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SOMMAIRE

Les virus de la famille des Parvoviridae sont caractérisés par leur génome d’ ADN simple brin,
généralement de polarité négative, encapsidé dans un assemblage protéique icosaédral
d’environ 26nm de diamétre. Malgré leur petite taille et leur génome limité d’environ 5 kb,
I’organisation génomique ainsi que la réplication des parvovirus sont néanmoins complexes.
De plus, la majorité des membres de cette famille sont associés a plusieurs pathologies chez

diverses espéces.

Chez le porc, les infections parvovirales causent des problémes liés a la reproduction. Des
travaux antérieurs ont démontré ’existence de plusieurs souches dont la virulence varie
considérablement. Les présents travaux ont pour objectif de caractériser, au niveau
moléculaire, les différences pouvant étre responsables de cette virulence accrue chez certaines

souches.

Par analogie avec d’autres parvovirus, notamment le parvovirus canin ou la capside est
responsable du spectre d’héte félin-canin, notre hypothése nous permettait d’entrevoir que la
capside du penchant porcin joue probablement un rle important dans le tropisme cellulaire
du virus et finalement comme facteur modulant la virulence par I’interaction avec les cellules

cibles. Ce tropisme pourrait déterminer le type de pathologie associé a I’infection.

Nos travaux ont tout d’abord été centrés sur le séquengage complet de la souche Kresse du
parvovirus porcin et I’analyse de cette séquence. Nous avons démontré que la souche
vaccinale NADL-2 et la souche pathogénique Kresse ne différent que par 5 acides aminés dans
le géne de la capside. Outre ces différences, le génome viral entier ne comporte que de
différences non codantes. Une autre différence pour laquelle aucune fonction n’est encore
connue est la présence d’une répétition de 127 nucléotides en aval de la région codante du
gene de la capside chez la souche vaccinale. Cette séquence répétée n’est présente qu’en un

exemplaire chez la souche Kresse tout comme chez les autres souches pathogéniques



viii
partiellement séquencées. De telles répétitions sont présentes chez d’autres parvovirus mais

aucune fonction ne leur est encore associée.

Afin de comprendre I’'importance de la capside dans le tropisme viral, étant donné que nos
résultats suggerent que celle-ci est la seule composante du virus ayant, a priori, un impact
possible lors de I’infection, nous devions établir un systéme in vitro permettant de distinguer
les souches non-pathogéniques des souches pathogéniques. Un criblage de plusieurs lignées
cellulaires ne nous a pas permis de distinguer les souches NADL-2 et Kresse par un test
d’infectivité. Par contre, nous avons identifié qu’une culture primaire de testicules de veaux
(TV) utilisée pour la détection et I’amplification de virus appartenant a d’autres familles était
également permissive au parvovirus porcin dans certains cas. Nous avons alors démontré que
seulement les souches apparentées a la souche vaccinale NADL-2 pouvaient se répliquer sur
ces cellules contrairement aux souches virulentes apparentées a la souche Kresse. Ayant établi
pour la premiére fois un systéme in vitro permettant de déterminer le phénotype des souches
de parvovirus porcin, nous devions maintenant déterminer si effectivement la capside était le

facteur déterminant du tropisme observé.

Seule I’obtention des clones infectieux des souches NADL-2 et Kresse nous a permis de
réaliser ces travaux. Nous avons procédé aI’échange d’un fragment génomique (entre NADL-
2 et Kresse) codant pour trois des cinq résidus qui différent entre NADL-2 et Kresse. Bien
que ces virus ne soient pas différents en apparence lorsque cultivés sur des cellules permissives
PT (testicules de porcs), la croissance des chiméres sur les cultures primaires TV était
apparentée non pas a la majeure partie du génome viral mais dépendait seulement du fragment

échangé.

Ces résultats constituent la premiére preuve que le tropisme cellulaire du parvovirus porcin
dépend, du moins in vitro, exclusivement de la capside. De plus, par analogie au parvovirus
canin dont la structure tridimensionnelle est connue, deux des trois résidus échangés se

retrouvent probablement dans des régions externes des boucles de surface de la capside.
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Nous avons poursuivi I’étude de I’infection in vitro par immunofluorescence dans diverses
lignées cellulaires en combinaison avec les différentes souches ou chiméres utilisées pour les
autres travaux. Nous avons étudié morphologiquement la distribution des particules virales
lors des étapes précoces de I’infection. Nos résultats montrent que la distribution des
particules tot dans I’infection ne concorde pas toujours avec le phénotype de restriction

attribué a ces cellules.

Etant donné que notre modéle in vitro permet de comprendre comment le tropisme viral peut
étre régulé, nous avons eu comme objectif de déterminer la structure tridimensionnelle du
parvovirus porcin. Afin de déterminer la structure atomique par diffraction de rayons-X, la
premiére €tape consistait 3 mettre au point des méthodes de purification de virus a grande
échelle. La partie suivante de cette thése fait donc état des méthodes développées afin de

produire et de purifier le parvovirus porcin pour la cristallographie.

Finalement, un dernier chapitre porte sur une nouvelle méthode de mutagénése dirigée
développée en réponse a des difficultés techniques rencontrées avec les clones infectieux.
Nous désirions déterminer les paramétres structuraux requis pour le tropisme, ¢’est pourquoi
nous devions effectuer la mutagénése des différents résidus (seuls ou en combinaison)

responsables du tropisme observé.

Enrésumeé, les travaux présentés dans cet ouvrage font état des premiers résultats démontrant
Pimportance de la capside du parvovirus porcin dans le tropisme cellulaire ainsi que d’une
étude préliminaire des mécanismes qui en sont responsables. De plus, les méthodes

développées afin de permettre la purification a grande échelle sont également présentées.
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PREFACE

Le format de cette thése exige de faire état de la contribution des différents auteurs lors de
publication de manuscrits. J’en profiterai également pour faire état des collaborations et des

travaux conjoints qui font partie intégrante de tout travail scientifique.

La revue bibliographique présentée ici est principalement sous forme de revue de questions,
celle-ci publiée a 1’été 1999. Le premier chapitre plus général portant sur divers parvovirus

a été rédigé au printemps 1998.

Diverses personnes ont collaboré a cet ouvrage (Encyclopedia of Virology, 2iéme édition)
dont la version finale a été discutée en groupe. La liste des auteurs apparait plus bas dans le

méme ordre que sur la publication.

Peter Tijssen: supervision générale, uniformité du manuscrit

Mohamed Laakel: parvovirus murins

Zoltan Zadori: parvovirus d’oiseaux aquatiques
Benoit Hébert: parvovirus porcin et parvovirus bovin; introduction, taxonomie,

morphologie, tropisme, figures et tableaux, uniformité du manuscrit

Le chapitre sur la caractérisation de la souche Kresse, la construction de chiméres et les
études in vitro sur le tropisme (J. Virology, 1996) est la partie majeure de cette thése, tant au
plan du contenu scientifique et de son impact que du travail requis pour y arriver. Etant donné
que ces travaux ont été réalisés par plus d’une personne, comme c’est normalement le cas en
recherche, il est requis de décrire ici plus en détail la contribution de chacun a la réalisation

de ces travaux.

Ces travaux ont débuté en 1992, quelques mois avant mon arrivée dans le laboratoire du

professeur Tijssen. Suite a la caractérisation de la souche NADL-2 et des résultats de
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séquengcage partiel d’isolats de PPV provenant du Québec, des différences ont été identifées
principalement dans le géne codant pour la capside. A mon arrivée au laboratoire, le docteur
Bergeron entreprenait le clonage de la souche Kresse afin d’obtenir un clone infectieux. C’est
ce méme clone infectieux que nous avons séquencé au cours de I’année suivante.
Parallélement, nous avons séquencé partiellement d’autres isolats de champ. Par la suite, nous
avons entrepris de construire des chimeres. Ces travaux ont été effectués autant par Jean
Bergeron et moi-méme alors qu’un probléme majeur est survenu dans I’échange du fragment
Bgl 11 qui était malheureusement ré-inséré constamment dans la mauvaise orientation. Une
fois ces constructions effectuées, j’ai été responsable de produire les virus recombinants par
transfection et de faire les études in vitro. Nous n’avions toujours pas de systéme cellulaire
permettant de différencier les souches, les résultats d’un groupe compétiteur ne pouvant étre
reproduits. Aprés quelques mois de travail, mes résultats ont démontré que des cellules
provenant d’une culture primaire de testicules de veaux utilisée pour le diagnostic in vitro au
Service de diagnostic du MAPAQ permettaient de cultiver la souche vaccinale du parvovirus
porcin alors que les isolats virulents ne pouvaient y étre cultivés. Ces cellules ont été utilisées

pour étudier in vitro le tropisme des virus chimériques.

Ces résultats, présentés pour la premiére fois a I’atelier portant sur les parvovirus a
Montpellier en 1995, ont été soulignés pour leur originalité et leur importance lors de la

session de cl6ture du congreés.

La liste des auteurs a été déterminée en fonction de la séniorité des auteurs dans ce projet tout

en mentionnant I’apport égal de J.B. et B.H. dans le manuscrit:

Jean Bergeron: coauteur principal, clone infectieux souche Kresse et séquengage,
chiméres.
Benoit Hébert: coauteur principal, séquengage, chimeres, test cellulaire in vitro,

rédaction de la publication,; figures.

Peter Tijssen: supervision des travaux et de la rédaction de la publication.
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Le chapitre portant sur la purification du parvovirus porcin provient de travaux effectués au
cours des deux derniéres années de mes travaux de doctorat. Cette étape est déterminante
dans I’obtention de cristaux de virus qui permettront éventuellement de déterminer sa
structure. J’ai effectué ces travaux entiérement, sous la supervision de mon directeur de

recherche.

Afin de mieux comprendre I’impact des différences responsables du tropisme in vitro, nous
avons entrepris des travaux de mutagénése dirigée. Ces travaux ont été marqués par des
problémes techniques a cause de la présence de structures secondaires importantes dans les
régions 5' et 3' qui sont déterminantes pour la réplication virale. Etant donné I’absence de sites
permettant le sous-clonage du fragment d’intérét, j’ai dii trouver une solution a ce probléme.
Ces travaux supervisés par mon directeur de recherche présentent des idées originales et des

travaux que j’ai effectués dans le cadre d’une publication soumise a BioTechniques.

La revue de question sur le parvovirus porcin publiée dans un numéro spécial de Seminars in
Virology (1995) portant sur les parvovirus a été supervisée par mon directeur de recherche,
Peter Tijssen. La section portant sur le diagnostic du parvovirus porcin et vaccins parvoviraux
a été rédigée par Roger Dubuc, la section portant sur la biologie moléculaire du parvovirus
porcin a été rédigée par Jean Bergeron et moi-méme, alors que j’ai également rédigé la section
sur le tropisme et le spectre d’hote en plus de faire les figures et ’assemblage du manuscrit

final avec mon directeur de recherche.

Finalement, plusieurs travaux n’ont pas été présentés dans le cadre de cette thése. En plus de
ma participation a plusieurs projets du laboratoire, un an de travail a été consacré a
’expression et la purification de protéines recombinantes chez E. coli. L’ immunisation des

protéines non-structurales du parvovirus porcin chez des lapins s’est avérée inefficace.

Le dernier volet expérimental sera éventuellement publié en partie. Ces travaux concernent
la mise au point de méthodes de détection du parvovirus porcin par PCR dans le cadre d’un

contrat de recherche entre mon directeur de recherche et la compagnie IPSEN (U .K.).
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INTRODUCTION

La simplicité apparente des parvovirus provient de leur diamétre réduit ainsi que de leur
génome de petite taille. Du latin parvus signifiant “petit”, la famille des Parvoviridae est
constituée de virus de 26nm de diamétre moyen dont le génome est composé d’ ADN simple
brin, généralement a polarité négative, dont les extrémités adoptent des structures secondaires

cruciformes ou en épingles a cheveux.

La complexité des parvovirus repose sur leur organisation génomique chevauchante ainsi que
sur I’épissage alternatif afin de potentialiser I’utilisation du génome. Dans quelques cas chez
les densovirus (parvovirus d’insectes), les cadres de lecture chevauchants sont mémes
organisés dans des orientations inverses. En plus de maximiser |’utilisation du génome, la
plupart des protéines sont souvent multifonctionelles. Il est donc nécessaire pour le virus
d’avoir une régulation temporelle d’expression stricte afin de maximiser I’utilisation des
produits de ses geénes. Malgré leur grande capacité lytique, les parvovirus dépendent
néanmoins initialement de la cellule cible afin de compléter le cycle viral d’ou la nécessité pour
les parvovirus d’infecter des cellules durant la phase de synthése d’ADN (phase S) de

I’interphase cellulaire.

Les parvovirus sont donc ciblés vers des cellules ayant une activité mitotique intense comme
les cellules souches sanguines, les cellules hépatiques ou encore la couche basale du derme.
Dans le cas du parvovirus porcin, les tissus foetaux sont des cibles de choix car les cellules
embryonnaires, étant dans un stade précoce de développement, ne possédent pas de phase G,
et G, du cycle de division cellulaire, mais seulement une alternance de courtes phases M
(division) et S (réplication de I’ADN). L’importance économique du parvovirus porcin est

principalement associé a son pouvoir pathogéne chez les embryons ou les animaux de bas dge.

Les travaux présentés dans le cadre de cette thése de doctorat concernent un agent pathogéne
important du cheptel porcin, le parvovirus porcin. Au Québec, plusieurs €éleveurs sont aux

prises avec cet agent pathogéne responsable du syndrome SMEDI (Stillbirth, Mummification,



3

Embryonic Death, Infertility) qui cause une réduction des portées. Malgré I’utilisation de
vaccins, nos résultats suggérent qu’il pourrait y avoir apparition de nouvelles souches. De
plus, il est presque impossible de se débarrasser des particules infectieuses répandues dans les

porcheries, principalement a cause de la trés grande stabilité du virus.

Dans le cas du parvovirus porcin, sauf pour les souches trés pathogenes, les problémes
reproducteurs retrouvés naturellement se limitent aux infections dans la phase non-
immunocompétente des feetus. Comme nous le verrons, I’apparition de nouvelles souches

complique la situation.

Malgré leur spectre d’hote limité, les différents parvovirus soulévent un probléme important
en terme d’émergence de nouvelles souches virales ayant des propriétés différentes.
L’adaptation du parvovirus de la panleucopénie féline (feline panleukopenia virus; FPV) lui
permettant de franchir la barriére d’espéce chez le chien a en effet causé des ravages a la fin
des années 1970. 1l existe également chez un parvovirus murin (MVM) des souches ayant des

propriétés différentes reliées au tropisme des cellules cibles.

La diversité croissante des souches virales cause un probléme sérieux principalement a cause
de I'identification de cas ot la pathologie observée n’avait jamais été associée au parvovirus
porcin préalablement. Le premier cas, décrit en 1985, fait état de dermatites sévéres et
d’autres symptomes, dont des entérites, associés au parvovirus porcin. Bien qu’initialement
un de ces isolats (Kresse, nommé en hommage au premier auteur de cet article) ne soit pas
reconnu comme une souche trés virulente, elle I’a été plus tard par le groupe de Molitor. Ces
travaux ont démontré que les problémes reproducteurs associés a cette souche étaient plus
sérieux que dans le cas des souches pathogéniques dites “classiques”. En effet, lors de la
gestation, le porc feetal est normalement immunocompétent a partir de 70 a 80 jours et est
alors résistant aux infections par le PPV. La souche Kresse parvient néanmoins a infecter et

a causer le syndrome SMEDI apreés cette période d’immunocompétence.
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Afin de développer des vaccins également efficaces contre les souches émergentes, une
caractérisation moléculaire des souches de PPV était nécessaire. Nos travaux présentés ici
sont donc centrés sur I’analyse du génome de la souche Kresse du PPV ainsi que sur des

travaux permettant de comprendre de quelle fagon les souches différent entre-elles.

Les travaux des groupes de Colin Parrish (Cornell University) et Peter Tattersall (Yale) ont
démontré que les différences reliées au tropisme observées entre les diverses souches d’un
méme sous-groupe (e.g., CPV, MVM) sont principalement causées par un nombre restreint
de variations au niveau des protéines de la capside du virus. Etant donné les différences de
virulence observées dans le cas du PPV, il est possible qu’il en soit de méme au niveau de son

tropisme cellulaire.

En effet, suite au séquengage partiel de nombreux isolats de PPV et au séquengage complet
de deux souches de PPV, nous avons suggéré que des différences minimes sont associées au
diverses pathologies observées. La souche qualifiée de vaccinale (NADL-2) ne différe que par
cing acides aminés au niveau de la capside virale avec la souche virulente Kresse. De plus,
en corrélant les anamnéses des différents cas cliniques, les séquences des génes de capsides
de plusieurs isolats et la virulence connue de certaines souches, nous avons proposé qu’il
existe quatre grands groupes de parvovirus porcin: non-pathogénique, pathogénique,

pathogénique et causant des dermatites, et les parvovirus associés aux entérites.

La présence d’un déterminant allotropique chez le parvovirus porcin n’avait encore jamais été
démontré. Afin de prouver I'importance de la capside dans le tropisme cellulaire, nous avons
entrepris de construire des virus chimériques a I’aide des clones infectieux et de les

caractériser.

Pour la plupart des parvovirus, la permissivité de lignées cellulaires continues varie selon les
souches (ou isolats) en plus de varier selon I’espéce virale (CPV vs MVM vs PPV, etc.). Afin
de pouvoir différencier les souches, nous devions développer un systéme cellulaire o il serait

possible de catégoriser les souches selon leur tropisme cellulaire.
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L’utilisation de cellules provenant de cultures de cellules primaires de testicules de veaux (TV)
nous a permis de mettre au point un systéme in vitro ou la permissivité différentielle des
souches pouvait étre exploitée afin de comprendre le role de la capside. En effet, ce systéme
cellulaire nous a permis d’établir le rle de la capside grace aux virus chimériques. Les
chimeres ou trois résidus sur cinq différents ont été échangés se comportent comme les
souches d’ou proviennent ces résidus. Les cellules TV ne sont pas permissives a la souche
pathogénique Kresse alors qu’elles le sont pour la souche NADL-2. Dans le cas des chimeéres,
la souche dont la majeure partie du génome provient de la souche Kresse mais ou I’on
retrouve une partie du géne de la capside de la souche NADL-2 peut maintenant se répliquer

sur ces cellules, et vice-versa.

Nos travaux présentés ici démontrent donc le rdle de la capside dans le tropisme cellulaire
ainsi que I'importance de la capside dans le cycle viral. Bien qu’encore hypothétiques a ce
stade, nos résultats indiquent qu’en I’absence de différences codantes ailleurs dans le génome,
les différences au niveau de la capside doivent étre reliées a la pathologie observée

directement via le cycle infectieux ou indirectement via la réponse immunitaire.

Ces travaux s’inscrivent dans une problématique centrée sur |’étude structure-fonction des
parvovirus. En effet, le groupe du professeur Tijssen collabore avec, notamment, les
professeurs Michael Rossmann (Purdue University), Colin Parrish (Cornell University), Gilles
Fédiére (Institut de recherche pour le développement, Paris) et Max Bergoin (Université de
Montpellier II) afin d’élucider les mécanismes responsables du tropisme chez le PPV et les
densovirus d’insectes. Afin d’élucider de tels mécanismes, la structure du PPV doit étre
déterminée. Une partie des travaux présentés ici concernent la mise au point de méthodes de
purification du virus a grande échelle afin d’obtenir des quantités suffisantes pour la

cristallisation.

Durant la progression de ces travaux, le PPV a gagné en importance a cause de son potentiel
pathogénique lors de xénogreffes porcines. A cause de la nature du tropisme et du spectre

d’hote des parvovirus, I'importance du PPV se situe au niveau du potentiel d’élargissement
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du spectre d’hote dans un contexte ou le virus parviendrait a se propager dans un organisme
étranger suite a une réplication efficace dans le tissus permissif greffé. L’accumulation de

mutations pourrait alors étre bénéfique pour le virus mais tragique pour I’héte.

Les travaux de doctorat effectués dans la poursuite de cet objectif seront présentés sous forme
d’articles scientifiques publiés ou non. Ce format remplace le format traditionnel ou les
sections sont présentées successivement. Un premier article de fond a déja été publié dans
Journal of Virology et un deuxiéme est en préparation. La section de purification du virus est
néanmoins présentée sous forme d’article car ces résultats feront partie intégrante de la

publication sur la structure du PPV d’ici la fin de 1999.

Cette thése comporte deux parties distinctes soit premiérement, la revue de littérature et
deuxiémement, les publications. Dans le cas de la revue de littérature, étant donné le nombre
des revues publiées quasi-annuellement dans le domaine, il est inutile de répéter les mémes
informations. Par contre, le but de cette revue de littérature est de bien définir le cadre
expérimental. C’est pourquoi j’ai choisi d’inclure une publication plus générale, issue de la

deuxiéme édition du Encyclopedia of Virology (1999).

Cette revue bibliographique ne serait compléte, a8 mon avis, sans deux éléments.
Premiérement, le lecteur est référé a la figure 1 qui décrit I’organisation génomique du PPV,
travaux effectués dans le laboratoire du Dr. Tijssen dans le cadre des travaux de doctorat de
Jean Bergeron (Bergeron ef al., 1993). Deuxiémement, une discussion ciblée sur le
parvovirus canin, le plus proche parent du PPV sera présentée. De plus, quelques généralités
structurales des parvovirus y seront discutées, principalement en ce qui concerne les structures

de CPV et MVM.

La relation structurale entre PPV et CPV fera I’objet de discussion a la fin de la these alors
que certains résultats seront repris et discutés en fonction de résultats plus récents. Le corps

de la discussion est composé d’un article publié dans Seminars in Virology portant sur le PPV.



Figure 1.

Organisation génomique du PPV

A partir du génome de polarité négative sont produits deux transcrits primaires,
PT4 et PT40. Ceux-ci sont épissés et retrouvés sous sept formes: R1A, R1B,
R2A, R2B, R3, R4A et R4B. La protéine non-structurale NS1 est produite a
partir de la forme R1, NS2 de R2, NS3 de R3 et les protéines de capside VP1 et
VP2 a partir de R4A et R4B respectivement.
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Avant-propos

Contrairement au format traditionnel, la thése par article se veut succincte. Dans le cas
présent, deux revues de questions ont déja été publiées. La premiére, la plus récente et la plus
générale, fait état de généralités des parvovirus murins, porcins, d’oiseaux aquatiques et
bovins alors que la deuxiéme est ciblée sur le parvovirus porcin et est incluse dans la

discussion.

La deuxiéme partie de la revue porte principalement sur les aspects structure-fonction des
parvovirus. Le parvovirus canin sera discuté plus en détail dans cette derniére section puisqu’il
existe une importante similitude entre PPV et CPV. Ce dernier servira également de base

comparative a plusieurs occasions.
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Premiére partie -- Généralités sur les parvovirus

Chapitre publié en 1999 dans Encyclopedia of Virology, 2nd ed. portant sur les parvovirus

murins, porcins, bovins et d’oiseaux aquatiques.

Ce manuscrit écrit au début de 1998 couvre les aspects généraux des parvovirus cités dans
le titre. De par son format, il permet de comparer certains aspects de ces parvovirus. Etant
donné la proximité évolutive des parvovirus canins et porcins, ils seront comparés a la section

suivant celle-ci.
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Introduction

Parvoviruses are among the smallest and sturdiest viruses known and the only viruses with
linear single-stranded (ss) DNA genomes. Due to their limited coding capacity and inability
to induce cellular replication, the infection by parvoviruses requires rapidly dividing cells
which provide proteins necessary for the infection. Consequently, their pathogenicity is
restricted to permissive cells of that nature such as fetal tissue, epithelium and transformed

cells.

History

Rat virus (RV) was first isolated from 1959, when Kilham and Olivier were searching for a
rat papovavirus in rat embryo cell cultures followed rapidly by the isolation of H-1 virus from
cell filtrates. The minute virus of mice (MVM) was isolated in 1966 by Crawford from
laboratory stocks of mouse adenovirus. More recently, mouse parvovirus (MPV) was
identified during the mid-eighties due to differences in hemagglutinating properties between

MVM and this new agent.

Bovine parvovirus (BPV) was isolated by Abinanti and Warfield in 1961. Originally, this virus
was known by its acronym HADEN (‘hemadsorbing enteric') which indicated the ability of
infected cells to adsorb erythrocytes and the isolation of the virus from gastrointestinal tracts.
BPV isendemic and is mainly associated with enteritis and respiratory infections in association

with other agents.

Porcine parvovirus (PPV) is a major disease-causing agent in pigs. Although the major
syndrome known as SMEDI (stillbirths, mummification, embryonic death and infertility) was
described by Howard Dunne and co-workers in the mid-60s, PPV was isolated and
differentiated from the enterovirus agents for the first time in 1975. PPV strains have been
isolated from different sources and have also been associated with other syndromes such as

respiratory infections, dermatitis, rhinitis and enteritis.
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The Goose parvovirus (GPV) was first isolated among the waterfowl parvoviruses (WFPs).
GPV causes a highly contagious and fatal disease of goslings and muscovy ducklings which
emerged in the middle of the 1960s and was known under different names: goose influenza
(Hungary), infectious myocarditis (Italy), hepatonephritis ascites (France), viral enteritis
(former USSR), goose plague (Netherlands) and goose hepatitis (Germany). The working
group of the World Poultry Scientific Association named it Derzsy's Disease after the late
Domokos Derzsy. In 1971, Schettler isolated the causative agent and showed that it is a

parvovirus

Muscovy duck parvovirus (MDPV) and GPV are closely related to each other. MDPV was
isolated in France in the late eighties from an epidemic which was 80 % fatal among the young
muscovy ducks. The third waterfowl parvovirus emerged in Taiwan in 1989 during an
epizootic duckling disease. The disease affected all breeds of ducks including their hybrids but
the geese were spared. The epizootic was diagnosed as a co-outbreak of duck parvovirus
(DPV) infection and duck viral hepatitis virus. Inoculating the DPV alone in all duck breeds

reproduced the high mortality and symptoms of the disease.

Taxonomy and Classification

All known viruses with a linear ssDNA genome belong to the Parvoviridae family which is
further divided into two subfamilies: the Parvovirinae of vertebrates and the Densovirinae of
invertebrates. The Parvovirinae subfamily is comprised of three genera: (1) Parvovirus, (2)
Erythovirus and (3) Dependovirus. This outdated classification needs to be revised since it
is mainly based on phenotypic properties. Phylogenetic analysis reveals different associations
which are more biologically relevant in terms of genome organization. For example, while
Parvovirus members are autonomous, helper viruses can increase their replication
substantially. On the other hand, Dependovirus members can sometimes replicate
autonomously. The parvoviruses discussed here are, in the current taxonomy, all classified in
the parvovirus genus. Although the porcine and the rodent parvoviruses are very similar, BPV
is quite different, so are the WFPs. The WFPs are genetically closely related to viruses in the

dependovirus genus (e.g. AAV) and not to others in the parvovirus genus. Comparison of
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non-structural and structural proteins of the WFPs suggests that the AAVs and the WFPs may

have evolved from a common ancestral virus.

Properties of the Virion

Parvoviruses are among the most stable viruses. Non-purified virus has been shown to
withstand 2h at 80°C, although purified viruses are not as stable (e.g. resistant for | h at
56°C). Most parvoviruses are also stable within the pH range 2-11. Sonication (without
heating) does not affect the virus but it is sensitive to UV irradiation. Resistance to organic
solvents, such as butanol and chloroform, and enzymes, such as DNase, RNase and various
proteases has been noted. Capsids can also withstand many detergents, although they are
dissociated in sodium dodecylsulfate (SDS) solutions.Their compact arrangement of the

isometric nonenveloped particles is responsible for these properties.

Parvoviruses capsids possess icosahedral symmetry with an approximate external radius of
140 Aand a buoyant density in CsCl of about 1.40 g/ml (full particles) or 1.30 g/ml (empty
particles). The sedimentation coefficient is approxiamtely 120S for full particles and 60S for
empty particles. The capsid contains three to four different proteins (Table 1) and a total of
60 protein molecules per virion. The 60 kD structural proteins found in full, mature particles
of BPV, MVM and PPV are proteolytic cleavage products from 64-62 kD proteins. The
major structural proteins are produced by a nested set of genes and have identical C-terminal
sequences. While the structural proteins are not glycosylated, they have been shown to be the
target for phosphorylation, at least in MVM, and this form appears to be involved in

morphogenesis.

The structure of MVM has been determined in 1997 while structures of empty capsids of
PPV, GPV and MDPYV are being elucidated. The MVM structure is closely related to the
CPV structure and contains an internal anti-parallel B-barrel and external three-fold spikes.
Differences are mostly found on the surface in the two-fold depression where a protrusion is

located on a dimple-like structure.
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Viral Genome and Molecular Biology of Replication

The rodent and porcine parvoviruses encapsidate virtually only the negative-strand
(complementary to mRNA) although about 1% of viral DNA has positive polarity. Genome
lengths reported for these viruses are 5085/5149 nu for MVMI/MVMp, 5176 nu for H-1, 5517
nu for BPV, 5106 for GPV, 5132 for MDPV and 5075/4948 nu for PPV NADL2/Kresse
(GenBank accession numbers are listed in Table 2). The genomic organizations are almost
identical for these viruses. Interestingly, the nonviremic strains MVMp and PPV-NADL?2

differ from the viremic strains by a repeated sequence at the 5' end of the viral genome.

The viral strand is, concomitant with synthesis, excised from the replicative form and
encapsidated from the 5' end in (pro)virions (1.44 g/ml particles containing only VPI and
VP2). The VP2 are partially converted by proteolysis to VP3 which leads to a decrease in the
density to 1.40 g/ml (‘mature’ particles). NS1 is still attached to the viral genome to the

outside of the capsid and is often removed just before or during infection.

Approximately 10% of BPV virions contain the 5517 nucleotide positive-strand DNA
molecule, whereas the remainder contains negative-strand DNA. The genome hairpin termini
differ from those of the rodent and porcine viruses in several respects. They lack any sequence
homology and are 150 (left) and 121 (right) nucleotides long. The left-hand hairpin (3' end of
negative-strand) has both flip and flop orientations, with a 10-fold excess of flip, whereas the

right-hand hairpin contains both orientations in equal amounts.

The WFPs encapsidate the opposite polarity strands in equal amounts. The genome lengths
of the GPV and MDPV are 5106 and 5132 nucleotides, each including long ITRs of 444 and
457 nucleotides respectively. The coding regions of MDPV and GPV do not contain
insertions or deletions when compared to each other but differences in length can be attributed
to short deletions in GPV’s ITRs and to a 5' nucleotide deletion in the GPV genome shortly

after the first stop codon of the capsid gene.
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Transcription and Translation

Porcine and rodent parvoviruses have two genes, each coding for several products (Table 1).
Their genomic organizations are almost identical. The genes are transcribed from two
promoters (P4 & P38 for MVM; P4 & P40 for PPV) and the transcripts coterminate near the
5' end of the negative-strand. The P4 transcripts code for the nonstructural proteins (left half
of the transcripts) and P38/P40 codes for the structural proteins. A peculiarity of the
transcripts originating from P4 is that both the nonspliced and the spliced transcripts are
translated (NS1 and NS2/NS3 respectively). While MVM has different forms of NS2, we
observed a third transcript of a potential nonstructural protein for PPV, NS3, which has the
same N-terminal domain as NS1 and NS2 but the reading frame of the C-terminal domain
overlaps the ORFs of the structural proteins. The role of this protein is unknown. The
N-terminal sequences of NS1 and NS2/NS3 are identical whereas the C-terminal sequences
differ (overlapping ORFs). The intron removed to generate the NS2/NS3 transcript contains
an NTPase (probably ATPase), a trans-activation response element, which upregulates

expression from P4, and the P38/P40 promoter elements (Figure 1).

Splicing in parvoviruses is governed often using non-consensus donor or acceptor sequences.
The relative abundance of the spliced transcript (steady-state ratio) has been shown, for
MVM, to be dependent on sequences located within the large and small introns. Sequences
within the NS2-specific exon itself are required for its inclusion in the mature transcript. As
described for MVM, the efficient excision of the upstream large intron (within NS1) from P4-
generated mRNAs depends on at least the initial presence of sequences witin the downstream

small intron

The start codon for VPI of the various rodent and porcine parvoviruses is located almost
immediately after the stop codons of NS1/NS2. There are small introns at about 40 map units
in all P4 transcripts. The donor sites for these small introns are just upstream or just
downstream of the VPI start codon. When the upstream site is used, the start codon is
removed and another start codon, almost 800 nucleotides downstream, is used resulting in
VP2 (Figure 2).
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The strategy used by BPV is different: for example, there are three major open reading frames
(ORFs) (left, mid and right) instead of two. Analysis of the genome suggests three promoters,
P4, P13 and P38. Again, P38 is responsible for the production of capsid proteins. Unlike the
rodent and porcine parvoviruses, BPV codes for two large proteins and two smaller proteins.
BPV shares with all autonomous parvoviruses a glycine-rich region (a stretch of 10-20 G)
near the proteolytic cleavage site to generate the smallest capsid protein. This G-run could
distort the a-helix structure and make it susceptible to proteolysis. Three BPV NS proteins
have been detected (Table 1). The 83 and 75 kD proteins share with NS1 of PPV and rodent
parvoviruses the property that they are expressed before the capsid proteins [8 vs 14h
postinfection (p.i.)]. The NS1A and NSIB proteins of BPV may differ in the degree of
phosphorylation, although both products can be detected after in vitro translation (suggesting

primary translation products).

Gel retardation assays demonstrated that both capsid and NS proteins bind to the left end of
the BPV genome and may play different roles in replication and packaging. The right end of
the genome does not compete with the left end for these proteins. Cellular proteins,

particularly during S-phase, also form a specific complex with the DNA.

Recent work on the genetic analysis of WFP has demonstrated an organization similar to that
of the AAVs and, similarly, three promoters, P9, P19 and P41 have been identified. Again,
P41 is responsible for the production of capsid proteins while P9 and P19 are the
transcriptional activators for the REP protein. It is interesting to note that while VP1 and VP3
are initiated from conventional AUG codons, VP2 is initiated from an ACG codon.
Alternative splicing regulates the synthesis of the various capsid proteins as VP1 is bracketed
between two alternative acceptor splicing sites.VP1 is synthesized when the upstream
acceptor is used whereas VP2 and VP3 are made when splicing occurs at the downstream

acceptor site.
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Viral Morphogenesis

Parvoviruses lack the ability of most other DNA viruses to stimulate resting cells to DNA
synthesis. The first steps during infection, i.e. absorption, penetration and uncoating in the
cell, do not require viral functions but normal cellular processes. Mature (containing VP1, 2
and 3) and immature particles (VP 1and 2) compete equally well for receptors. Internalization
through coated pits has been observed. It has been postulated that the virus is transported
actively to the nucleus by the signal carried on the first ten amino acids of VP1. Uncoated
DNA is not observed in the cytoplasm. The S-phase-dependent event appears to be the
synthesis of the complementary strand from the 3' end of the negative-strand. The resulting
duplex can then serve as a template for transcription and expression. It should be noted that
for MVMi and MVMp, in A9 cells, the steps up to transcription are equally efficient but that
transcription and translation differ significantly. Transcription depends thus on
developmentally regulated host-cell factors and is not merely a reflection of the presence of
duplex DNA. An attenuation site located ~145 nucleotides downstream from the P4 promoter
has been identified. This block could be alleviated by specific cellular factors. Moreover, the

promoter for the capsid proteins is activated by NS1.

Parvoviruses interact with host nucleoli. Viral DNA replicates in the host nucleoli and
nucleolar protein as well as small nuclear ribonucleoproteins are recompartmentalized.
Replicative form DNA is exclusively nuclear-matrix-bound early during infection but
accumulates later in the soluble fraction. The DNA-matrix interactions are, at least in part
mediated by the viral terminal proteins. ssSDNA is encapsidated by the (pro)virion, as described
above, usually from the 5' to 3' direction . This process is probably mediated by NS1 and the

virus is ready for a new round of infection after the proteolytic maturation step.

Geographic and Seasonal Distribution

All parvoviruses described here have been isolated world-wide, wherever the host is present.
However, some strains may have a wider distribution than others. For example, PPV strains
involved in the SMEDI syndrome have been detected throughout the world, whereas strains

causing vesicular lesions or enteritis have only been reported sporadically. Interactions of PPV
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with other porcine viruses are still poorly understood.

It is not known whether similar differences exist for the rodent parvoviruses. Early work
showed that many strains differ in serology or hemagglutinating properties from the laboratory
strains. A serologic survey from 10 European countries indicated that MVM was among the
most prevalent murine viruses in colonies surveyed in the mid- to late eighties. It has been
circulating in mouse colonies for at least 20 years. Retrospective testing indicated that the
prevalence of MPV approached 40% in the early 1970s whereas only 7% of tested sera
contained anti-MVM antibodies. Similarly, several BPV strains have been compared and
serology and hemagglutinating differences have been noted. Caution is warranted since
comparisons are often not under identical or standardized conditions. For example, different

donors of erythrocytes could be responsible for subtle variations.

Seasonal distributions are related to the age distribution of the host if infection occurs at a
certain age. For example, GPV usually infects goslings younger than 1 month, although latent
infections can be established in older animals. Thus, domesticated or wild geese are usually
infected in the spring. Similarly, BPV infects calves but latent infections may develop in older

animals. The birthing pattern of the host thus contributes to the seasonality of the infections.

Host Range and Viral Propagation

In general, parvoviruses have a narrow host range, probably due to their high dependence on
particular host cell functions. While parvoviruses accumulate mutations at a very slow rate,
it has nonetheless been extensively documented that small genomic variations or mutations
may lead to phenotypic differences in antigenicity, tissue tropism, host range, virulence or
properties such as hemagglutination. It is unknown if these mutations are random or if they

appear due to environmental pressures.

The natural host of RV and MVM are rats and mice respectively, as supported by serology
and infection studies.All rodent viruses can induce an osteolytic syndrome after perinatal

inoculation of hamsters. This syndrome is characterized by dwarfism, mongoloid features,
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abnormal teeth and fragile bones because of infection of osteogenic tissues.

About 40 PPV isolates have been obtained from different cell cultures (KBSH from KB cells
is the prototype) and it has been suggested that these viruses were introduced with porcine
trypsin used in passaging. Field isolates of PPV cluster within four pathogenic groups but,
when the region qualified as the allotropic determinant is sequenced, two major groups can
be identified. This pattern mainly segregates pathogenic from non-pathogenic isolates while
other non-characterized residues or non-coding changes may account for the observed
pathologies. Sequencing of the capsid protein gene of isolates originating from Europe and
Canada indicate that variations in residues outside the allotropic determinant vary

geographically.

Cattle is the natural reservoir of BPV, but goats and possibly horses, may also be a source
since many animals are seropositive. Cross-reactivity with until now unisolated viruses cannot
be ruled out. Canine, monkey and human sera may also be seropositive, by
immunofluorescence, but very low titers are obtained when they are assayed for neutralizing
activity. Some cross-reactivity therefore seems more likely. Domesticated and wild geese as

well as Muscovy ducks are susceptible to GPV. Chickens and ducks are resistant.

Parvoviruses are most often propagated in cell culture. GPV is usually replicated in
embryonated eggs. The reproduction of parvoviruses in tissue cultures can be dependent on
the passage number, temperature or the nature of the strain of the same parvovirus. For
instance, lymphotropic and fibrotropic strains have been described for MVM, and restricted
temperature ranges for different PPV strains (some only at low temperatures, others at 37°C
and still others at 39°C). PPV-NADL?2 replicates most efficiently in PFT cells at passage
75-100 and hardly, or not at all, above 200.
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Genetics and evolution

Rodent and porcine parvoviruses are so closely related that they have probably evolved from
a common ancestor. Their relatedness with BPV, Dependovirus or Densovirus is low and
decreases in this order, with one interesting exception. The amino acid sequence 10-50 of the
VPI capsid protein is also found in the structural protein of many densoviruses (about 90%

homology).

Evolution of parvoviruses is evident even in the short time span in which they have been
studied. For example, canine parvoviruses, most probably indirectly, evolved from feline
parvoviruses. Many of the newly discovered strains with different tropisms may have evolved
very recently since only a few (two to three) amino acids are involved in the tropic
determinant. It can be speculated that, after a change to a new tropism through one of these
amino acids, other mutations may rapidly accumulate until the optimal reproduction rate is

obtained.

Parvoviruses have been sequenced to predict the way the genome functions. Subsequently,
these predictions were confirmed or rejected by transcription studies and by site-directed
mutagenesis of genetic elements (see below). A virulence determinant is also emerging. NS2
nonstructural protein and repetitive elements (at the 5' end of the negative-strand) seem to be
involved. For PPV, we have isolated strains having one, two or four repetitive elements (from

mummified embryos almost all have one repetitive element; unpublished results).

Transmission and Epidemiology

Parvoviruses can be transmitted horizontally by the fecal-oral route, respiratory exudates,
dust, gloves, clothing and food, provided that the susceptibility of the host and the dosage of
the virus are sufficiently high. They can also be transmitted vertically. Toolan noted two types
of infection, one that is temporary and produces low levels of antibody which disappear within
months and a second type of infection which is latent or permanent leading to high antibody

titers, maintained throughout life. The latter type is exemplified by neonatal and latent
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infections. Similar patterns can be observed for all parvoviruses discussed in this entry. PPV-
or BPV-seronegative herds are sometimes found. In most herds, most animals are seropositive
but some asymptomatic long-term virus excretors may be present, mostly because of

continuous replication in susceptible gut cells.

Horizontal transmission is most common but vertical transmission has been shown for BPV,
GPV and PPV. Vertical transmission or the virus leads to the abortion or resorption of the
fetus. A few long-term PPV excretors seem to be less efficient in horizontal transmission in
age-segregated herds. However, the resistance of parvoviruses to environmental inactivation
is believed to be more important than chronic carriers in the epidemiology by horizontal

transmission.

The morbidity and mortality rates depend on the susceptibility of the host and the immune
status of the herds. Viral infections can range from completely symptomless to mortality rates

that, for GPV, may be close to 100%. Again, the strain of the parvovirus is important.

Tissue Tropism and Pathogenicity

The replication of parvoviruses depends on cellular functions, transiently expressed during late
S or early G-2 phase of mitosis. Thus, cell division is an essential requirement and
parvoviruses infect mitotically active tissues such as those from the fetus, intestinal epithelium
and hemopoietic systems. The viruses are considered 'mitolytic', hence their oncosuppressive
activities. Additional cellular factors, expressed during differentiation, are also required. Cell
division is not the only determinant, and parvoviruses are therefore not truly pantropic. A
tropic determinant has been identified in the capsid protein of MVM and in the corresponding

region of PPV structural proteins.

The complex set of factors involved in viral pathogenicity is still poorly defined. At a
molecular level, much of the current attention is focused on the (until now unknown) role of

the viral-encoded NS2 protein and noncoding genetic elements. Both seem to be involved in
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pathogenesis or virulence. It is not clear yet whether tropism factors can be completely
separated from virulence factors. Curiously, RV, H-l and MVMp are not pathogenic for their
native hosts. Only under experimental conditions, such as intracerebral inoculation of rats with
virulent RV, does a disease become apparent. RV and H-l when isolated, were associated with
tumors, and MVM has been isolated from oncogenic adenovirus stocks. All rodent
parvoviruses have been shown to suppress carcinogenesis, whether spontaneous,
virus-induced or carcinogen-induced. In contrast, MVMi, most PPV strains, BPV and GPV
are pathogenic. Mixed infections with other pathogens are common and a role for these

parvoviruses in certain diseases is emerging.

There is a striking resemblance between MVM and PPV with respect to tropism and
pathogenesis. The nonpathogenic PPV-NADL2 and MVMp are nonviremic whereas the
pathogenic PPV-NADLS, PPV-Kresse and MVMi are viremic (ie, high virus titers in blood

circulation).

PPV infections are often harmless to the adult animals except for some PPV strains associated
with severe dermatitis or enteritis. Non-viremic strains are considered harmless unless
inoculated in utero prior to immunocompetence where they will cause abortions. Some PPV
strains cause embryonic and fetal infections of various degrees through post-viremic
transplacental infection during the first 70 days of gestation usually without any manifestation
of maternal clinical signs since the adult mounts an immune response but the maternal
antibodies do not cross the placenta to protect the fetuses. The infection or death of fetuses
after immunocompetence is attained around 70 days is only observed in highly pathogenic
isolates such as Kresse and IAF-A54 which are usually associated with necrotic skin lesions

in the dams.

The generalized infection of hematopoietic cells, lymphocytes and capillary endothelium leads
to bilateral infarcts of the solitary renal papilli for MVMIi and fetal infection for PPV. It needs
hardly to be emphasized that laboratory diagnosis should distinguish the strains for reliable

epidemiological surveys and herd management, instead of mere detection of virus.
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Most BPV isolations are from samples from calves with diarrhea, but BPV is increasingly
associated with respiratory disease and reproductive failure. Viremia can be established (in
leukocytes), and, during the symptomatic phase, different targets become infected (intestinal
tissue, brain, heart muscle, adrenal gland, thymus and lymph nodes). Fetal infection after
viremia is particularly acute in the first trimester (particularly cerebellum). Active immunity
develops in the second half of pregnancy, and a fetus infected in the third trimester usually

recovers from the infection.

According to available in vitro data, cell tropism relates to the strain properties (capsid
amino-acids). Different tropisms among variant strains are also a striking feature of other
parvoviruses. An example is the sudden appearance of canine parvovirus in the late 1970s
probably due to mutations in a feline parvovirus (See also: Parvoviruses: Cats, Dogs, Minks).
This flux in parvovirus strains and properties makes them very important, both in disease

prevention and fundamental research.

Clinical Features and Pathology

Except for MVMI, natural infections of rodents are clinically inapparent. Experimental
infections of rodents may produce (1) an acute lethal disease in newborn animals, (2) an
osteolytic syndrome, (3) cerebellar ataxia or (4) hemorrhagic encephalitis. Successive
passaging of H-l or RV in newborn hamsters can increase the pathogenicity in newborn
animals to close to 100% mortality. After 4-10 days, infected animals suddenly become
sluggish, gasp for breath and die. Necropsy often reveals hemorrhage of the gut and
congestion of the liver. In contrast, no liver damage is observed with the RT strain, but
intestines often contain a sanguineous exudate. Infected newborn rats become apathetic just

before dying. Intranuclear inclusions are found in cells of almost all organs of the animals.

Hamsters surviving RV or H-l infections usually develop mongoloid features due to osteolytic
activity of the parvoviruses [in rodents, osteogenic activity (osteoblasts, odontoblasts) is
high]. Cerebellar ataxia can only be introduced by intracerebral inoculation of hamsters

younger than 4 days (and is apparent after a month). The HER agent induces hemorrhagic
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encephalitis in rats after cyclophosphamide treatment. Upon necropsy, hemorrhage and

necrosis are observed in brains or spinal cords of these rats.

The most common feature of an outbreak of PPV reproduction failure is the appearance of
mummified fetuses. The litter may contain both mummified and stillborn fetuses. The PPV
strain associated with equine abortion has not been reproduced experimentally. Interestingly,
this virus also seems to be fetotropic in rabbits. Clinical features of BPV infections, mostly in
calves (1-12 months), include enteritis, respiratory disease and conjunctivitis. The severity of
the clinical symptoms is usually increased by co-infection with other pathogens and may only

be apparent in their presence.

GPV-infected goslings or Muskovy ducklings (at day 1) stop eating after about 3 days, are
reluctant to move, remain near a heat source and usually die after a week. Those that survive
are usually severely retarded and may become featherless. These animals may also develop a
transient leg weakness. When older animals are infected, a symptomless carrier state may be
obtained. Birds that succumb in the acute phase after GPV infection have characteristic lesions
inthe liver and heart muscle. The hyperemic liver contains small grayish-white areas. The apex
of the enlarged heart can be rounded off and the myocardium may show a discoloration.

Accumulation of fluid in the pericardium and abdominal cavity is often observed.

Immune Response and Prevention

A strong active immunity depends to a large degree on viral multiplication in tissues of the
infected organism. The equilibrium between virus produced during latency and the production
of circulating antibodies can lead to high antibody titers over long periods. A single injection
with cyclophosphamide (immunosuppressive) was shown to be sufficient to convert a latent
RV infection into an apparent disease. Toolan observed that infection of pregnant hamsters
with H-1 did not yield any antibodies, neither did subsequent inoculations. The reason for this

tolerance is not clear.
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Passive immunity (maternally acquired antibodies) may protect the fetus against infection in
rodents. However, immunoglobulins do not pass through the multilayer placenta
(epitheliochorial) in pigs. Production of antibodies in neonatal piglets is the result of active
immunity (embryos are immunocompetent from about 70 days on). After birth, pigs can
contain high concentrations of PPV antibodies from colostrum while nursing seropositive
dams. A similar pattern is observed for BPV; second- and third-trimester fetuses yield an IgM
response that is maximum after about 10 days and is gradually replaced by lgG with maximum
titers about 5 months after infection. Calves deprived of colostrum from seropositive cows

may develop severe diarrhea upon infection.

Viral strains that do not produce viremia can often be used as live vaccines. The NADL2
strain of PPV, but also others such as the HT strain of PPV (no viremia), can be used. Some
workers have been able to induce high antibody titers to PPV with inactivated virus. An early
management method for PPV was the back-feeding of fecal material or fetal tissues from
PPV-infected sows. Infections with BPV are widespread and are clinically inapparent in
adults. BPV vaccines are not yet available nor has the need for vaccination been

demonstrated.

Conclusion

Initially, parvoviruses attracted attention since it was felt that these small viruses would be
simple and easier to understand than most other viruses. It has become clear, however, that
they depend more on cellular functions which are more difficult to study. Recent knowledge
about parvovirus structures has enabled researchers to focus on the role of structurally
conserved motifs during infection and their implication in tropism and host range. The extent
of knowledge on MVM made it the an excellent model especially since more is known about
the genetic make-up of the mouse than other vertebrates. Other parvoviruses generate
increasing interest due to their role in disease and as model in host-virus relationship and

structure-function studies.
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Table 1. Viral gene products (kDa)

30

Proteins MVM, H-1 PPV BPV GPV/MDPV
Nonstructural proteins NS1 (83) NS1 (86) NS1A(83) REP (65)
NS2(21) NS2 (18) NSIB(75)
NS3 (12) NS2(28)
Capsid proteins VP1 (86) VP1 (84) VPI1(80) VP1 (81.3)
VP2(65) VP2 (64) VP2(72)  VP2(65)
VP3 (60) VP3 (60) VP3 (62) VP3 (60)
VP4 (60)

Note. Molecular masses of NS2/NS3 of PPV and of GPV REP are deduced from amino acid

sequences.
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Table 2. GenBank Accession Numbers of Parvoviruses of Rodents,

Pigs, Cattle and Waterfowl

Strain / Isolate GenBank Accession
. Number
MVMi X02481
MVMp J02275
MPV-1 U12469

H-1 X01457
RPV-1a AF036710
PPV NADL-2 123427
PPV Kresse ~ U44978
GPV | U25749
MDPV U22967
BPV M14363

*Note: Accession numbers given are those considered with the

least number of errors
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Comparative alternate splicing of NS transcripts in MVM and PPV.
While MVM has two splicing acceptor sites in the capsid gene ORF, PPV has
only one. Nonetheless, the expression strategy remains unaffected by the
divergence in splicing patterns. The strategy of NS2 expression differs
considerably between MVM and PPV. The MVM genome is organized to
yield a maximum of'three different NS2 which differ solely at their C-terminal.
Normally, only two forms are detected. Although another (fourth)
combination would be possible, it is undetectable due to distance constraints
of the splicing machinery. In contrast, PPV NS2 terminates upstream from the
VP splicing sites and a separate NS3 is generated by splicing the NS2 donor
site to the VP acceptor site. Adapted from Seminars in Virology 6(5):321.
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RELATION STRUCTURE-FONCTION DES PARVOVIRUS
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Deuxiéme partie -- Relation structure-fonction des parvovirus

La compréhension des mécanismes entourant la restriction de I’infection virale dans des sous-
populations cellulaires ou de la permissivité cellulaire en général est essentielle au
développement de stratégies pour prévenir ou contrer ces infections. Il est tout aussi
important de comprendre les mécanismes impliqués dans I’évolution virale afin de déterminer
Iutilité potentielle de nouveaux vaccins dans les cas ou les souches évoluent et changent de

tropisme.

Tel que discuté au préalable, le tropisme cellulaire des parvovirus est déterminé par la capside
virale. Bien que les variations de séquences aient été répertoriées pour plusieurs parvovirus,
I'impact de ces différences ne peut avoir de signification biologique que si elles nous
permettent de comprendre le ou les mécanismes impliqués dans le tropisme (Parrish et al.,
1988; Gardiner et Tattersall, 1988; Parrish efal., 1991; Oie et al., 1996). Les structures des
capsides virales permettent d’étudier et de comparer des régions différentes en apparence mais
structuralement apparentées. Afin de mieux comprendre I’impact des travaux publiés au cours
des derniéres années portant sur I’étude structurale de la capside de différents parvovirus, un

bref apergu de la littérature sera présenté ici.

2.1 Interaction virus - cellules

2.1.1 Molécules d’attachement du virus

Les parvovirus présentent un modéle complexe de tropisme car dans la plupart des cas étudiés
jusqu’a maintenant, celui-ci n’est pas nécessairement déterminé par la présence ou I’absence
d’une ou plusieurs molécules permettant |’attachement et la pénétration du virus. Les données
publiées contredisent I’idée d’un rdle essentiel d’une telle molécule d’attachement dans le
tropisme car autant chez MVMi/MVMp que CPV/FPV, les souches entrent en compétition
pour les mémes récepteurs mais I’infection productive ne se produit que dans un des deux cas

(Tattersall et Bratton, 1983; Truyen et Parrish, 1992).
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Certains groupes ont identifié des molécules d’attachement ou des composantes de celles-ci
par traitement a la neuraminidase dans le cas de MVM (P. Tattersall ez al., non publi€) ou de
BPV (Thacker et Johnson, 1998), par prévention spécifique de I’infection par des anticorps
monoclonaux liant une molécule de 40kDa dans le cas du PPV (Harding et Molitor, 1992) ou
de CPV (Basak ez al., 1994). Par contre, aucun de ces travaux n’a démontré que I’absence
de la molécule d’attachement prévient I’internalisation ou I’infection. Dans le cas du PPV,

I’internalisation est possible dans le cas de cellules non-permissives (Ridpath et Mengeling,
1988).

Le meilleur exemple demeure celui du parvovirus B19 dont un récepteur cellulaire a été
identifié par Kevin Brown (Brown et al., 1993). Bien que I'interaction entre le globoside et
le virus ait été clairement démontrée et que méme une structure du complexe existe (Chipman
et al., 1996), il a été démontré que la présence du globoside a la surface cellulaire n’est pas

le seul pré-requis pour permettre une infection productive (Wang et al., 1995).

Si le tropisme viral n’est pas régulé principalement lors de I’attachement du virus, il doit I’étre
lors de I’internalisation ou lors de la décapsidation du virus puisque la transfection d’un clone
infectieux permet de passer outre cette barriére dans certains cas (Gardiner et Tattersall,

1988).

2.1.2 KEtapes précoces de Pinfection

Les étapes précoces de I'infection par les parvovirus, contrairement aux adénovirus (Greber
et al, 1993; Greber et al, 1996, Greber et al, 1997) et aux alphavirus (Perez et Carrasco,
1993; Palokangas et al, 1994; Irurzun et al, 1997; Glomb-Reinmund et Kielian, 1998;
Vashishtha ef al, 1998; Kronenberger et al, 1998) sont bien peu comprises. Seuls certains
travaux portant sur I’internalisation de CPV ont été rapportés (Basak et Compans, 1989,
Basak et Turner, 1992; Vihinen-Ranta et al, 1998).

Jusqu’a ce jour, tous les travaux soulignent 'importance des lysosomes durant ’entrée des

particules virales. Suite a I’attachement du virus a la cellule, I’internalisation se fait rapidement
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via des vésicules non tapissées de clathrine (Basak et Turner, 1992). Les particules virales
peuvent étre rapidement identifiées par immunofluorescence, principalement a I’intérieur des
lysosomes (Weichert ez al, 1998). Lorsque le transport endocytique est bloqué a I’aide d’un
pré-traitement au nocodazole, les particules virales n’atteignent pas le noyau et aucune
réplication virale n’est observée (Vihinen-Ranta e al, 1998). Il en est de méme pour les
agents lysosomotrophes qui augmentent le pH des endosomes (Basak et Turner, 1992).
L’importance de I’entrée du virus par la voie endosomale est également démontrée par des
études de micro-injection ou des particules virales matures purifiées demeurent

majoritairement dans le cytoplasme (Weichert ez al, 1998; Vihinen-Ranta et al, 1998).

1l semble donc évident que dans le cas du parvovirus canin, un changement de pH soit
nécessaire pour permettre au virus de “transporter” son acide nucléique dans le noyau. Par
contre, le traitement des particules virales a un pH de 5,0 avant la micro-injection ne permet
pas d’avoir une infection productive (Vihinen-Ranta et al, 1998). Ce phénoméne est
probablement di a la réversibilité des changements observés a des pH plus bas. Un apergu de
la structure des parvovirus nous permettra de discuter la corrélation entre la structure et le

role du pH dans I’entrée.

2.2  Structure des parvovirus et role dans Pinfection

2.2.1 Propriétés structurales des parvovirus

La structure tri-dimensionnelle de plusieurs parvovirus a déja été déterminée. La premiére
structure d’un parvovirus a €té publiée en 1991 par le groupe de Michael Rossmann en
collaboration avec Colin Parrish (Tsao ef al, 1991). C’est d’ailleurs le groupe de Michael
Rossmann qui a été responsable des études réalisées jusqu’a maintenant sur les autres
structures de parvovirus: capsides vides recombinantes de CPV (Wu et Rossmann, 1993),
capsides vides recombinantes de FPV (Agbandje ez al, 1993) et FPV natif (Rossmann et al.,
non publié), capsides vides recombinantes du parvovirus B19 (Agbandje et al, 1994), MVMi
(Agbandje-McKenna et al, 1998) et GmDNV (Simpson et al, 1998).
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La capside des parvovirus, d’un diamétre approximatif de 260 A, est composée de trois
protéines de capside dont la partie C-terminale est identique. Dans le cas des Parvovirinae,
deux protéines VP1 et VP2 proviennent d’un cadre de lecture chevauchant, issues d’un
épissage alternatif alors que VP3 provient d’un clivage protéolytique de la partie N-terminale
de VP2 dans les capsides matures. La composition de la capside des Densovirinae est plus

variable et ne sera pas discutée ici.

La capside contient un total de 60 copies d’un mélange de VP1, VP2 et VP3, les trois
protéines étant présentes dans une structure identique pour les portions communes. Chaque
sous-unité est organisée selon un repliement de feuillets beta connu sous le nom de “eight-
stranded anti-parallel (-barrel motif’ qui est retrouvé dans la majorité des autres structures
de virus bien que ceux-ci ne soient pas homologues (Rossmann et Johnson, 1989). Les régions
unissant les feuillets beta dans cette structure forment des boucles qui prédominent a la surface
de la capside. En fait, ces boucles sont responsables de la signature de chaque parvovirus: le
degré d’homologie, voire méme d’identité, est trés élevé dans les feuillets alors que les boucles
sont trés variables (Chapman et Rossmann, 1993). A titre d’exemple, les structures de VP2

monomérique de CPV et MVM sont présentées a la Figure 3.

Bien qu’elles n’apportent pas de rigidité apparente dans la structure de la capside, les boucles
n’en sont pas moins importantes, tant au niveau de leur taille que des fonctions attribuées a
certaine régions de celles-ci. Diverses boucles ont été définies chez CPV, FPV et MVM, soit
les boucles I (35-40 acides aminés), II (~75 acides aminés) et les boucles III et IV d’une

longueur totale d’environ 225 acides aminés.

Le repliement des protéines structurales et I’assemblage des différentes sous-unités dans une
forme icosaédrale résulte en une topologie irréguliére (tout en étant géométrique) par la
présence de protubérances (“spike”) et de dépressions. Autant pour CPV, FPV et MVM, la
capside comporte certains éléments topologiques tels qu’une protubérance (environ 70 A) a
’axe de symétrie d’ordre 3, une légére dépression a I’axe de symétrie d’ordre 2 et un pore

cylindrique entouré d’une dépression de 15A (“canyon™) a I’axe de symétrie d’ordre 5.
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La surface exposée des boucles est composée des résidus qui sont le plus souvent associés au
tropisme, au spectre d’hote et a I’hémagglutination. La relation entre la position des résidus

critique et leur fonction commence a étre étudiée.

2.2.2 Implication de la capside dans P’infection et relation avec la structure

Si la plus grande variabilité des protéines de la capside est observée au niveau des boucles de
surface, il est donc plausible que celles-ci soient impliquées dans le tropisme et le spectre
d’hote. En effet, les résultats publiés jusqu’a maintenant indiquent que les résidus importants

pour diverses fonctions biologiques sont accessibles a la surface de la capside.

Le spectre d’hote de FPV et CPV est régulé par la composition de la capside, soit
principalement par les résidus 93 et 323 de VP2 (Chang ef al, 1992). Ces résidus se
retrouvent sur la protubérance de 70A  I’axe de symétrie d’ordre 3. Cette accessibilité a pour
résultat de permettre ou encore perturber I’interaction entre cette structure et la cellule lors
de I’infection. Il est intéressant de noter que par analogie, il semble que le méme mécanisme

régule le tropisme du parvovirus porcin (Tijssen et al, 1995, Bergeron ef al, 1996).

D’autres régions de la capside sont importantes dans le spectre d’hote du FPV/CPV tel que
démontré par le groupe de Colin Parrish. En effet, la région de la base de la protubérance
majeure qui regroupe I’interaction de cinq boucles provenant de trois sous-unités de la capside
peut moduler le spectre d’h6te sans que d’autres résidus soient modifiés (Parker et Parrish,
1997).

En plus du spectre d’hoéte, la relation entre I’hémagglutination du CPV a des érythrocytes et
sa structure a été étudiée. Alors que le FPV ne peut hémagglutiner des érythrocytes de singe
Rhésus qu’a un pH inférieur a 6,2, I’hémagglutination du CPV est indépendante du pH. A un
pH ou les deux virus différent dans leurs capacités hémagglutinantes (e.g. pH 7,5), CPV et
FPV différent considérablement au niveau de la structure d’une boucle de surface baptisée
“HA-loop” (hemagglutination loop) située entre les résidus 356-374. 1l est important de noter

que la séquence peptidique de cette région est identique chez les deux virus. Par mutagénése,
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il a été démontré que la conformation de cette région de la boucle III/IV est déterminée par
les résidus 323, 375 et 377, situés a proximité mais ne faisant pas partie de cette boucle

(Barbis et al, 1992).

La relation entre la position de cette boucle et son role dans ’hémagglutination ou encore la
liaison d’ions divalents n’est pas encore clarifiée (Rossmann e al., non publi€). En effet, des
structures de FPV et CPV obtenues a partir de virus ou capsides recombinantes cristallisées
a divers pH (5,5, 6,5 et 7,5) démontrent que cette boucle est trés variable mais que le pH, a

lui seul, n’explique pas les observations biologiques

23  Conclusion

Tout comme le génome viral, la capside des parvovirus semble treés simple a priori. Bien
qu’elle soit composée principalement d’une protéine, plusieurs fonctions biologiques sont
associées a la capside virale. Malgré le nombre important de structures déja obtenues, aucun
mécanisme universel expliquant 