in animals infected with a lethal strain at both
time points (Figs. 3A—C, circles). For TNFa, IL6, and IL2, we even observed a reduction
in cytokine mRNA levels below baseline in the
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shown.
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majority of animals analyzed, suggesting an infection-induced shutdown of gene
expression (Figs. 3A and B, circles). The only exception was IL12p40, which was

upregulated in a small subset of the animals examined (Fig. 3B, middle panel, circles).

In contrast, the majority of animals infected with non-lethal viruses showed a
robust upregulation of the innate immune response cytokine IL6 and the Thl-type
cytokine IFNy at 3 d.p.i., which was sustained through day seven (Figs. 3A and B,
triangles). At the earlier time point, a broad range of IFNo expression levels was
observed, and a subset of animals displayed a very strong IL10 response (Figs. 3A and C,
D3, triangles). Seven days after inoculation, the Thl-type cytokines IL2 and IL12p40 and
the Th2-type cytokines IL4 and IL10 were also strongly expressed (Figs. 3B and C, D7,
triangles).
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Fig. 3. Comparison of cytokine responses in animals infected with lethal or non-lethal
CDV strains. (A) Innate immunity, (B) Thl-type, and (C) Th2-type cytokine mRNA
expression in both groups at 3 (D3) and 7 (D7) days post-infection. Animals infected with
lethal strains (n=11) are represented by circles, those infected with non-lethal viruses
(survivors; n=8) by triangles. The fold mRNA expression change compared to pre-
infection levels of the same animal is indicated on the Y axis. Each samples was analyzed
in triplicates and only samples where the variation among triplicates was less than 10%
were included in the analysis, resulting in the variability in numbers of individuals plotted
for the different cytokines. The black bar represents the mean of all the samples. The
hatched zone represents threshold levels of 1.5 fold expression change, which is

considered normal variability.
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DISCUSSION

The dramatic drop in leukocyte numbers and the loss of function in the remaining
cells observed within the first week after infection indicate that Morbilliviruses interfere
with the induction of an appropriate immune response at very early stages (Borrow and
Oldstone 1995; Schneider-Schaulies et al. 2001). To better understand the basis for host
immune response control in our ferret model, we established semi-quantitative real-time
RT-PCR assays based on ferret cytokine sequences and compared the response associated
with lethal disease outcome or survival. We found that animals succumbing to the disease
failed to mount a sustained response, while survivors showed initially a Th1 polarization

that later transitioned into a Th2-biased response.

Cytokine responses to CDV have so far been mostly studied in dogs with naturally
contracted disease at the time of euthanasia. The results represent thus the profile at the
late stages of the acute disease phase or at the onset of neurologic disease after recovery
from the acute infection. Interestingly, animals with severe signs of disease and viremia at
the time of death displayed low or absent cytokine mRNA induction in blood-derived
RNA, consistent with our initial findings in 5804P-infected ferrets and this study (Grone,
Frisk, and Baumgartner 1998; von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006). In contrast,
individuals with mild or absent general signs of disease but neurologic manifestations
mounted a broad response not only in the blood but also locally in the CNS (Grone, Frisk,
and Baumgartner 1998; Markus, Failing, and Baumgartner 2002). The role of the
systemic and local immune response in the context of this delayed neurologic form of

CDV remains to be investigated in ferrets.

The striking lack of any cytokine response in animals infected with a lethal virus
as early as 3 d.p.i. indicates a viral interference with immune system activation at a time
when the infection in PBMC:s is barely detectable. In vitro, it has been demonstrated that
minute amounts of MV envelope are suffice to induce an anergic state in exposed
lymphocytes, but the exact interactions remain to be elucidated (Schlender et al. 1996). In

addition, the non-essential protein V has been shown to inhibit activation of an anti-viral
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response by interfering with nuclear localization of STATSs (Devaux et al. 2007; Palosaari
et al. 2003). It is possible that the shutdown of cytokine expression observed for the lethal
CDV strains results from contacts between viral glycoproteins and immune cells in
combination with a V and phosphoprotein-dependent inhibition of the induction of the
anti-viral state in infected cells. Taken together our findings demonstrate that the disease

outcome is decided within the first days of infection.

The Th1/Th2 switch observed in animals infected with non-lethal viruses mirrors
previous reports of children naturally infected with MV, where IL2 and IFNy were
expressed during the acute phase of the disease, and the increase of IL4 coincided with
antibody-mediated virus clearance (Griffin, Ward, and Esolen 1994; Moss et al. 2002). In
the same context, elevated IL10 levels were detected for weeks after the infection, which
might be an important factor in the long-lasting immunosuppression associated with MV
(Moss et al. 2002). In our study, ferrets infected with non-lethal viruses closely reproduce
these findings, further supporting the value of this model for the characterization of the

mechanisms underlying Morbillivirus-induced immunosuppression.

In addition to Morbillivirus pathogenesis studies, ferrets are a recognized model
for the development of vaccines and anti-viral therapies against influenza, and more
recently SARS (Maher and DeStefano 2004; ter Meulen et al. 2006). They are also used
for transmission studies of different transmissible spongiforme encephalopathies (Bartz et
al. 1998; Bartz et al. 1994) and parallel human disease manifestations for several bacterial
diseases including Helicobacter-induced gastric ulcers, hemolytic uremic syndrome
caused by Shiga toxin-producing Escherichia coli, and campylobacteriosis (O'Rourke and
Lee 2003; Woods et al. 2002). By comparing samples from animals with different disease
outcome, we have demonstrated that our semi-quantitative real-time PCR assays are
sufficiently sensitive to detect a very weak response and even a reduction from baseline
levels as observed in animals that later succumbed to the disease. At the same time, the
assays allow the quantification of the response across a much wider range than the
previous gel-based approach (von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006). This will enable

the more detailed comparison of the cytokine responses to specifically attenuated viruses
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in future studies. Furthermore, this RNA-based assay can easily be applied to various
tissues as well as bodily fluids, enabling the assessment of the local and systemic
responses at the same time. It thus adds a versatile new tool to the study of host—pathogen

interactions in this model.
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MATERIALS AND METHODS

Ferret cytokine sequences

To obtain sequences encoding ferret IL2, 4, 6, 10, and 12p40, IFNa and vy, and
TNFo, as well as GAPDH as a housekeeping gene, total RNA was isolated (RNeasy,
Qiagen) from PBMCs of healthy animals stimulated with 5 pg/ml PHA (Sigma) for 24 h.
The RNA was then reverse transcribed (Superscript III, Invitrogen) using a mixture of
oligoT and random hexamer primers to maximize cDNA output. Primer pairs for the
initial amplification of ferret cytokines were based on conserved regions in the respective
genes of the phylogenetically related carnivores, dogs and cats, available in GenBank
(canine sequences: IL2 AM238655; IL4 NMO001003159; IL6 NM001003301; IL10
NM001003077; IL12p40 U49100; IFNa A33693; IFNy NM001003174; TNFo Z70046;
feline sequences: IL2 NM001043337; IL4 NM001043339; IL6 NMO001009211; IL10
NMO001009209; 1IL12p40 YO07762; IFNo DQ220469; IFNy X86974; TNFa
NM001009835). Once a partial ferret sequence was determined (von Messling, Svitek,
and Cattaneo 2006), ferret specific primers were chosen to obtain increasing parts of the
open reading frame either in combination additional canine/feline-based primers or by 3’
and 5' RACE according to the manufacturer's instruction (GeneRacer RACE-Ready
cDNA kit, Invitrogen). Primer pairs for the real-time PCR assay were designed using the
Primer Quest program of Integrated DNA Technologies (Table 2). Protein alignments and
the calculation of percent amino acid identity were performed using MegAlign
(DNASTAR, Lasergene).

Viruses and animal experiments
The samples analyzed in this study originated from animals infected with either
one of the lethal strains 5804P-eGFP/H (von Messling, Milosevic, and Cattaneo 2004)

and A75eH (Rudd, Cattaneo, and von Messling 2006), the non-lethal strain 5804P-

eGFP/uN (von Messling, Milosevic, and Cattaneo 2004), and survivors of infections with
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chimeric 5804P/A75eH envelope exchange viruses that cause 60-80% lethality
(unpublished results).

Male ferrets over 16 weeks of age (Marshall Farms) were inoculated intranasally
with 10° 50% tissue culture infectious doses of the respective virus, and blood samples
were collected twice during the first 2 weeks, and weekly thereafter. At each time point,
the total white blood cell count, proliferation activity, cell-associated virus titers, and
neutralizing antibody titers were determined as described previously (Rudd, Cattaneo, and
von Messling 2006) and (von Messling et al. 2003). Briefly, neutralizing antibodies were
measured by serum neutralizing assay. Serial dilutions of serum starting at 10”" were
incubated with 10° TCIDso of Onderstepoort CDV strain and incubated for 15 min before
2-3x10* VerodogSLAMtag cells were added. Paltes were read after 3 days where syncytia
were visible. The titer was expressed as the reciprocal dilution at which syncytia
formation was first detected. Flow cytometry analysis of the PBMC subpopulations was
carried our following the protocol published previously (von Messling, Milosevic, and
Cattaneo 2004; von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006).

For the cytokine mRNA quantification, 3 ml blood was collected in Na~-EDTA-
coated vacuum tubes (Vacutainer, Beckton Dickinson) immediately before and at 3 and 7
d.p.i. PBMCs were isolated by destroying the erythrocytes with ACK lysis buffer (150
mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 0.01 mM EDTA, pH 7.2-7.4), resuspended in RNAlater
(Qiagen), and stored at — 20 °C. The RNA was purified using the RNeasy kit in
combination with an on-the-column DNase treatment (Qiagen), and the yield was

quantified by UV spectrophotometry.
Semi-quantitative real-time PCR assays

To assess cytokine expression, the cDNA produced from 10 ng RNA was
combined with 0. 5 pM of each primer and the DyNAmo SYBR Green 2-Step qRT-PCR

reaction mix (Finnzymes) to a 10 ul reaction according to the manufacturer's instructions.
The real-time PCR was performed in a RG-3000A (Rotor-Gene), using the following
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protocol: denaturation at 95 °C for 15 min followed by 40 cycles of 95 °C for 5 s, 60 °C
for 15 s, and 72 °C for 25 s, and a melting curve analysis to confirm reaction specificity.
Each experiment was performed in triplicate, and only values that varied less than 10%
were considered. The fold change ratios between experimental and control samples for
each gene were calculated with GAPDH levels as a reference. Towards this the cycle at
which GAPDH crosses the detection threshold (Ct) is subtracted from the Ct value of the
gene of interest at each time point (ACt). The fold change is then calculated by
subtracting the ACt values of the respective gene at day 0 from those obtained at
subsequent days (AACt). To transform these values into absolute values, the formula: fold

change = 27 **“is used (Schmittgen et al. 2000).
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RESUME

Le rdle de la protéine V des morbillivirus dans le contrdle du systéme immunitaire inné a
été largement caractérisé in vitro. Pour évaluer la contribution des différentes interactions
pour la pathogenése, I'immunosuppression, la virulence et la 1étalité du virus de la
maladie de Carré, des virus recombinants transportant des mutations déja identifiées dans
le systéme du MV ont été évalués dans des furets. Nous avons observé que la perturbation
du motif doigt de zinc, localisé dans la région unique de V, résulte en I’atténuation de la
maladie ainsi qu’en une perte de I’inhibition de la signalisation de I’interféron (IFN) de
type 1. En revanche, tous les animaux infectés avec un mutant ne reconnaissant pas
STATI1 ont succombé a la maladie, malgré une activation efficace de la cascade de
signalisation de I'IFN de type I et II. Une investigation complémentaire utilisant des
promoteurs naturels de différents génes induits par les IFN dans un essai avec le géne
rapporteur de la luciférase a révélé une forte corrélation entre le contrdle de la
transcription de Mx et la virulence. Nos résultats indiquent que la protéine V contrdle
plusieurs voies de signalisation de I’immunité innée et suggérent que I’inhibition de Mx

joue un rdle important dans la pathogenése morbillivirale.
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ABSTRACT

The role of the morbillivirus V protein in the control of the innate immune system has
been extensively characterized in vitro. To evaluate the contribution of the different
interactions to pathogenesis, immunosuppression, virulence, and lethality of recombinant
canine distemper viruses carrying mutations previously identified in the measles system
were evaluated in ferrets. We observed that disruption of the zinc finger motif located in
the V unique region resulted in an attenuated disease and loss of type I interferon (IFN)
signaling inhibition. In contrast, all animals infected with a STATI-blind mutant
succumbed to the disease, despite efficient activation of the type I and II IFN signaling
cascade. Further investigation using natural promoters of different IFN-stimulated genes
in a luciferase reporter gene assay revealed a strong correlation between the control of Mx
transcription and virulence. Our findings indicate that the V protein controls several
innate immune signaling pathways, and suggest that Mx plays an important role in

morbillivirus pathogenesis.
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INTRODUCTION

Immune suppression is a hallmark of morbillivirus infections (Moss and Griffin
2006; Schneider-Schaulies and Schneider-Schaulies 2009; von Pirquet 1908), and the
resulting secondary infections contribute importantly to their morbidity and mortality
(Abramson et al. 1995; Dollimore et al. 1997). Among the viral proteins involved, the
accessory V protein plays a key role in the interference with the innate immune response.
The V protein mRNA is transcribed from the phosphoprotein (P) gene open reading
frame by insertion of a non-templated guanine at an editing site located in the last third of
the gene (Cattaneo et al. 1989; Thomas, Lamb, and Paterson 1988). Consequently, V
shares its amino-terminal part with P, but has a unique carboxy-terminus. The latter
contains a cysteine-rich domain, which binds two atoms of zinc (Liston and Briedis 1994;
Paterson et al. 1995; Li et al. 2006) and is highly conserved among paramyxoviruses
(Lamb 2001). An important role of V in virulence has been demonstrated for several
paramyxoviruses (Devaux et al. 2008; Fukuhara et al. 2002; Kato et al. 1997), most
notably in canine distemper virus (CDV), where V knock out (Vko) derivatives of a lethal
strain caused only a very mild disease without detectable immune suppression (von
Messling, Svitek, and Cattaneo 2006).

In vitro studies with the measles virus (MeV) V protein indicate that the amino-
and carboxy-terminal domains contribute to its immune interfering activity. The P/V
shared amino-terminal domain alone blocks type I and type II interferon (IFN) responses.
This activity has been mapped to the amino acid stretch 110-130 with the tyrosine 110
being essential for binding the signal transducer and activator of transcription (STAT)1
molecule (Devaux et al. 2007; Ohno et al. 2004). Disruption of one of the zinc binding
domains in the V-unique region results in a 70% loss of its type I IFN inhibitory activity
(Ramachandran, Parisien, and Horvath 2008), and it has been shown that this region can
directly inhibit IFNB synthesis by interacting with the double-stranded RNA sensor mda-
5 (Andrejeva et al. 2004; Childs et al. 2007; Childs et al. 2008). Systematic screening of

the entire region revealed that aspartic acid at position 248 and, to a lesser extent,
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phenylalanine 246 are important for the inhibition of STAT2 nuclear translocation
(Caignard et al. 2009; Ramachandran, Parisien, and Horvath 2008).

This multifaceted interference with the IFN response is likely to impact the
transcription of IFN-stimulated genes (ISG), which are essential for an appropriate
antiviral response. Among the ISG, Mx, a guanosine triphosphatase (GTPase), is known
as a decisive player in RNA virus control and clearance (Haller, Stacheli, and Kochs
2007; Tumpey et al. 2007). Its anti-viral effect has been mainly characterized for
segmented negative-strand RNA viruses, where resistance to orthomyxoviruses in mice
was mapped solely to the Mx1 gene (Arnheiter et al. 1990; Stacheli et al. 1986) and it was
recently suggested to play a role in limiting cross-species transmission (Dittmann et al.
2008). However, an antiviral activity of Mx has also been demonstrated for a variety of
non-segmented RNA viruses (Schwemmle et al. 1995). For MeV, an increased
expression of the MxA, the human Mx homologue, correlating with a decrease of viral
transcription, was observed in infected human brain cell cultures (Schneider-Schaulies et
al. 1994), and the presence of MxA resulted in a 100-fold reduction of released infectious
particles in a human monocytic cell line (Schnorr et al. 1993). However, its importance

for morbillivirus pathogenesis remains to be evaluated.

To assess the contribution of the different V protein domains to morbillivirus
innate immune interference, we produced a series of recombinant CDVs with mutations
in either domain based on previous in vitro studies with Me/. We observed that the
mutation of one of the conserved cysteines led to survival of all ferrets infected, while the
Y110H mutation in the P/V shared region had no effect, even though it was no longer
able to inhibit type I IFN induction in vitro and in immune cells. To identify the V-IFN
pathway interaction important for survival, we evaluated the V protein mutants in a
luciferase-based reporter gene assay using several IFN-dependent promoters and

observed that the ability to control Mx-expression was the determining factor.
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RESULTS

V mutant viruses retain parental replication efficacy.

In vitro studies with the MeV V protein have shown that the naturally occurring
mutations Y110H in the P/V-domain, C272R in the V-unique region, which disrupts the
zinc finger motif interfere with different actors involved in innate immune activation
(Caignard et al. 2009; Devaux et al. 2007; Ohno et al. 2004; Ramachandran, Parisien, and
Horvath 2008). To investigate the importance of these interactions for virulence, we
generated recombinant CDVs carrying the corresponding knock out mutations. An
additional virus with a C255S substitution was also included in the study to determine if
the observed effect was dependent on one specific cysteine or caused by a disruption of
the zinc finger structure (Fig. 1A). Both cysteine substitutions cause a silent point
mutation in the P open reading frame and consequently do not result in an alteration of its
protein sequence. All mutated V proteins were expressed at wild type levels in the viral
context, and no alteration of P protein expression was observed (Fig. 1B). Kinetics of
intracellular virus production revealed that the recombinant viruses replicated similar to

their parents (Fig. 1C), while a slight delay was observed for the released virus (Fig. 1D).

Disruption of the zinc finger motif results in attenuation.

To assess the impact of these mutations on pathogenesis, groups of six to eight
ferrets were infected intranasally with each of the mutants. We had previously reported
that the V protein is important for lethal disease outcome and immunosuppression (von
Messling, Svitek, and Cattaneo 2006), so the disease phenotype of the mutant viruses was
compared to wild type and Vko viruses. Animals infected with either cysteine mutant
experienced a mild disease similar to those infected with Vko and survived the infection,
while all animals infected with the Y110H mutant developed severe rash, high fever, and
substantial weight loss, and ultimately succumbed to the disease (Fig. 2A). The cell-
associated viremia observed for this virus was similar to the wild type parent. In contrast,

the cysteine mutants resulted in a hundredfold lower peak titer, which was still around
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FIG. 1. In vitro characterization of P/V mutant viruses. (A) Schematic presentation of the
P and V proteins and amino acid substitutions introduced. The P/V shared region is
shown in gray and the V-unique region is shown in white. The arrow indicates the RNA
editing site. Below the proteins is a schematic presentation of the V zinc binding domain
adapted to illustrate the position of the conserved cysteines in the CDV V protein. (B)
Western blot analysis of the P and V proteins expressed by the wild type 5804PeH, Vko,
and the three V protein mutant viruses, Y110H, C272R, C255S using a rabbit anti-peptide
hyperimmune serum against the common amino-terminal end of the P and V proteins.
CTR, uninfected cell control. (C and D) Growth curve analysis of the five viruses on
VerodogSLAMtag cells at a multiplicity of infection of 0.01. Data points represent
averages of (C) cell-associated and (D) cell-free virus titers expressed as 50% tissue

culture infectious doses (TCIDsp). Error bars indicate standard deviations.
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tenfold higher than Vko, and the viremia was cleared within three weeks (Fig. 2B). These
results correlated with the percentage of infected PBMC determined by FACS analysis
(data not shown). All viruses caused leukopenia within seven days after infection, which
resolved rapidly in animals infected with Vko or the cysteine mutants, and progressively
worsened in animals infected with lethal strains (Fig. 2C). Both lethal viruses resulted in
severe inhibition of lymphocyte proliferation, an indicator of morbillivirus immune
suppression, while Vko had no significant effect. In contrast, both cysteine mutants
partially retained their ability to inhibit proliferation, temporarily reaching wild type
levels (Fig. 2D).

Inhibition of IFN signaling does not correlate with virulence.

For MeV, the V protein-mediated inhibition of IFN signaling through interference
with STAT1 and STAT?2 translocation to the nucleus has been clearly demonstrated
(Palosaari et al. 2003). To confirm that CDV V has the same activity, and to determine
the phenotype of the different V protein mutants, we first evaluated the extent of
interference with IFN signaling by luciferase reporter gene assay using plasmids carrying
either repetitive sequences of the IFN-stimulated response element (ISRE) or the IFNy
activated sequence (GAS) as promoters. The wild type CDV V protein was as efficient as
MeV V in blocking the induction of type I and I IFN-mediated transcription (Fig. 3A and
B). In contrast, all the mutations analyzed resulted in a loss of the proteins’ ability to
interfere with type I IFN signaling (Fig. 3A). However, the attenuated cysteine mutants
completely retained their type II IFN-inhibiting activity, whereas the lethal Y110H
mutant lost this function as well (Fig. 3B).

To determine if the loss of IFN signaling inhibition was the result of the mutant
proteins’ inability to prevent STAT] and STAT2 nuclear translocation, intracellular
STATI and STAT2 distribution was assessed by immunofluorescence. Upon stimulation
with IFNy, the cysteine mutants were as efficient as the wild type CDV and MeV V
proteins in blocking STAT1 nuclear translocation, while the Y110H mutant had
completely lost this ability (Fig. 3C), thereby supporting the reporter gene findings. All
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FIG. 2. Virulence assessment of P/V mutant viruses. Groups of six to eight animals were
inoculated intranasally with 10° TCIDs, of the respective virus and observed for up to five
weeks. (A) A color code system was used to assess the clinical disease severity. Each box
represents one animal. For the rash, black color represents the most severe skin eruption,
gray represents a mild rash, and white represents no rash. For the fever, black represents a
body temperature of more than 39.2°C sustained for at least three days, gray represents a
body temperature of more than 39.2°C sustained not more than two days, and white
represents normal body temperature between 37.8°C and 38.9°C. For the weight loss,
black represents a loss of more than 10% of initial body weight at the day of infection,
gray represents a loss of more than 5% and not more than 10% of initial body weight, and
white represents no weight loss measured. Number of animals euthanized for humane
reasons is depicted in the last column. (B) Number of CDV infected cells per million
PBMC. (C) Number of leukocytes per ml of blood. (D) Proliferation activity of PBMC
isolated from animals infected with recombinant CDV. Error bars indicate the standard

error. TCIDsy, tissue culture infectious dose50.
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V protein mutants were able to interfere with STAT2 nuclear translocation upon
stimulation with IFNa. (Fig. 3D), confirming previously published results that the tyrosine
at position 110 in the MeV V protein is only involved in STAT1 retention (Devaux et al.
2007; Ramachandran, Parisien, and Horvath 2008). However, the mutated V proteins
seemed to be less efficient, which may partially explain the observed type I IFN-mediated
reporter gene transcription. In light of the animal studies, where the Y110H mutant was
found to retain wild type virulence and mortality, these results demonstrate that neither V
protein-mediated interference with STAT1/2 nuclear translocation nor transcriptional

activation of the ISRE and GAS promoters correlate with virulence.

The Y110H mutant fails to control type I IFN responses in vivo.

Lethal CDV infections in ferrets are characterized by a complete lack of cytokine
responses (Svitek and von Messling 2007). To determine if the loss of type I and II IFN
signaling interference observed in vitro for the Y110H mutant resulted in the induction of
an IFN response in vivo, we analyzed its IFN mRNA profile in PBMC three days after
infection. Consistent with our previous findings, ferrets infected with the parental strain
were unable to upregulate type I and II IFN mRNAs (Fig. 4A-C). In contrast, the Y110H
mutant resulted in a substantial induction of IFNa and IFNP transcription (Fig. 4A and
4B), while still inhibiting IFNy mRNA production (Fig. 4C). Animals infected with the
cysteine mutant virus C255S, which survived the diseases, mounted an effective type 1

and I IFN response.

V-unique region-mediated control of the Mx1 promoter is essential for virulence.

To identify the interaction between the V protein and the innate immune response
that determines disease outcome, the interference of the V protein at different stages of
the type I IFN pathway was characterized in more detail. To assess the level of activation
inhibition of RNA sensors like mda-5 or RIG-I, the V protein mutants were co-transfected
with luciferase reporter gene plasmids containing the IFNB promoter (Kochs, Garcia-

Sastre, and Martinez-Sobrido 2007). The inhibition of IFNB induction upon stimulation
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FIG.3 The V-unique region of CDV V protein is not required for IFN signaling blockade.
Vero cells were transfected with an (A) ISRE-luciferase reporter gene plasmid or a (B)
GAS-luciferase reporter gene plasmid and either an empty vector or a vector expressing
the MeV V protein (MV WT), the CDV V protein (CDV WT), or the mutant CDV V
proteins C2558, C272R, and Y110H. Cells were treated with 1000 U of IFN-a. per ml or
10 ng of IFNy per ml for 16 h prior to lysis and luciferase activity measurement.
Luciferase activity of cells transfected with an empty vector was set to 100 %. Each bar
represents the average of three experiments done in triplicates, and error bars indicate the
standard error (SEM). Immunofluorescence assay of (C) STAT1 and (D) STAT? cellular
distribution. Vero cells were transfected with an empty vector or a vector expressing the
different V protein constructs, and were untreated or treated with either 10 ng/ml IFNy
(C) or 1000U/ml IFNa (D) for 2 hours, 40 hours after the transfection. The cells were
then fixed, permeabilized, and stained with antisera against the V protein (red), and
STAT1 or STAT2 (green).
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with poly inosine:cytidine (I:C) or Sendai virus (data not shown) was generally modest,
reaching only 50% for the wild type MeV and CDV V proteins and mutant V proteins
(Fig. 5A), suggesting that the changes had no effect on the activation of the IFNP

promoter.

To investigate the possibility of differential regulation of downstream ISGs, we
investigated the transcriptional activation of ISG54 and Mx1 in a similar assay using
luciferase reporter gene plasmids carrying the natural promoters of the respective gene
(Kochs, Garcia-Sastre, and Martinez-Sobrido 2007). Despite their inability to interfere
with ISRE-mediated transcription, all mutants were able to block ISG54, a key indicator
of innate immune activation, which can be induced by type I IFNs and IRF-3, albeit to a
lesser extent than wild type proteins (Fig. 5B). For the lethal Y110H mutant, this effect
was even more pronounced in the case of Mxl transcription, which is known to
specifically inhibit RNA virus replication (Schneider-Schaulies et al. 1994), where it
retained wild type suppressive activity (Fig. 5C). In contrast, the cysteine mutants were
only able to partially block transcription of Mx1. This observation was reproduced in
MDCK cells where the cysteine mutants completely lost their inhibitory capacity
compared to wild type and Y110H V proteins (data not shown). Consistent with our in
vitro findings, animals infected with the C255S mutant expressed higher levels of Mx1
than those infected with lethal viruses (Fig. 5D).
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FIG.4 The Y110H mutant CDV fails to control the type I IFN response in PBMC. Semi-
quantitative analysis of IFNa (A), IFNB (B), and IFNy (C) mRNA expression in PBMC
of animals infected with the parental strain 5804PeH, the tyrosine mutant Y110H or the
cysteine C255S mutant virus. RNA was isolated from PBMC on day 3 post-infection,
and semi-quantitative real-time PCR assays were conducted using primers specific for the
respective gene. The fold change ratios between experimental and control samples for
each gene were calculated and normalized against GAPDH using the AACt method. The

black line indicates the geometric mean.
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DISCUSSION

Morbillivirus V protein-mediated interference with innate immune activation has
been the subject of intense study over the last years. It is now clear that V inhibits the
nuclear translocation of STAT1 and 2 thereby interfering with type I and II IFN-mediated
transcriptional activation (Palosaari et al. 2003). Naturally occurring mutations and
systematic screening have led to the identification of residue Y110 as essential for
STAT] interactions (Devaux et al. 2007; Bankamp et al. 2008), and have highlighted the
importance of the zinc finger motif in the V unique region for STAT2 interference
(Ramachandran, Parisien, and Horvath 2008; Caignard et al. 2009). Independent of these
mechanistic analyses, the importance of the V unique region for virulence has been
demonstrated in a variety of animal models (Valsamakis et al. 1998; von Messling,
Svitek, and Cattaneo 2006; Devaux et al. 2008; Fukuhara et al. 2002). In this study, we
set out to determine the contribution of the previously identified key residues and motifs

to virulence and innate immune response control using a lethal CDV strain in ferrets.

Why does type I IFN expression not prevent immune suppression and death?

Type I IFNs are important activators of the innate immune response, and essential
for the control of viral infections. It was thus unexpected that a virus unable to block
STAT]1 nuclear translocation and type I IFN transcription remained fully virulent. The
presence of type I IFNs at the same levels as found in animals infected with non-lethal
viruses indicates that the interference with the cells’ ability to appropriately respond to
IFNs is more important for morbillivirus virulence than its ability to induce the
production of IFNs. Binding of type I IFNs to their cellular receptors IFNAR1 and 2 will
initiate a signaling cascade that ultimately leads to phosphorylation of tyrosine residues in
STAT molecules. The best characterized pathway involves the binding of phosphorylated
STAT1/2 molecules to IRF9, which leads to the formation of ISGF3 and subsequent
transcription of ISRE controlled genes (van Boxel-Dezaire, Rani, and Stark 2006).
However, there is increasing evidence that STATI1, STAT3, STAT4, STAT5 and STAT6
homodimers, as well as STAT1/3, STAT1/4, STAT1/5, STAT2/3 and STAT5/6
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FIG.5 The V-unique region of CDV V protein is required for Mx1 promoter activation
blockade. (A) Vero cells were transfected with an IFN B promoter-, (B) ISG54 promoter-,
or (C) Mx1 promoter-controlled luciferase reporter gene plasmid and either an empty
vector or a vector expressing the MeV V protein (MV WT), the CDV V protein (CDV
WT), or the mutant CDV V proteins C255S, C272R, and Y110H. Cells were treated with
1000 U of IFN-a. per ml or 1 pg of poly (I:C) per ml for 16 h prior to lysis and luciferase
activity measurement. Luciferase activity of cells transfected with an empty vector was
set to 100%. Data represent three independent triplicate experiments. Error bars represent
the standard error (SEM). Semi-quantitative analysis of Mx1 mRNA expression was
evaluated in PBMC (D) of animals infected with the parental strain 5804PeH, the tyrosine
mutant Y110H or the cysteine C255S mutant virus. RNA was isolated from PBMC on
day 3 post-infection, and semi-quantitative real-time PCR assays were performed using
primers specific for the Mx1 gene. The fold change ratios between experimental and
control samples for each gene were calculated and normalized against GAPDH using the

AACt method. The black line indicates the geometric mean.

111



heterodimers also engage in signal transduction (Platanias 2005). Furthermore, it was
recently demonstrated that, in the presence of p38 inhibitors, ISGs could not be induced
upon stimulation with IFN in an ISRE-dependent manner (Uddin et al. 1999), indicating
that STAT-independent signaling via p38 and mitogen-activated protein kinases (MAPK)
contributes importantly to IFN-mediated transcription initiation (Platanias 2005). Our
results thus provide first evidence for morbillivirus V protein interference with additional
elements of the IFN signaling pathways and suggest that control of a STATI/2-

independent pathway may be essential for virulence.

Morbilliviruses differentially control transcription of ISGs.

Since the lack of ISRE-mediated transcription inhibition of the respective V
protein mutants had no influence on their ability to control ISG54 and Mx| transcription,
it is likely that the V protein interacts with additional cellular effectors. Even though we
did not further investigate the pathways involved, the striking correlation between Mx1
transcription control and survival points to one of its other promoter elements. In
addition to ISREs, the Mx1 promoter contains binding sites for NFxB, the ubiquitous
transcription factor Spl, I16 response elements, and GAAA stretches (Assiri and Ott
2007; Gerardin et al. 2004; Thomas et al. 2006). In the ovine, human, mouse and bovine
Mx1 promoter region, progesterone and oestrogen receptor and AP-1 transcription
binding site are also found (Assiri and Ott 2007), and a regulatory role for IL6 in
maintaining Mx1 gene expression has been demonstrated (Gerardin et al. 2004). It is thus

likely that V interferes with one or several of these signaling pathways.

Mx expression is needed to control morbillivirus infections.

The role of Mx in the control of influenza and other segmented negative-strand
RNA viruses has been extensively characterized in vitro and in vivo (Amheiter et al.
1990; Haller, Staeheli, and Kochs 2007). In mice, the presence of a functional Mx1 gene
confers resistance to lethal challenge with mouse-adapted or highly pathogenic influenza
A virus strains (Tumpey et al. 2007; Grimm et al. 2007), and IFN-induced Mx expression
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leads to reduced morbidity in ferrets infected with seasonal influenza A (Kugel et al.
2009). Here, we provide compelling evidence that Mx has a similar function in the
context of morbillivirus and possibly other non-segmented negative-strand RNA virus
infections. It has been shown that Mx inhibits primary MeV transcription (Schneider-
Schaulies et al. 1994), and an Mx-mediated interference with the nuclear import of
nucleocapsids has been demonstrated for segmented negative-strand RNA viruses (Kochs
and Haller 1999; Kochs et al. 2002). However, the exact mechanism of action and

interacting viral proteins during cytoplasmatic replication remain to be characterized.

113



MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses.

VerodogSLAMtag (von Messling et al. 2003), Vero cells (ATCC CCL-81) and
293 cells were maintained in Dublecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen) with 5%
foetal bovine serum (Invitrogen). CDV strains 5804PeGFPH (von Messling, Milosevic,
and Cattaneo 2004) and 5804PeGFPH Vko (von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006)

and all recombinant viruses produced were grown in VerodogSLAMtag cells.
Generation of recombinant viruses.

The mutations resulting in the amino acid substitution Y110H, C255S and C272R
(Fig. 1A) were introduced in a subcloned P gene fragment flanked by the unique
restriction sites Kpn/ and Sacll. The fragment was then transferred into the 5804PeH
genomic cDNA containing the enhanced green fluorescent protein (¢GFP) in an
additional transcriptional unit between the hemagglutinin (H) and polymerase (L) genes.
Recombinant viruses were recovered using the reverse genetics system described in
(Anderson and von Messling 2008) and expanded on VerodogSLAMtag cells. Briefly,
293 cells were transfected in a 6-well plate with plasmids expressing the MV
nucleocapsid (N) (0.5 pg), phospho (P) (0.1 pg)-, and polymerase (L) (0.5 pg) proteins
and the T7 polymerase (0.7 pg) together with the respective full-length CDV genomic
plasmid (4pg) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Three days later, cells were
collected and overlaid onto 3 x 10° VerodogSLAMtag cells in a2 10 cm dish. Two to three
individual syncytia were selected and transferred on fresh VerodogSLAMtag cells.
Growth kinetics were performed on VerodogSLAMtag cells at 32°C using a multiplicity
of infection (MOI) of 0.01 50 % tissue-culture infectious doses (TCIDsp). Supernatant and
cell-associated virus were quantified by limited dilution method daily for five days.
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Animal experiments and assessment of virulence.

All animal experiments were approved by the INRS-Institut Armand-Frappier
Institutional Animal Care and Use Committee. Groups of at least six CDV-seronegative
male ferrets (Mustela putorius furo) were infected intranasally with 10° TCIDs, of each
virus as described previously (von Messling et al. 2003). Rash, fever, and weight loss
were assessed daily and graded on a 0-1-2 scale, with O representing only minimal
deviations of the physiologic state. A localized or mild generalized rash was graded as 1,
and severe generalized rash and peripheral oedema were scored as 2. For fever, a body
temperature above 39.2 °C for no more than two days was considered 1, and for three
days or more 2. Between 5 and 10% initial body weight loss was graded as 1, and more
than 10% as 2. The total white blood cell count was determined from fresh heparinized
blood diluted 1:100 in water containing 3% acetic acid. For the lymphocyte proliferation
activity, 3x10° PBMC were seeded in a round-bottom 96-well plate in RPMI 10% FBS
and either left untreated or stimulated with 2ug/ml of PHA for 24h. Proliferation was
measured by BrDU incorporation (Roche) following manufacturer’s instructions. The

viremia was quantified as outlined before (von Messling, Svitek, and Cattaneo 2006).
Luciferase reporter gene assays

The 5804P V gene was cloned into the mammalian expression plasmid pCG, and
the respective mutations were introduced by site-directed mutagenesis. For each V protein
mutant, triplicate wells of Vero cells seeded in black 96 well plates (Greiner Bio-One)
were transfected with 0.1 pg of the respective V gene expression plasmid or empty vector
control, 0.1 pg of either plasmid p(9-27)4tkA(-39)lucter containing four tandem copies of
the 9-27 ISRE (King and Goodbourn 1998) to assess type I IFN-mediated transcriptional
activation, pGAS-luc (Stratagene) for IFNy-mediated activation, pl125-luc (Kochs,
Garcia-Sastre, and Martinez-Sobrido 2007) for IFNB promoter activation, and Mx1-luc
(Kochs, Garcia-Sastre, and Martinez-Sobrido 2007) or ISG54-luc (gift form Dr. David E.
Levy) for natural ISG promoter activation, and 0.05 pg of phRG-TK (Promega) as

internal control for the transfection efficiency. After 24 h, the transfection medium was
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replaced with fresh medium supplemented with 1000 U/ml of universal type I IFNo. (PBL
Interferon Source), or 10 ng/ml of human IFNy (Cedarlane), or 1 pg/ml of poly I.C
(Sigma), respectively. Cells were harvested 16 h later in Dual-Glo luciferase assay lysis
buffer (Promega), and luciferase activity was measured using a luminometer
(Luminoskan Ascent, Thermo). Values for firefly luciferase activity were normalized to
Renilla luciferase activity, and results were expressed as a percentage of the empty vector

control stimulated value.
Antibodies and indirect immunofluorescence.

CDV V was detected with a polyclonal rabbit anti-peptide antiserum raised
against the keyhole limpet hemagglutinin-coupled peptide
CKDDPEMQTRVWYATPSQDLK (Sheldon Biotechnology Centre, McGill University)
corresponding to amino acids 279 to 299. MeV V was stained with a rabbit anti-peptide
serum raised against amino acids 18-40 in the P/V shared amino-terminus, and STAT1
and STAT2 were detected using commercially available monoclonal antibodies (C-111
and A-7, respectively, Santa Cruz Biotechnology). FITC-conjugated donkey anti-mouse
(Jackson ImmunoResearch) and Alexa Fluor® 568-conjugated goat anti-rabbit

(Invitrogen) antisera were used as secondary antibodies.

For immunofluorescence analysis, Vero cells were grown to 80% confluence in
Lab-Tek II 8-Chamber Slide System (Nalgene Nunc International) and transfected with
0.5 pg of empty vector or V-expressing plasmids using Lipofectamine 2000 according to
the manufacturer’s instruction. At 40 h post transfection, cells were stimulated with 1000
U/ml of IFNa or 10 ng/ml of IFNy for 2 h. Cells were then washed with PBS, fixed with
4% paraformaldehyde in PBS for 10 min at room temperature, and permeabilized with
0.1% Triton X100 in PBS for 10 min at 4°C. Samples were blocked with 10% foetal
bovine serum followed by sequential incubation with the respective primary and
secondary antibodies for 45 min on ice. Images were obtained using a Nikon Eclipse 800
microscope. Only slides where transfection efficiency reached at least 30% were

considered.
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Western blot analysis.

Vero cells were plated at 5x10° per well in a 6-well plate, infected with the
respective viruses at a MOI of 0.1, and incubated at 37°C for 48 h. For the analysis of
viral protein expression, Vero cells were lysed in RIPA buffer (I mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1% sodium deoxycholate, 50 mM Tris-HCI1 [pH 7.4, 1%
Triton X-100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl), and proteins were separated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis followed by transfer on polyvinyl difluoride
membranes (Millipore Corporation). P and V proteins were detected using the CDV P/V-
specific rabbit anti-peptide antiserum against the P/V shared domain (von Messling,
Svitek, and Cattaneo 2006) in combination with a peroxidase-coupled donkey anti-rabbit
secondary antiserum, and visualized using ECL Plus Western Blotting Detection System
(GE Healthcare) and the Image Station 2000MM (Kodak).

IFN and Mx1 mRNA transcription analysis.

Ferret Mx1 gene was cloned and PCR primers were designed as previously
described (Svitek and von Messling 2007). Relative IFN «, B, y and Mxl mRNA
transcription levels were analysed by semiquantitative real-time PCR analysis as
described previously (Svitek and von Messling 2007). Briefly, mRNA was isolated from
PBMC:s of infected ferrets using the RNeasy Mini kit from QIAGEN. Ten ng of RNA
together with specific primers against ferret IFN a, B, y or Mx1 was mixed with the
QuantiTect SYBR Green RT-PCR master mix (QIAGEN) following the manufacturer’s
instruction. GAPDH mRNA transcription was used as internal control, and mRNA
transcription levels were normalized to DO values. Relative change in transcription levels
was calculated using the formula fold change = 2% to evaluate fold transcription
(Svitek et al. 2008; Schmittgen et al. 2000).
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