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RESUME

Malgré les avancées considérables de la cancérologie, de nouvelles
thérapies sont toujours recherchées étant donné les effets secondaires des
traitements actuels. Peu connue, la virothérapie oncolytique consiste a utiliser un
virus pour détruire des cellules cancéreuses tout en épargnant les saines. Sur les
mutants T1026R1 et TP3R1 du VSV de la famille des vésiculovirus portant un
génome a2 ARN négatif de 11kb, des efforts sont entrepris afin de prouver qu’ils
sont des armes efficaces contre le cancer. Cependant, leur faible pouvoir
apoptique ainsi que la persistance démontrée pour T1026R1 dans les cellules H4
les rendent moins attrayants. D’autres mutants du VSV, soit TR5SR1 et TP6R1
pourraient également étre de bons candidats dans la virothérapie oncolytique. IIs
ne persistent pas, ils sont de meilleurs inducteurs d’apoptose et comme les
mutants T1026R1 et TP3R1, ils induisent fortement la réponse des interférons.
Afin de comprendre les différences quant au phénotype d’infection des mutants
TP5R1 et TP6R1, le séquencage du génome entier de la souche sauvage HR ainsi
que tous les mutants thermosensibles et thermorésistants a été entrepris. Les
mutations responsables de la thermosensibilité vs thermorésistance pourront du
méme coup étre révélées. Les résultats confirment les mutations MSIR sur la
protéine de la matrice de T1026R1 et de T1026 et V221F-S226R de TP3RI1. Les
mutants TPSR1 et TPOR1 portent respectivement les mutations E254Q et E254G
sur le « PH domain » de leur glycoprotéine. Les mémes mutations sont retrouvées
chez TP5 et TP6 avec en plus la mutation D232G aussi sur le « PH domain ».
L’analyse de la structure secondaire montre des changements par rapport au VSV
Indiana HR, alors que I’analyse de la structure tridimensionnelle montre que seule
la mutation D232G altere la structure. La présence de cette mutation sur les
souches thermosensibles T1026, TPS, TP6 et le VSV Indiana San juan ainsi que
sa conséquence sur la structure 3D laissent présager qu’elle pourrait &tre
responsable de la thermosensibilit€. La cartographie génétique des virus HR,
T1026, T1026R1, TP3, TP3R1, TP5, TP5R1, TP6 et TP6RI1 permettra
d’approfondir la compréhension de leur phénotype d’infection particulier pour
éventuellement construire un virus oncolytique recombinant conjuguant les
avantages de chacun.



INTRODUCTION

Selon les statistiques canadiennes sur le cancer, publiées par la Société
canadienne du cancer en 2004, cette maladie est la premicre cause de déces
prématuré au Canada. D’aprés D™ Barbara Whylie, chef de la direction de la
Société canadienne du cancer, les tendances actuelles donnent & penser que, d’ici
2010, le cancer passera au premier rang des causes de mortalité au Canada. On
estime a 149 000 le nombre de nouveaux cas de cancers et a 69 500 le nombre de
décés attribuables au cancer en 2005-2006 {(Societé canadienne du cancer, 2005-
2006). Aux Etats-Unis, le cancer tue 1500 personnes chaque jour et le nombre de
nouveaux cancers chaque année est estimé a 1 300 000. Les dépenses reliées aux
soins de santé et colits sociaux dans ce pays s’élévent a 189,5 milliards de dollars
(American Cancer Society, 2006). L’ importance de la maladie entraine la mise en

place de travaux de recherche ayant pour but de limiter le nombre de nouveau cas.

Actuellement, les traitements proposé€s contre le cancer sont la
chimiothérapie, la radiothérapie, la chirurgie et plus récemment les
immunothérapies et virothérapies. Du nombre total de cancer déclarés chaque
année aux Etats-Unis, il a été estimé qu’un cancer sur six €tait la conséquence
d’un traitement contre un premier cancer (Allan et Travis, 2005). Devant ces faits,
des efforts pour trouver des méthodes amoindrissant les risques de développer un
autre cancer doivent étre entrepris. Afin d’augmenter les chances de succés des
méthodes actuelles, des anticorps monoclonaux dirigés contre les cellules

cancéreuses et des inhibiteurs de [’angiogénése sont utilisés lorsque c’est possible

Parmi les méthodes prometteuses se trouve la virothérapie oncolytique qui
consiste a détruire les cellules cancéreuses grace a des virus. Avant que I’homme
y ait songé, cette thérapie était déja présente dans la nature. En effet, autrefois, les

cliniciens ont observé qu’une infection virale naturelle pouvait mener a une



suppression de tumeur, jusqu’a la faire disparaitre entiérement. Depuis ce temps,
quelques virus se répliquant plus favorablement dans les cellules cancéreuses ont

été identifiés.

La virothérapie oncolytique n’est pas encore trés populaire car un bon
nombre de craintes existent. Les compagnies pharmaceutiques américaines
s’intéressent lentement au projet ce qui limite les investissements. De plus, le
déces de M. Jesse Gelsinger en septembre 1999 suite a une thérapie génique
utilisant un adénovirus pour traiter une maladie génétique (une déficience en
ornithine transcarbamylase) n’a pas augmenté I’enthousiasme des investisseurs
pour ['utilisation clinique de virus. Une cascade de cytokines induites suite &
’injection du virus a provoqué une coagulation intravasculaire menant a une
dysfonction de plusieurs organes ainsi qu’une détresse respiratoire (Raper et al.,
2002). L’arrivée d’autres techniques moins controversées comme des drogues
ciblant des protéines kinases et des anticorps s’attachant a des protéines de surface
des cellules cancéreuses ont également attiré le regard des investisseurs plus que
I’utilisation de virus. Contrairement a I’Amérique, la Chine devrait approuver
sous peu l’utilisation d’adénovirus comme thérapie anti-cancer (McCormick,

2003).

Parmi les virus oncolytiques prometteurs se trouve le virus de la stomatite
vésiculeuse (VSV). C’est sa sensiblilit¢ aux interférons qui lui donne cette
caractérisque. Etant donné que beaucoup de cellules cancéreuses ont un
mécanisme interféron dysfonctionnel, I’infection par le VSV est facilitée. Dans
notre laboratoire, nous avons des mutants spontanés provenant de la souche
parentale Indiana HR. Ces mutants ont ét¢ isolés car ils induisent fortement les
interférons et tuent les cellules plus lentement ou plus rapidement que la souche
parentale. Des mutations sur la protéine M expliquent en partie la difficulté de
certains mutants a causer ’apoptose, mais d’autres mutations interviendraient.

L’identification d’autres mutations ajoutera a la compréhension du phénotype



d’infection particulier de ces variants et pourrait mener & la construction de VSV

oncolytiques mieux adapter a la virothérapie oncolytique.

C’est dans cette optique que nous avons décidé de séquencer les génomes
de variants phénotypiques du VSV afin de comprendre quelle (s) protéine (s) est

responsable (s) de leur comportement.



CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Cancer ef thérapies

1.1.]1 Oncogenése

Des études expérimentales ayant pour but d’induire un cancer chez
différents modeles animaux ont montré qu’il n’existe pas de facteur ou
mécanisme pouvant engendrer a lui seul une tumeur €vidente. La carcinogenése
est un processus complexe qui peut étre fragmenté en trois étapes soit I’initiation,
la promotion et la progression. L’initiation est irréversible et consiste a
endommager I’ADN par un agent physique (rayon U.V., X et gamma) ou
chimique (agent alkylant, adduit, radicaux libres) ou encore par des erreurs dans le
mécanisme de réparation ou la réplication. La mutation initiant un cancer se situe
dans un geéne impliqué dans la division cellulaire (oncogéne) ou un géne codant

pour un facteur suppresseur de tumeur ou encore les deux & la fois (Cooper,
2000).

La promotion se caractérise par la prolifération et la suppression de
’apoptose d’une cellule initiée. La promotion peut étre stimulée par des
molécules chimiques non carcinogénes (phénobarbital, DDT, ester de phorbol,
biphényl polybromé) (Trosko, 1996) ou une chirurgie (Trosko, 2003).
L’hypothése expliquant I’action de I’agent promoteur sur la division est qu’il
inhibe les GIIC (Gap Jonction Intercellular Communication) servant de ligne de
communication entre les cellules (Yotti et al, 1979; Trosko, 2003). Le
rapprochement entre cancer et GJIC a été fait suite a I’observation selon laquelle
les cellules cancéreuses ne répondent pas aux régulateurs de croissance ou a

I’inhibition de contact, mécanismes normalement régulés par les GJIC. Pour



solidifier cette hypothése, il a été démontré que la répression des génes codant
pour les GJIC (les génes connexins) chez une cellule normale induit un phénotype
comparable & une cellule tumorale et qu’d I’inverse une cellule cancéreuse
restaure sa croissance controlée si transfectée avec un vecteur codant pour des
geénes connexins. Les souris transgéniques ne portant pas le géne connexin32 sont
prédisposées a I’induction spontanée ou chimique du cancer du foie. De plus, les
oncogenes src, ras, mos ainsi que la plupart des agents promoteurs répriment

I’expression des GJIC.

L’interruption de la promotion met fin a la croissance de la tumeur ce qui
en fait un processus réversible a la différence de I’initiation et la progression. A
I’inverse, la présence soutenue de promoteur dirige la cellule initiée vers une
augmentation de la prolifération donnant lieu & de nouveaux changements
génétiques et épigénétiques. Ces altérations méneront la tumeur au stade de la
progression. A ce stade, les cellules se divisent sans [’aide d’agent promoteur
endogéne ou exogeéne. Le taux €levé de mutation des cellules transformées finira

souvent par laisser place a I’invasion ou la métastase (Trosko et al., 2004).

Génotypiquement, les cancers se ressemblent rarement voire jamais. Par
contre, phénotypiquement les cellules cancéreuses ont quelques points communs.
La plupart des cellules tumorales sont autosuffisantes en facteur de croissance,
insensibles aux inhibiteurs de croissance, elles s’évadent du mécanisme
d’apoptose, ont un potentiel réplicatif sans limite, soutiennent ’angiogenése et
finissent souvent par étre invasives ou métastatiques. En dépit de leur diversité
génotypique / phénotypique, les cellules composant une tumeur ont été dérivées

d’une seule cellule.



1.1.2 La radiothérapie

La destruction des cellules tumorales par la radiothérapie se réalise suite
au bombardement de rayonnement ionisant ou par des protons, électrons, pions, et
neutrons (radiothérapie par les particules) (Schulz-Ertner et al, 2006). Cette
énergie brise I’ADN des cellules cancéreuses qui meurent par incapacité a reparer
leur matériel génétique alors que les cellules saines survivent. Plusieurs efforts ont
été entrepris afin de minimiser le nombre de cellules saines affectées et ’arrivée
de la technologie IMRT (Intensity Modulated Radiotherapy) y a contribué. Cet
appareil envoie un rayon divisé en sous-rayons qui peuvent étre modulés
individuellement. De plus, le viseur peut couvrir tous les points sur une sphere
virtuelle autour de la cible (Schlegel et Mahr, 2002). Dans le monde entier, sur 10
millions de nouveaux cas de cancers diagnostiqués par années, 30 a 50%
regoivent seul ou en combinaison a la chirurgie ou la chimiothérapie un traitement

de radiothérapie (Porter ez al., 1999)

Sans nier I’efficacité, qui ne fait point de doute, de la radiothérapie, deux
types de séquelles sont entrainées suite a ce traitement. D’un c6té se trouvent les
LENT (late effects on normal tissues) et de |'autre les « RISM » (radiation-
induced second malignancies). Les LENT qui affectent 5-10% des gens ayant
recu un traitement de radiothérapie, sont des séquelles qui apparaissent ou n’ont
pas encore disparues 90 jours aprés le traitement. Elles arrivent lorsqu’un trop
grand nombre de cellules cruciales au bon fonctionnement d’un organe sont
détruites. Les symptomes et la durée des LENT dépendent de I’organe ou tissu
affecté et du type de cellules qu’il contient. Une toxicité aigu€ des radiations
affecte les organes ou tissus composés de cellules intermitotiques comme la peau
et les muqueuses alors qu’une toxicité tardive touche les organes ou tissus
composés de cellules post-mitotiques comme le foie, les reins, les poumons, le
cceur, les muscles et les os. Les RISM a la différence des LENT surviennent des
années aprés le traitement de radiothérapie et affectent 2-10% des patients.

Connaissant ’effet des radiations sur une cellule et en se basant sur des études



épidémiologiques, ces cancers résulteraient d’une aberration chromosomique ou
de mutations induites par les radiations. Aussi, plus un patient regoit une dose
importante de radiation plus les risques de voir naitre un RISM sont élevés. Par
exemple, il a été¢ démontré qu’il y avait une relation directe entre [’application
d’une forte dose de radiation au poumon pour un patient traité contre un
lymphome de Hodgkin et le risque de voir renaitre un autre cancer sur I’organe
irradié (Gilbert et al., 2003). L’age est également un facteur & considérer, car plus
le patient est jeune plus le risque que le processus de carcinogenese s’installe suite
au traitement s’éléve. Malgré tout, la radiothérapie reste un des traitements contre
le cancer les plus efficaces et les bénéfices dépassent de loin les risques (Mohanti
et Bansal, 2005).

1.1.3 La chimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement visant a détruire les cellules
cancéreuses suite & I’utilisation de molécules chimiques bloquant le cycle
cellulaire des cellules saines et tumorales. De la méme maniére que pour la
radiothérapie, les cellules saines ayant des mécanismes de réparation fonctionnels
réussissent & compléter le cycle cellulaire alors que les cellules tumorales
incapables de se réparer sont détruites par apoptose (De Flora et Ferguson, 2005).
Lorsque la réparation des cellules saines est plus rapide que la croissance de la
tumeur, l’intervalle de temps entre chaque traitement peut étre raccourci et si
possible la dose augmentée ce qui accélére la guérison du patient (McKnight,
2003). Les agents chimiothérapeutiques sont classés en fonction de leur
mécanisme d’action. Les agents alkylants (ex : cyclophosphamide, procarbazine et
cisplatin) sont un large groupe de molécules qui causent la mort des cellules par le
transfert d’un groupement alkyle (méthyl ou les groupes chloroéthylés) a I’ ADN,
causant I’inhibition de la réplication et de la transcription. Les inhibiteurs de
topoisomérase (ex : étoposide, doxorubicine) empéchent la re-ligation de ’ADN
par ’enzyme coupant le double-brin lors de la réplication en stabilisant la

formation d’un complexe entre la protéine et ’ADN. Finalement, les anti-



métabolites miment des substances présentes naturellement dans |’organisme
comme les nucléotides. L’incorporation de ces analogues de nucléotides dans
I’ADN ou I’ARN bloque la syntheése de ces molécules empéchant la division

cellulaire (Allan et Travis, 2005).

L’augmentation des risques de développer un second cancer a été
rapportée suite a la prise de médicaments chimiothérapeutiques. C’est la
principale cause de mortalité des gens ayant combattu un lymphome de Hodgkin
grace a la chimiothérapie (Aleman et al, 2003). Il a été démontré que les
inhibiteurs de topoisomérase induisent des translocations faisant naitre des
leucémies myéloide et lymphoide. La translocation la plus courante est celle entre
le chromosome 9 et 11 (1(9;11)) et d’autres ont été notées comme t(15;17) et
t(8;21). Les thérapies qui induisent des leucémies myéloides aiglies sont divisées
en deux groupes; celles qui le développent suite a la prise d’inhibiteurs de
topoisomérase et celles qui le développent par les agents alkylants ou la
radiothérapie. Le premier groupe voit la maladie se manifester quelque mois a 5
ans apres le traitement alors que 1’autre groupe est atteint de la leucémie apres 2 a
10 ans (Allan et Travis, 2005). Malgré les effets secondaires de ces molécules,

elles sont une des causes du succés croissant de la lutte contre le cancer.

1.1.4 1’ immunothérapie

Pour complémenter ’effet des meédicaments chimiothérapeutiques, il
existe des greffes autologues de PBMC. Avant la chimiothérapie, un prélévement
de PBMC est exécuté sur le patient. Durant le traitement, les PBMC sont
réinjectés au patient favorisant sa santé et les chances qu’une immunité s’installe
contre son cancer. Des anticorps monoclonaux dirigés contre des antigénes de
cellules cancéreuses sont aussi des armes utilisés contre le cancer lorsque
possible. Egalement, plusieurs laboratoires tentent de mettre au point des vaccins
anti-cancer en utilisant des cellules T ou des cellules dendritiques (Breckpot et al.,

2004 ; Michalek et al., 2004). Chez des patients souffrant du cancer de la prostate,



une greffe de PBMC a été exécutée par une équipe de chercheurs. Seules les
cellules dendritiques immatures triées des PBMC ont été conservées pour étre
ensuite transfectées avec des ARNm codant pour I’antigéne PSA. Les cellules
dendritiques devenues matures exposant maintenant a leur surface différents
épitopes de PSA sur les CMH-I et II sont ensuite réinjectées aux patients (Heiser
et al., 2002). Une autre approche consiste & cloner les génes codant pour les
chaines a et B du TCR de lymphocytes T CD4+ ou CD8+ spécifiques & un
antigéne de cellules cancéreuses dans une cellule T prélevée chez un patient.
Ainsi, les cellules T exprimant les TCR spécifiques au cancer s’attaquent aux
cellules exprimant I’antigéne. En 2006, une équipe a réussi & transduire les
chaines a et B du TCR de lymphocytes spécifiques a I’antigene NY-ESO-1 dans
des cellules T CD4+ appartenant a des patients souffrant d’un mélanome. Des
tests in vitro ont confirmé la spécificité face a [’antigéne NY-ESO-1 du TCR des

cellules T CD4+ transduites (Zhao et al., 2006).

1.2 Virus oncolytiques

Bien que plusieurs avancées aient ét€ faites dans la thérapie contre le
cancer, il y a encore un urgent besoin de nouveaux traitements en raison des
dangers inhérents & la chimiothérapie (second cancer primaire) et la radiothérapie
(LENT et RISM) mentionnés plus tét. La virothérapie oncolytique est une
thérapie anti-cancer qui regoit une attention particuliere et s’inscrit dans le cadre
du présent projet. Cette méthode consiste a utiliser des virus se répliquant
préférentiellement dans des cellules tumorales. L’absence de facteurs comme les
interférons, de la protéine kinase R (PKR) et de facteurs suppresseurs de tumeur
P53 et Rb sont les différences exploitées par ces virus. 1l existe trois différents
types de virus oncolytiques: ceux qui sont naturellement oncolytiques, ceux
obtenus apreés des infections successives sur des tissus et ceux qui ont €té

génétiquement modifiés (Russell et Peng, 2007).
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1.2.1 Virus oncolytiques naturels

Les virus naturels ou atténués qui présentent une plus grande aisance a se
répliquer dans une cellule transformée sont le VSV, le virus des oreillons, le virus
de la maladie Newecastle, le réovirus et le virus de la rougeole. Ces virus
acquiérent leur spécificité pour les cellules tumorales par une dépendance envers
soit ’oncogéne ras, la protéine PKR ou les interférons (Davis et Fang, 2005). Par
exemple, HSV-I est un virus qui infecte préférentiellement les cellules
surrexprimant ras car elles sont déficientes en PKR (Liu et al., 2003). Le mutant
T1026 de VSV se réplique difficilement dans une cellule exprimant la protéine
PKR et ayant une signalisation fonctionnelles par les interférons (Stojdl et al,
2003). -

1.2.2 Virus oncolytiques recombinants

Jusqu’a maintenant, les modifications des virus oncolytiques recombinants
ont été apportées au niveau de la transcription, de la traduction, de I’attachement
du virus a la cellule et de I’induction de I’apoptose. Dans le cas de la transcription,
une modification peut étre effectuée pour que I’expression des geénes viraux soit
sous le contréle d’un promoteur spécifique aux cancers ou & un tissu en
particulier. Les adénovirus (Ko et al., 2005), HSV-1 (Chung et al., 1999) et les
rétrovirus ont subi ces modications. Par exemple, une partie du LTR du rétrovirus
de la leucémie murine (MLV) a été remplacée par un promoteur probasin
spécifique aux cellules de la prostate (Logg et al., 2002). Afin de cibler plus
spécifiquement le cancer, un adénovirus portant un promoteur pour les genes Ela
et Elb (nécessaires a la réplication) spécifique a la transcriptase inverse de la
télomérase humaine (hTERT) a été congu. Un promoteur induit par cette enzyme
permet au virus de discriminer plus aisément les cellules tumorales des cellules
saines. Etant considérée comme une des étapes essentielles a la carcinogenése,

’activité de hTERT est une cible de choix (Fujiwara et al., 2007).
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En virothérapie oncolytique, la défectuosité du systéme interféron des
cellules cancéreuses est une des stratégies ciblée dans le contrdle de la traduction
virale. Suite a une infection, les cellules sécrétent des interférons qui agissent de
maniére autocrine et paracrine. L’attachement de ces ligands (interférons de type |
soit IFN-a/B) @ leur récepteur induit la transcription de plusieurs génes encodant
pour des protéines comme PKR, OAS et MxA qui bloquent la réplication virale
(Takaoka et Yanai, 2006). Pour favoriser la propagation de I’infection, certains
virus oncolytiques naturels ou modifiés génétiquement suppriment cette réponse.
C’est le cas du virus de la stomatite vésiculeuse. Le mutant T1026 du VSV a la
différence du sauvage, permet a la cellule hote de sécréter les interférons ce qui
bloque sa réplication. Cette particularité de T1026 provient de la mutation M51R
située sur la protéine de la matrice. En effet, il est admis qu’une des différences
entre le mutant T1026 et le virus sauvage HR est diie au fait que seule la réponse
antivirale primaire est déclenchée chez HR. Cette réponse résulte de la
phosphorylation par JNK de c-JUN, de IRF-3 et d’une autre protéine kinase
(Sharma ez al., 2003) ainsi que la translocation de NFKb au noyau induit par [KK
(DiDonato et al., 1997). Chez le mutant, la réponse primaire active la réponse
secondaire qui consiste en I’expression de I'IFN-f qui & son tour entraine
[’expression de I’[FN-o (réponse tertiaire). Chez le type sauvage, I’attachement de
la protdéine M a NUP98, une nucléoporine, bloque le transport
nucléocytoplasmique des ARN polyadénylés (Von Kobbe er al., 2000) ce qui
expliquerait en partie le blocage des réponses secondaire et tertiaire. La mutation
M51R de M portée par le mutant T1026 empécherait la liaison 8 NUP98, laissant
la porte ouverte aux ARNm codant pour les interférons et les molécules
effectrices. Pour ajouter & cela, un traitement & I’interféron prophylactique avant
I’infection avec le virus sauvage protége les souris contre tout symptéme (Stojdl

et al.,2003).

La protéine PKR compte également parmi les différences existant entre les
cellules tumorales et les saines. Dans le contexte d’une infection normale, une

cellule en présence d’un virus se protégera via la PKR, qui, lorsqu’activée,
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phosphoryle elF-2, un facteur essentiel a I’initiation de la traduction. Plusieurs
virus ont développé une habileté a s’évader de la PKR. En enlevant & un virus
recombinant la capacité de bloquer I’action de la PKR, il est contraint a infecter
les cellules inhibées en PKR. Les cellules cancéreuses exprimant un haut niveau
de RAS ont peu de PKR, donc elles sont de parfaites candidates pour une
infection par un virus n’ayant plus la capacité¢ a inhiber PKR. Ce virus ne se
répliquera pas dans une cellule normale en raison de I’expression normale de la
PKR (Farassati et al., 2001). Les adénovirus pour lesquels ’ARNm VA-I a été
enlevé (Cascallo et al., 2003) et le virus influenza déficient en NS1 (Bergman et
al., 2003) sont des exemples de virus ayant été modifiés pour qu’ils ne puissent
plus inhiber la PKR. Les virus appartenant a la famille herpés simplex,
adénovirus, orthomyxovirus, paramyxovirus, poxvirus, picornavirus, réovirus et
autres sont €galement utilis€s pour la virothérapie oncolytique (Davis et Fang,
2005).

La troisieme stratégie utilisée pour augmenter la spécificité du virus pour
le cancer consiste a modifier les protéines impliquées dans I’attachement et
I’internalisation du virus. Le virus de la rougeole (un Paramyxovirus du genre
Morbillivirus) a ét€¢ modifié pour s’attacher uniquement a des cellules exprimant
des MMP (métalloprotéinases) associées aux tumeurs. Des domaines de liaison ou
« linkers » ont été introduits dans les protéines responsables de la fusion (protéine
F) afin qu’elles deviennent sensibles aux MMP. Ainsi, la maturation protéolytique
de la protéine de fusion ne pouvait avoir lieu qu’en présence d’une forte
expression de MMP associée aux tumeurs. Pour ajouter a cela, la protéine
responsable de I’attachement du virus soit I’éhamaglutinine a été modifié dans le
but de ne s’attacher qu’a des TAA (Tumor Associated Antigen). Son affinité pour
ses récepteurs d’origine (CD46 et SLAM) a ét€ abolie en la mutant et une chaine
légére d’anticorps ou un ligand pour un récepteur associé aux tumeurs a ét€ ajouté
en C-terminal (Springfeld et al., 2006). Le VSV a également été pseudotypé pour
qu’il s’attache spécifiquement a des cellules tumorales. L’ectodomaine (E2) de la

glycoprotéine (E1 + E2) du virus Sindbis a ét¢ remplacé par un récepteur a



portions Fc d’anticorps. Résultat : un VSV avec une glycoprotéine de Sindbis
composé de E1 et d’un récepteur a portion Fc a la place de E2. L’infection par ces
virus suivait 1’ajout d’anticorps monoclonaux dirigés contre le TAA Her2/neu.
Les virus infectaient plus favorablement les cellules portant un anticorps & leur

surface (Bergman et al., 2003).

Finalement, certains virus sont manipulés génétiquement pour causer
spécifiquement I’apoptose des cellules cancéreuses. Les adénovirus y arrivent
aprés que les genes E1 soient mutés ou tout simplement délétés. Ces derniers
codent pour des protéines essentielles a la propagation du virus (Ela et EI1b) dans
des cellules normales. Par contre, certaines cellules tumorales permettent aux
virus de se reproduire sans difficulté méme sans les génes E1. Afin de garder les
cellules métaboliquement actives, les protéines Ela et Elb ont pour rdle
d’empécher la cellule d’induire ’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire en inhibant
respectivement les geénes suppresseurs de tumeurs p53 et Rb. Bref, en présence de
p53 et Rb la cellule saine arrive a empécher la réplication des mutants de El.
C’est ce qui a motivé la génération des adénovirus ONYX-015 et A24. ONYX-
015 (délété pour le gene E1b) est le premier virus oncolytique & avoir €té mis au
point et utilisé en clinique (Mulvihill e al., 2001). A24 est un autre type
d’adénovirus qui infecte préférentiellement les cellules cancéreuses. Une délétion
de 24 pb dans la région Ela lui vaut son nom et son potentiel oncolytique (Fueyo
et al.,2000). En Chine, I’adénovirus H101 type 5 est utilisé en combinaison avec
la chimiothérapie contre les cancers de la téte et du cou (Yu et Fang, 2007). Le
Tableau I présente d’autres virus employés dans la vitothérapie oncolytique ainsi

que leur mécanisme d’action.
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Tableau I- Virus oncolytiques et leurs mécanismes d’action (Russell et Peng,

2007).
Famnily Genone {kb) Structure Examples Mechanism®
Adenovitidae dsDNA Non-eaveloped Onyx-015 3{aE1B]
36-38 icosanedral H3101 2 {AE18, JEZ)
76-90 nm AJ-hTERT 1,3 {(hTERT-E}}
CG7870 1.3(PSA-E1B, probasin-E 1A}
A-24 RGO E1A deletnd) 3.4 (AE1B, avb3]
Herpasvindae dsDNA Enveloped NV 1020 2 {Ay3d.5)
120200 150200 G207 2 {ay34.5, AICPB}
OncoVexGMCSF 2 {dy34.5, AICP4T)
KeM3d.s 1,2 (Musashil434.5)
Parvoviridag $SONA Non-enveloped H1 1 {P4 promoter}
5 foos shedral
18-26
Poxviridge dsONA Enveloped Vaccinta JX5694-GM-CSF 2 (ATK}
130-280 200 « 400 Vaeciniz vSP 3 (aSP, ASP2}
Myxoma virus 2 {Akt, ERK)
Coronaviridae +ssRNA Envelopad Murine hepatitis virus 4 (pscudorecepiad)
16-21 160 Feling infectious peritonilis virus 4 {EGFR adaptor}
Orthomyxoviridae ~gsANA Envotoped Influenza A deINST vieus 2 (ANS 1)
13.6 90-120
Pasratoyxoviridae —5sRNA Enveloped Mumps virus 2 {IFN defects)
16-20 Helical MV.CEA 4 {CD48)
150-300 MV-NIS 4 (CD48)
MV-EGFR, MV.CD38 4 [EGFR, CD33}
MV FR 4 (FRY
Newcastle disease virus PV701 2 LIFN defects)
Piconarviridae +5sRNA MNon-navetopad Poligvirus PV 1RIPO} 2 tHRVZ (RES}
7.2-8.4 cos abedral Echovirus EVY 4 {a2§81}
28-30 Coxsackie CVAZ1 4 (1ICAM-1, DAF}
Sencca Valey virus 4 {unknown recepror)
Repviridae GsRNA Non-enveloped Reovirus {Rsolysin i) 2.4 (Ras, PKR, protease
cleavage)
22-27 jcosahedral
€0-80
Retroviridag +98RANA Envefoped MLV {ACE-CD) Dividing ¢ells
8 fcosshedral MLV (ACE-Pb} 1 {peobasing
80-100 MLV {AZE-Z2-GFP) 4 {HER2)
Bhabdoviddus —ssANA Enveloped V5Y-MAS5E 2 tmatrix mutant)
11-12 Halical VSVIEN-§ 2 (IFN defects)
180 % 75
Togaviridae +3sRANA Envetoped Sindbis virug 4 {laminin recoptor)
12 6070

*Abbreviations: DAF, dssay accelerating fastor; EGFR, epidermal growth factor recepior: FR, folate recepion; HBVZIRES, human thinovirus type 2; nTEAT, human telomerase
promoter: ICAM, intracellule call athasiar molecula-1; ICP, infezimnd cd| protein; NS1, nonstruciural 1; PSA, prostata-sparific aetigen: $P1.2, virel sonnu protessa inhibiton

TK, Gytriditse kinsse,

“Kay. 1. sransoripond targaling: 2, wranstatiora) targesing; 3, pro-Hoptolis ameting: 4. mnstuctions targetiog.

Presertation 9t the &b Irternationat Confereree vn Oncolylie Viruses ang Cancer Thonspuwics. Anzona,

1.2.3 Les désavantages de la virothérapie oncolytique

Avant que 1’utilisation de virus soit un traitement accepté dans le monde
médical, plusieurs problémes doivent étre résolus. Entre autre, si 1I’hote est
séropositif pour le virus oncolytique, I’efficacité de I’infection est trés réduite
voire nulle, car les glycoprotéines masquées par les immunoglobulines ne peuvent

s’attacher a leur récepteur. La dose est aussi un facteur limitant car si elle est trop
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importante, une réaction immunitaire néfaste pour les patients pourrait se
manifester. L’exposition de protéines virales par les CMH-I stimule I’immunité
des cellules T cytotoxiques (CTL) ce qui réduit les chances de succés d’une
deuxieme exposition. Des craintes existent également envers I’idée que les virus
oncolytiques pourraient se répandre dans une population et se recombiner avec
d’autres virus ou réacquérir les propriétés du virus sauvage. Finalement, le virus
oncolytique devra étre en mesure d’infecter un large spectre de types cellulaires

pour viser le plus de cancer possible (Davis et Fang, 2005).

1.2.4 Solutions aux risques potentiels

Quelques solutions ont été proposées afin de diminuer les risques et
d’augmenter les chances d’atteindre les cellules cibles suite a I’injection de virus.
Ajouter un géne suicide au virus comme les systemes de régulation Tet-off (Liu et
al., 2003), la recombinase Cre (Flowers ef al., 1997) ou HSV-TK / ganciclovir
(Smythe et al., 1994) serait bénéfique si des complications survenaient. Pour
augmenter le tropisme du virus, les acides aminés RGD ont €té ajouté au récepteur
a adénovirus. Cette modification a donné naissance a un virus ne se limitant plus a
son récepteur CAR (Cocksakie adenoviral receptor) et s’attachant a des protéines
plus ubiquistes comme les intégrines aV33 ou aVB5 qui sont des récepteurs

d’adhédion cellulaire servant entre autres aux leucocytes (Wu et al., 2002).



1.3 Virus de la Stomatite Vésiculeuse (VSV)

1.3.1 Description

Vesicular Stomatitis Virion

gg,;:-;m A Genome RNA

Figure 1. Représentation du virus de la stomatite vésiculeuse (Jayakar et al.,

2004).

Le VSV appartient au genre vésiculovirus de la famille des rhabdovirus.
Les Rhabdovirus sont des virus enveloppés a ARN simple brin non segmenté de
polarité négative. Le VSV transcrit cing ARNm codant pour les protéines N
(nucléocapside), P (phosphoprotéine), M (matrice), G (glycoprotéine) et L
(protéine de polymérase) (Letchworth et al., 1999) présenté dans la Figure 1. La
protéine L et trois exemplaires de P forment la transcriptase, 1’assemblage N-P-L
donne lieu a la réplicase, G est la glycoprotéine de 1’enveloppe et M est une
protéine multi-fonctionnelle impliquée dans le bourgeonnement, I’assemblage et

I’induction d’effets cytopathiques dont I’apoptose (Jayakar et al., 2004).

1.3.2 Protéines N et P

La protéine de la nucléocapside du virus de la stomatite vésiculeuse fait
partie des protéines se liant & ARN et forme un complexe a haut poids

moléculaire encapsidant son génome afin qu’il soit résistant aux RNases.
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moléculaire encapsidant son génome afin qu’il soit résistant aux RNases.
Lorsqu’exprimée par un plasmide dans un systeme bactérien, de mammifére ou
d’insecte, la protéine N forme une structure en quasi-hélice avec les ARN
cellulaires (Green ef al., 2006). Récemment, des chercheurs suggéraient qu’une
association intermoléculaire entre des protéines N était nécessaire a
I’encapsidation de I’ARN viral. Pour le prouver, la nucléocapside du VSV
sauvage et de mutants de N a été cristallographiée. Les résultats ont démontré que
dix protéines N s’attachent pour former un oligomére ayant la forme d’un anneau.
Le génome s’attache a la cavité se liant & I’ARN au centre de I’anneau qui est
chargé positivement. Parmi les quatre mutants de N (A1-22 ; A347-352; A320-
324, (Ala)s, et S290W), seule la délétion A347-352 affaiblissait |égérement son
attachement a la protéine P. La substitution d’une sérine pour un tryptophane au
radical beaucoup plus imposant (S290W) n’altérait pas [I’interaction
intermoléculaire avec d’autres protéines N, mais bloquait son attachement a
PARN. A Pexception de la mutation S290W, les protéines N mutées avaient

perdu leur capacité d’encapsider I’ARN et de s’oligomériser (Zhang et al., 2008).

Lorsque la protéine de la nucléocapside est synthétisée par le ribosome,
elle ne doit pas s’attacher & I’ARN afin qu’elle encapside correctement le génome
du VSV. Individuellement, la protéine N n’arrive pas a se lier solidement a
I’ARN, malgré la présence de la cavité se liant & I’ARN. La phosphoprotéine du
VSV serait responsable d’une liaison adéquate entre N et ARN en agissant
comme une chaperonine. Le complexe N-P permet & N d’étre soluble dans le
cytoplasme et la cristallographie du domaine d’oligomérisation de la
phosphoprotéine suggére que N-P conduit la molécule N au site de réplication
virale en formant un tétramere avec P associ€ & la protéine de la polymérase L qui

est assise sur I’ARN (Zhang et al., 2008).

La protéine P peut étre divisée en trois domaines : le domaine N-terminal,
central et C-terminal (Ding et al., 2004). Le domaine N-terminal contient les

résidus Ser60, Thr62 et Ser64 qui sont phosphorylés par des enzymes de la cellule
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hote et indispensables a I’activité transcriptionnelle de P (Chen et al., 1997). De
plus, c’est par cette région que la protéine N s’attache pour former le complexe N-
P soluble. Fusionnés a la glutathione S-transférase, les quarante premiers acides
aminés de N s’attachent & P (Chen et al., 2007). Pour ce qui est du domaine C-
terminal, il contient aussi des sites de phosphorylation (Ser226 et Ser227) qui sont
nécessaires a une réplication optimale (Chen et al., 1997). Il est également le
principal site de liaison aux protéines N et L. (Paul ef al.,1988) et I’insertion d’une
mutation dans cette région abolit ’activité réplicationnelle de la phosphoprotéine
(Das et Pattnaik, 2005). En absence des domaines N-terminal et central, le
domaine C-terminal de P arrive aussi a s’attacher a N (Green et al., 2000).
Finalement, le domaine central fait le pont entre le domaine N-terminal et C-
terminal et il assure la formation d’un dimére de P exposant deux portions C-
terminales. Les domaines C-terminal au deux phosphoprotéines dimérisées
agiraient comme deux pieds permettant & la polymérase de marcher le long du
génome d’ARN du VSV, et ce par un mécanisme encore inconnu. A la différence
de la réplication, les diméres de P ne seraient pas sollicités pour la transcription
étant donné que le recrutement des N libres n’est pas requis dans cette étape. A
I’inverse, la réplication nécessiterait la présence d’au moins un tétramere de
phosphoprotéines qui pourrait lier a la fois le complexe N-ARN, L et recruter de

nouvelles N libres pour couvrir tout le génome (Ding et al., 2004).

1.3.3 Protéine M

1.3.3.1 Description et fonctions

La protéine de la matrice est la plus abondante (1800 molécules par virus)
et la plus petite protéine (26 kDa) du virus de la stomatite vésiculeuse (Mc Creedy
et Lyles, 1989). Cette protéine de 229 acide aminés fait le pont entre le coeur RNP
et ’enveloppe virale en plus d’étre considérée comme le moteur de I’assemblage
et du bourgeonnement des virions (Rose et Whitt, 2001). La forme en balle de
fusil des Rhabdovirus n’est possible qu’en présence de M. Il a été constaté

qu’aprés une infection a la température restrictive avec des VSV portant une
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protéine de la matrice sensible a la température, une forme sphérique ou
pléiomorphe est observée et la production de nouveaux virus est faible (Lyles et

al., 1996).

1.3.3.2 Localisation

Elle se retrouve principalement dans le cytoplasme (environ 80%) et liée a
la membrane plasmique ou a une membrane d’organelle (10-20%) (Ye ef al.,
1994). Ces protéines M attachées au feuillet interne de la membrane plasmique
seraient responsable de I’initiation de I’assemblage et du bourgeonnement. Le
noyau des cellules infectées par le VSV contient également des protéines de la

matrice (Lyles et al., 1988; Glodowski et al., 2002).

1.3.3.3 Les signaux de M

La distribution différentielle de la protéine M s’expliquerait par la
présence de différents signaux trouvés sur cette derniere. La partie de la protéine
responsable de son attachement aux membranes serait diie a une région hautement
basique située entre les acides aminés 88-129 (Gaudier et al., 2002). La séquence
d’acides aminés PPPY a la position 27-30 « late domain » est reconnue comme un
motif interagissant avec des protéines cellulaires qui participent aux derniéres
étapes du bourgeonnement (la fission et la libération du virion de la membrane
plasmique) (Harty ef al, 1999). Le nom « late domain » dérive du fait qu’une
altération de ce dernier bloque le cycle viral dans ses derniéres étapes. La
séquence consensus du « late domain » peut également &tre composée des acides
aminés PSAP et elle se retrouve chez plusieurs familles de virus comme les
Rétrovirus, les Filovirus et bien slr les Rhabdovirus. Les protéines cellulaires
s’attachant au « late domain » du VSV sont TSG101, VPS4, « ESCRT-I vacuolar
protein sorting machinery » et « WW-domain ubiquitin ligases » (Pomillos et al.,
2002).
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La protéine de la matrice contient aussi deux NLS. Le premier est situé
entre les acides aminés 23-57 et ’autre entre les acides aminés 47-229. Sa
méthionine a la position 51 est essentielle a la localisation de la protéine M au
complexe du pore nucléaire ainsi que pour [Pinhibition du transport
nucléocytoplasmique (Petersen et al., 2000). L’équipe de Fontoura en 2005 a
démontré que [I’inhibition du transport nucléocytoplasmique résulte de
I’attachement de M & la protéine Rael et a la nucléoporine NUP98. Ils ont aussi
démontré que la mutation MS51R sur la protéine M (portée par T1026) empéche
’attachement a Rael. Sans le complexe M-Rael, [’attachement a NUP98 est
avorté et I’inhibition du transport nucléocytoplasmique est levée (Faria ef al.,

2005).

1.3.3.4 Inhibition de la transcription et de la traduction

Il est maintenant admis qu’une infection par le VSV inhibe I’expression
des protéines de I’héte au niveau de la transcription et de la traduction. La
protéine de la matrice est responsable de I’inhibition de TFIID, un complexe de
’ARN polymérase II (ARNPII). Ce facteur composé de protéines TAF (TBP
Associated Factor) et d’une TBP (TATA box Binding Protein) initie la
transcription. Contrairement & la protéase 3C du poliovirus, M n’agit pas
directement sur ce facteur. En effet, il n’est pas possible de bloquer I’activité de
TFIID suite a I’ajout de la protéine de la matrice (employée seule) sur des extraits
nucléaires. En contrepartie, I’ARN polymérase II (ARNPII) isolée de cellules
infectées par le VSV, mise en solution avec tous les facteurs nécessaires a la
transcription, n’arrive pas a produire des ARNm contrairement & |’ARNPII
recombinante ou isolée de cellules saines (Yuan ef al., 1998). Toujours dans le but
de voir un lien direct entre M et I’inhibition de la transcription, des tentatives pour
co-immunoprécipiter le facteur TBP et M ont été réalisées et les résultats se sont
avérés négatifs. Considérant ce bilan, la protéine M pourrait indirectement inhiber

TFID en activant un facteur inhibiteur de la cellule hote (Lyles, 2000).
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En ce qui a trait & la traduction, elle est bloquée par |’altération du
complexe d’initiation elF4F apres une infection par le VSV. Ce complexe multi-
protéique est formé par la protéine eIF4E, la protéine structurale elF4G, I’hélicase
elF4A, la kinase MNKI1 et d’autres protéines (Gingras et al., 1999). Le VSV
bloque la traduction des ARNm de I’héte en induisant la déphosphorylation de
elF4E qui empéche I’attachement de elF4F a la coiffe 5. Dans ces conditions, le
complexe ribosomique 40S ne peut donc pas se lier & ’ARNm. Plusieurs
mécanismes semblent contribuer & cette déphosphorylation, incluant 1’activation
de la protéine eIFAEBP1/PHASI qui, en se liant a eIF4E, entraine sa dissociation
de elF4F (Connor et Lyles, 2002).

D’autres études ont tenté de démontrer en vain des différences entre les
ARNm du VSV et ceux de I’héte pour comprendre ce qui avantage la traduction
des ARNm viraux. Finalement, il a été supposé qu’un élément structurel agissant
en cis (non basé sur la séquence) pourrait conférer [’avantage aux ARNm viraux
(Whittlow et al., 2006). Plus récemment, la méme équipe a démontré que le VSV
traduit plus favorablement les ARNm nouvellement transcrit c’est & dire apres
I’infection que ceux avant I’infection, plus agés. En effet, aprés avoir transfecté, &
divers temps avant et apres I’infection, des ARNm de EGFP, les chercheurs ont
constaté que la traduction de ces ARNm était inhibée lorsque la transfection avait
lieu avant P’infection. A Pinverse, la traduction des ARNm entrés dans la cellule

apres I’infection n’était pas inhibée (Whitlow er al., 2008).

1.3.4 Protéine G

1.3.4.1 Roles

La glycoprotéine du VSV est responsable de I’attachement du virus au
récepteur et de la fusion de la membrane virale avec celle de la membrane de
I’endosome et d’une partie du bourgeonnement. L’attachement du trimere de

protéine G a son récepteur, encore inconnu, induit la formation d’un puits de
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clathrine qui aboutit en endosome (Sun e al, 2005). Les pompes a H+ de
’endosome précoce abaissent le pH ce qui pousse la protéine G a changer de
forme pour la préparer a la fusion. Aprés la fusion, la glycoprotéine du VSV

revient & un environnement de pH 7 qui lui confére une nouvelle structure (Roche

et al., 2007).

1.3.4.2 Les structures de G

Les différents environnements auxquels la protéine G est soumise la
poussent a se métamorphoser en trois différentes structures ayant des différences
biochimiques et biophysiques (Clague et al., 1990). L’état natif ou I’état de la pré-
fusion qui se produit & un pH 7; I’état hydrophobe activé qui se produit
optimalement & un pH 6 et qui permet "amorcage de la premiere étape de la
fusion (Durrer et al., 1995); I’état de la post-fusion qui est un antigéne distinct des
deux autres états. Ces é€tats s’appliquent au Rhabdovirus comme le virus de la rage
et le VSV (Roche et Gaudin, 2002). A la différence d’autres familles de virus
(entre autre « influenza Ha strain X-31 ») (Carr et Kim, 1993), le changement
conformationel induit par un abaissement de pH est réversible ce qui fait que la
protéine native n’est pas métastable. En fait, cette réversibilité est essentielle car
aprés avoir passé par le compartiment acide qu’est I’appareil de Golgi, il est
important que la protéine retrouve sa structure native a sa sortie (Gaudin et al.,
1995). Alors que la plupart des protéines virales responsables de la fusion sont
classées dans des groupes structuraux bien connus (Glycoprotéine de classe 1 ou
IT), les travaux sur la protéine G du VSV ont fait naitre une nouvelle classe de

protéines de fusion soit la classe [1I (Weissenhorn et al., 2007).

1.3.4.3 L’anatomie de G

La glycoprotéine du VSV peut étre décomposée en trois parties. A
’extérieur du virus se trouve I’ectodomaine qui est la partie la plus imposante de

la protéine avec ses 446 acides aminés sur un total de 495 pour la souche Indiana
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(apres le clivage du peptide signal). Elle traverse la membrane plasmique via son
unique chaine transmembranaire qui sert d’ancrage. Finalement, plongé dans le
cytoplasme se trouve le domaine cytoplasmique soit le signal de reconnaissance
du complexe ARN-N, une étape essentielle au bourgeonnement (Roche et al.,
2007). La protéine G acquiert sa stabilité lorsqu’elle est disposée en trimére. C’est
dans cette forme qu’elle est trouvée a la surface des cellules infectées et dans

’enveloppe du virus (Jayakar ef al., 2004).

1.3.4.4 Effet sur le bourgeonnement

L’efficacité de bourgeonnement du virus de stomatite vésiculeuse est due &
une interaction de la protéine de la matrice avec la protéine G. Des expériences
sur des mutants du VSV, caractérisés par des délétions dans le domaine
cytoplasmique et I’ectodomaine de G, ont démontré que le bourgeonnement peut
étre réduit de trente fois (Schnell et al, 1998 ; Robison et Whitt, 2000).
L’importance de la protéine G a été renforcée avec la preuve que G a une activité
de bourgeonnement intrinséque. En effet, apres la transfection d’ARN codant pour
VSV-G et un autre encodant la réplicase du SFV, des particules enveloppées
d’une membrane et transper¢ées de protéine G ont ét€ récoltées dans le surnageant

cellulaire (Rolls et al., 1994).

Récemment, les résultats d’une recherche ont permis de faire le pont entre
toutes les €tudes qui ont tenté de comprendre le processus du bourgeonnement du
virus de la stomatite vésiculeuse. Les chercheurs ont démontré que la protéine M
et la protéine G ne se retrouvent pas dans le méme microdomaine de la membrane
plasmique. A I’aide de la microscopie électronique et grice & des anticorps
monoclonaux portant une particule d’or, les chercheurs ont élaboré un modéle du
principe du bourgeonnement qui propose que la premiére étape soit I’association
du complexe ARN-N au microdomaine de la protéine G. La protéine M contenue

dans un microdomaine voisin s’associerait avec le complexe ARN-N attaché au
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microdomaine de la protéine G ce qui menerait a la fusion des microdomaines M

et G et au méme moment de la forme en balle de fusil (Swinteck et Lyles, 2008).

1.3.5 Protéine L

1.3.5.1 Roles et structure

La transcription et la réplication du génome du VSV sont effectuées en
grande partie grace a la protéine L. Comme il a été précédemment mentionné,
cette protéine de la polymérase dépendante de I’ARN s’associe & P pour jouer son
role de transcriptase. Plus tard durant I’infection, lorsqu’il y a suffisamment de N
dans le cytoplasme, cette derniere s’associe a P (L-Ps) qui est liée au complexe
ARN-N pour former la réplicase (Ding et al., 2004). De plus, elle ajoute aux
ARNm viraux une coiffe 5° qu’elle méthyle et une queue poly-(A). La structure
que prend I’énorme protéine L composée de 2109 acides aminés (241 kDa) est
acquise grace a son cofacteur P (Emerson et Wagner, 1972). A Uintérieur du virus
se trouve environ cinquante exemplaires de transcriptase qui sont solidement
attachés au cceur RNP. Dans un syst¢me in vitro, la protéine L suffit a la
transcription et a la réplication, preuve qu’aucune protéine cellulaire n’est requise

(Jayakar et al., 2004).

1.3.5.2 Phylogénie

Les séquences codant pour la protéine L de cinq virus & ARN simple brin
de polarité négative non-segmentés ont ét€ comparées afin de voir si elles sont
conservées. Les représentants de la famille des Rhabdovirus étaient le VSV et le
virus de la rage alors que les Paramyxovirus étaient représentés par le virus de la
maladie Newcastle, le virus de la rougeole et le virus Sendai. Les séquences des
familles de virus étaient caractérisées par la présence de plusieurs blocs d’acides
aminés conservés et éparpillés a travers des séquences variables. La comparaison

de ces séquences a solidifié¢ 1’idée selon laquelle le virus de la rage (RV) qui
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appartient au genre Lyssavirus est plus proche du virus de la rougeole que du
VSV, qui lui, appartient au genre Vésiculovirus. Malgré tout, les similitudes dans
la séquence de la protéine L suggerent que les cing virus auraient un ancétre

commun (Poch et al., 1990).

1.3.5.3 Les particularités de la coiffe 5> des ARNm viraux

Les virus & ARN négatif non-segmenté se distinguent de certains virus a
ADN et a double brin d’ARN comme respectivement le virus de la vaccine et les
Réovirus et aussi des cellules eucaryotes par leur maniere unique d’ajouter une
coiffe a I’extrémité 5’ des ARNm natifs. L’étape cruciale pour la formation de la
coiffe consiste a ce qu’a I'extrémité 5’ de ’ARNm se trouve un guanosine
triphosphate qui sera ultérieurement méthylé. Contrairement a la maniére plus
usuelle qui repose sur I’ajout d’un GMP & un GDP situé & I’extrémité de I’ARNm,
les virus @ ARN négatif non-segmentés ajoutent un GDP a un GMP a I’extrémité
de ’ARNm (Ogino et Banerjee, 2007). Récemment, la méme €quipe a publié¢ un
article qui suggere que le GTP provient non pas de ’attachement d’un GDP au
GMP, mais d’un GTP au GMP donnant lieu a un guanosine tétraphosphate. Le
phosphate gamma du triphosphate attaché au GMP serait par la suite clivé par une

GTPase pour revenir a I’essentiel GTP (Ogino et Banerjee, 2008).

1.3.6 Pathologies associées au VSV

Les Vésiculovirus infectent les vertébrés et les invertébrés. Parmi les
vertébrés, se trouve I’homme et principalement les animaux de la ferme tels que
les porcs, les chevaux, les bovins. En général, la pathologie associée a une
infection par le VSV est la maladie de la stomatite vésiculeuse qui se caractérise
chez le bétail par des lésions au niveau des lévres, du palais, de la langue, des
gencives et des mamelons (Flanagan et al, 2001). Chez I’homme, une
conjonctivite précéde souvent les symptdmes de la maladie. Devant cette

observation, 1’hypotheése d’une infection débutant au niveau de la conjonctive a
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été émise. Apres I'infection, des symptdmes semblables a influenza apparaissent :
fievre, frissons, nausée, vomissements, mal de téte, pharyngite, conjonctivite

(Roberts et al., 1999).

1.3.7 Inducteur d’apoptose

La protéine de la matrice portant la mutation MS1R n’interfére pas dans le
traffic des ARNm cellulaires y compris ceux codant pour les interférons. La forte
présence d’interférons protége en retour la cellule et ses voisines contre I’infection
ce qui expliquerait la difficulté du mutant T1026 & induire 1’apoptose dans
certaines lignées. L’accumulation d’antiviraux grace aux pores nucléaires laissés
ouverts par la protéine M mutée ne serait pas I’unique cause de la difficulté a

induire I’apoptose (Stojdl et al., 2003).

Les cellules neurales humaines H4 infectées par le variant phénotypique
TP6 dont la protéine M est sauvage, accumulent autant les interférons que T1026
et sont conduites plus rapidement vers [’apoptose que les cellules infectées par le
sauvage. Suite & un immunobuvardage révélant la diminution de la procaspase-3
et ’laugmentation de la caspase-3 activée 18h post-infection sur des celllules H4,
le variant TP6 a présenté une bande caspase-3 activée nettement supérieure a celle
du sauvage (Desforges et al., 2002). Le phénotype d’infection particulier de TP6
suppose la présence d’une mutation encore inconnue qui sera révélée lors du

séquengage du génome entier.

1.3.8 Potentiel oncolytique

L’oncolyse, le ciblage des cellules cancéreuses et la dispersion du virus
dans la masse cancéreuse ont été¢ comparés pour neuf virus dans des expériences
in vitro et in vivo sur des cellules du glioblastome, un type de tumeur cérébrale, et
VSV était parmi les quatre présentant les meilleurs résultats (Wollmann et al.,

2005). Récemment, un laboratoire canadien a comparé in vitro, in vivo et ex vivo
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le VSV et le réovirus sur différentes lignés de gliome et VSV a montré un pouvoir

oncolytique supérieur (Lun et al., 2006).

1.3.9 Avantages du VSV en virothérapie oncolytique

Le VSV est une arme de choix en virothérapie oncolytique, car peu de
gens ont des anticorps contre ses antigeénes ce qui facilite une premiére infection.
Pour la méme raison, le titre viral nécessaire au succes de la thérapie est inférieur
diminuant les risques de causer un choc anaphylactique. Suite a une injection des
souches T1026 et TP3 du VSV dans la veine de la queue de souris Balb/c, aucun
symptome de maladie n’est perceptible. Une réversion n’est pas dramatique pour
ce rhabdovirus car I’infection initiale par le mutant (T1026 ou TP3) induit les

interférons et reproduit I’ajout d’interféron prophylactique (Stojdl et al., 2003).

La simplicité de son génome est également un avantage car cela simplifie
les manipulations génétiques. De plus, il peut intégrer un fragment pouvant aller
jusqu’a 40 % de son génome sans altération de sa forme (Roberts et al., 1998).
Les risques d’intégration dans un proto-oncogene sont absents étant donné qu’il

est fait d’ARN et se réplique dans le cytoplasme.

Un autre aspect qui avantage le VSV est qu’il infecte une grande variété de
types cellulaires. Le récepteur de I’attachement du virus a été présumé comme
étant la phosphatidylsérine (Schlegel er al., 1983), mais récemment des
expériences menées sur diverses cellules sélectionnées selon la quantité de
phosphatidylsérine ont démontré que le titre viral n’augmentait pas en fonction de
la quantité de phosphatidylsérines (Coil et Miller, 2004). Pour confirmer ’absence
de corrélation entre ce phospholipide et I’entrée du virus, les phosphatidylsérines
ont été bloquées par ’annexine V et les titres viraux ctaient aussi élevés que le
contrdle. Cette macromolécule située principalement dans le feuillet interne de la
membrane plasmique pourrait, suite & un attachement avec la protéine G, étre

responsable de la fusion avec [’endosome (Coil et Miller, 2004).
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Récemment, une équipe canadienne a administré systémiquement & des
souris « nude » 1 X 10° PFU du mutant T1026 du VSV et 60 jours plus tard les
souris étaient toujours vivantes. Suite a une analyse immunohistochimique aucun
virus a été trouvé dans le foie, les poumons, les reins et le cceur des souris. Par
contre, des virus ont €té trouvés dans le cerveau quelques heures aprés I’injection

pour ensuite disparaitre (Lun et al., 2006).

1.3.10 Désavantages du VSV en virothérapie oncolytique

Une infection par le VSV a été suspectée comme étant la cause du lupus
érythromateux systémique (SLE) chez certains sujets. Le SLE est une maladie
autoimmune systémique qui s’attaque aux RNP comme la chromatine. Des
associations entre les protéines N et M de VSV et des auto-anticorps ont été
démontrées. Un épitope majeur de la protéine Ro / SSA partage sept acides
aminés sur 8 avec un épitope de la prot€éine N du VSV (sérotype Indiana)
(Scofield et Harley, 1991). 11 a été démontré que 41,5% des patients atteints de
lupus érythromateux avaient des anticorps anti-Ro / SSA s’attachant & N et que
59,3% des anticorps s’attachant aux complexes RNP se liaient également a M
(Hardgrave et al., 1993). Un autre événement laissant croire qu’il existe une
relation entre le VSV et le SLE est le fait que la partie du transcrit nommée
« leader » du VSV a été immunoprécipitée par un anticorps anti-La de patients
souffrant du SLE suite a des infection de cellules BHK-21 (Kurilla et Keene,
1983).

Une autre conséquence de [’utilisation du VSV (plus précisément le
mutant T1026) en virothérapie oncolytique est qu’il persiste et cause une maladie
neurologique chez des souris nouveaux-nés, plus tard apreés I’infection (Stanners
et Goldberg, 1975). G31, un autre mutant du VSV, est capable de persister dans
des BHK-21 (Villarreal et Holland, 1976) et des cellules s’apparentant aux
oligodendrocytes durant 4 ans (Huprikar et al., 1986).
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1.3.11 Utilisation d’un recombinant du VSV

La construction d’un VSV exprimant une cytokine est une idée qui s’est
concrétisée au moment ol un premier VSV recombinant a été¢ construit. La
particularité de la construction d’un VSV recombinant a ARN négatif est que
I’ADNc du génome du VSV et sa polymérase n’arrive pas a produire des virions
comme dans le cas des virus & ARN positif. La polymérase du VSV transcrit le
génome seulement lorsque les protéines N y sont attachées pour former la
nucléocapside. Les virus sont donc générés par I’expression de I’ADNc de
I’antigénome et des ADNc des genes codant pour les protéines formant la

polymérase (N, P et L) (Lawson ef al., 1995 ; Whelan ef al., 1995).

L’étape suivant la mise au point d’un protocole pour créer un recombinant
a partir d’un virus & ARN négatif était d’y ajouter une molécule amplifiant son
pouvoir oncolytique. Les premiers VSV recombinants furent armés du gene de
PIL-4 et du gene de la TK. Ces génes ont ét€ clonés entre les séquences codant
pour G et L. de ’ADNc du VSV (Fernandez ef al., 2002). En 2003, soit un an plus
tard, le méme laboratoire introduit le géne de I’interféron-3 (Obuchi ef al., 2003).
Dans chacun des cas, le pouvoir oncolytique a ét¢ augmenté significativement,
I’expression des nouveaux genes était élevée et les titres obtenus étaient

comparables & leur homologue sauvage.

Initialement, ce projet consistait & ajouter la cytokine interleukine-12 (IL-
12) entre les séquences codant pour G et L du VSV. Cependant, avant que le
projet soit terminé, un article sur ce sujet a paru en janvier 2007 (Shin et al. 2007).
[’idée était de combiner le pouvoir intrinseque du VSV a détruire spécifiquement
les cellules cancéreuses et le pouvoir d’une cytokine qui lorsqu’injectée
intratumoralement arrive a induire la destruction entiére ou partielle de certains

types de cancer ainsi qu’une immunité (Gao et al., 2005).
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L’IL12 se distingue par ses puissantes propriétés inflammatoires et sa
capacité a induire I’expression de cytokines pro-inflammatoires. Elle stimule la
dégranulation des neutrophiles, la formation de médiateurs lipidiques et
[’activation des systémes de coagulation et fibrinolytique qui ensemble favorisent
la présentation des antigénes associés aux tumeurs (Trinchieri, 2003). L’IL-12 a
été identifiée comme étant un adjuvant puissant dans une variété de modéle de
vaccination contre des maladies infectieuses. De plus, elle active directement et
indirectement les neutrophiles et les cellules NK a sécréter des substances qui
altérent le microenvironnement tumoral et stimulent I’expression de molécules
d’adhésion qui interviennent dans le traffic des cellules présentatrices d’antigénes
et les cellules immunitaires spécifiques (Cavallo er al., 1997). Bref, le VSV
recombinant exprimant la cytokine IL.-12 a bel et bien démontré son avantage sur

I’oncolyse par rapport au VSV employé seule (Shin et al., 2007).

1.4 But

Le but du projet présenté ici est d’ouvrir le chemin a la compréhension du
phénotype d’infection qui distingue des mutants spontanés du VSV Indiana HR.
Le séquencage de la souche parentale HR, de quatre mutants thermorésistants
(T1026R1, TP3R1, TP5R1 et TP6R1) ainsi que leur homologue thermosensible
(T1026, TP3, TP5 et TP6) devrait nous révéler les mutations responsables de leur
comportement particulier et celles responsables de la thermorésistance vs
thermosensibilité. L’impact de ces mutations sera évalué grace a la littérature
disponible et & I’aide d’outil d’analyse de structure secondaire et tertiaire des

protéines.



CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

2.1 Cellules et culture cellulaire

Les cellules épithéliales de rein Vero qui origine du singe Africain vert
poussent en monocouche au fond de pétris de plastique (Sarstedt, Montréal,
Québec). Elles ont été cultivées dans un milieu DMEM (HyClone) avec 10% (v/v)
de sérum feetal de veau a 37°C dans une atmosphere humide, composée & 5% de
CO,. Le milieu a été supplémenté avec de la L-Glutamine (2 mM) (Gibco™) et

du pyruvate de sodium (1 mM) (Hyclone).

2.2 Souches virales

La souche virale HR (heat resistant) est dérivée du virus de la stomatite
vésiculeuse appartenant au sérotype Indiana et a la souche San Juan. Cette souche
virale est connue pour inhiber rapidement I’expression de génes de ’hote (PSI+
pour protein synthesis inhibitor ou P+) ce qui bloque la réponse a I’interféron de
la cellule. Les mutants T1026, TP3, TPS et TP6 (T : Toronto) sont des mutants
thermosensibles spontanés de la souche parentale HR. Ils ont été isolés grice a
leur capacit¢ a induire I’expression d’IFNP et d’inhiber ou non les geénes
cellulaires (fonction P). Les mutants T1026R1, TP3R1, TPSRI et TP6R1 ont été
isolés é partir de leur homologue thermosensible (T: Toronto; R:

thermorevertant) (Francoeur et al., 1987).

Les mutants T1026, T1026R1, TP3 et TP3R1 sont incapables d’inhiber
I’expression des genes de la cellule héte (P-), mais poussent la cellule & sécréter

de PTFNP. La mutation M51R sur T1026 et T1026R1 a été identifiée sur leur
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protéine de la matrice. La mutation portée par T1026 et T1026R1 rend, a elle
seule, ces mutants incapables d’inhiber ’expression des génes de la cellule hote
(P-) (Kopecky et al., 2001). Les mutations V221F et S226R sur la protéine M de
TP3 et TP3R1 ont également été identifices (Beausoleil, 1994). Rien ne prouve
qu’elle sont les seules responsables du phénotype d’infection atténué de ces virus.
Les mutants TPS, TP5R1, TP6 et TP6R1 ont, quant & eux, été isolés parce qu’ils
inhibent plus fortement I’expression des genes de la cellule hdte que la souche

parentale HR (P++) (Francoeur et al., 1987).

2.3 Infection

Les cellules ont été ensemencées dans des pétris de 100 mm, et ce 12h
avant 'infection, de maniére a atteindre une confluence d’environ 75% le jour de
Pinfection. Le milieu de culture a été retiré et le virus, préalablement dilué dans
un milieu DMEM contenant 5% de sérum feetal (v/v) a été déposé sur les cellules
dans un volume de 1000 pL. Toutes les infections ont été effectuées a MOI de 10.
Le temps d’adsorption a été de 45 minutes a I’incubateur (37°C, atmosphere 5%
COy,). Par la suite, 4 ml de milieu DMEM ayant servi a la dilution des virus a été
ajouté (5 mL final) dans chacun des pétris de 100 mm. Les cellules infectées ont

été gardées a 37°C, dans une atmosphere 5% CO, jusqu’a la récolte.

2.4 Récolte

Lors de la récolte, le surnageant de cellules infectées a été transféré dans
un tube de 15 mL (Sarstedt). Ce tube a été déposé sur glace. Les cellules
adhérentes ont été décollées avec 2 ml de trypsine (1X dilué dans le PBS). Un
volume de 4 ml de milieu DMEM avec 5% de sérum de veau feetal a été utilisé
pour faciliter la récolte des cellules. Les cellules, la trypsine et le milieu ont été
déposés dans le méme tube de 15 mL qui contenait le surnageant. Les tubes furent
centrifugés S minutes a 600 x g . Les culots cellulaires ont été lavés deux fois avec

5 mL de PBS (4°C), puis conservés a —80°C.
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2.5 Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux contenus dans les culots de cellules VERO infectées par
le VSV HR et ses mutants conservés a ~80°C ont été isolés grace au Kkit

d’extraction E.Z.N.A. Total RNA Kit (OMEGA BIO-TEK).

2.6 RT-PCR

Les ARNSs totaux provenant de cellules VERO infectées avec le VSV HR
et ses mutants ont servi & la réalisation de la transcription inverse du génome
entier des VSVs. L’amorce RT (BioCorp, Montréal, Qc) (Tableau 1) s’hybride a
I’extrémité 3’ du génome des différents VSV. La transcription inverse du génome
de 11.1 Kb a été effectuée a 50°C durant une heure avec la Transcriptor-Reverse-
Transcriptase (Roche) apres une dénaturation de 10 minutes a 65°C. Une quantité
de 2 pg d’ARN totaux de cellules infectées VERO a été utilisée avec une

concentration de 1,25 pM d’amorce.

En utilisant la séquence génomique du VSV Indiana appartenant a la
souche San Juan (GI: 9627229), une amorce a été synthétisée pour I’obtention
d’un ADNc du génome du VSV et dix autres amorces (Tableau II) ont été
synthétisées pour constituer cing produits de PCR soit NPMG, GL, L1, 1.2, 1L.3.
L’obtention d’un PCR efficace a requis de nombreuses mises au point pour
chacune des paires d’amorce et leur segment correspondant. Pour alléger la
présentation, nous ne présentons que les PCR optimisés aprés ces mises au point.
Les conditions finales retenues sont décrites ici. Le segment NPMG de 4,6 Kb a
été amplifié grace aux amorces NPMGI1 et NPMG2 (1,25uM ) 4 une température
de dénaturation de 92°C durant 20 secondes, de 52 C° pour [’hybridation durant
30 secondes et de 68°C durant 4min 30s pour I’allongement. Le segment L1 de
3,4 Kb a été amplifié avec les amorces Lla et Llb & une température de
dénaturation de 92°C durant 20 secondes, de 50°C pour I’hybridation durant 30

secondes et de 68°C durant 3min 30s pour I’allongement. En ce qui a trait a L2
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(3,1 Kb), les amorces L2a et L2b ont permis sont amplification. La température de
dénaturation était de 92°C durant 20 secondes, celle pour I’hybridation était de
50°C durant 30 secondes et I’allongement a été faite a 68°C durant 3min 10s. Le

segment GL (1,7Kb) a été amplifié avec les

3-C N [T p [ M G [ 1 1 -5
’7 NPMG ‘
| Ll |
| 12 ]

Figure 2 : Schéma des cinq produits de RT-PCR utilisés pour le séquencage.

amorces GL1 et GL2 a une température de dénaturation de 94°C durant 30
secondes, de 50°C pour ’hybridation durant 30 secondes et 68°C durant Imin 50s
pour ’allongement. Finalement, L3 (2,4 Kb) a été¢ amplifié avec les amorces 1.3a
et L3b & une température de dénaturation de 94°C durant 30 secondes, de 50°C
pour [’hybridation durant 30 secondes et 68°C durant 2min 30s pour
l’allongement. Toutes les amplifications ont ét¢ exécutés durant 30 cycles avec

I’enzyme Fidelitag™ DNA polymerase (USB Corporation).
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Tableau II. Séquence des amorces utilisées pour la transcription inverse et
’amplification par PCR du génome du VSV HR et ses mutants. Le génome a été
amplifié en cinq segments dénommés NPMG, GL, L1, L3 et L2.

Nom de I’amorce

Séquences

RT 5’- ACGAAGACAAACAAACCATTATT -3

NPMGI 55— GCAGGGCCCACGAAGACAAACAAACCATTAT -3
NPMG2 5'—- GGACCTCGAGGATTGCTGTTAGTTTTTTTCATAA -3
GL1 5’ = GATAAGGATCTCTTTGCTGC -3’

GL2 5’ - GATATTTAGAAGGGAGAAGAT -3

Lla 5= CCGACTAGTGCTCAAAGAGGCCTCAATTA-3

Llb 5’ — AGGGGATCATGTAAAATGTG -3’

L2a 5— ATACCCACTTGTGCTAATATAA -3

L2b 5’- GGACGGCCGACGAAGACCACAAAACCAG -3

L3a 5> — ATACCCACTTGTGCTAATATAA -3’

L3b 5’ - CTTCCCCAAGGGGGATAGCT -3’

Tableau III. Séquence des amorces utilisées pour le séquengage des segments
NPMG (a), GL(b), L1(c), L3(d), L2(e) qui composent le génome du VSV HR et
ses mutants. Les amorces paires couvrent le génome et les impaires ’antigénome.

a)

N1 (NPMG) 5"~ ACGAAGACAAACAAACCATTAT - 3’
N2 (NPMG) 5’ — GAACATGTCCACTGCAGCGA — 3’
N3 (NPMG) 5’ — ATGTTCTTCCACATGTTCAAAA — 3°
N4 (NPMG) 5’ ~ TCATTTGTCAAATTCTGACTTA — 3’
N5 (NPMG) 5’ - TAAACATCGGGAAAGCAGGG — 3’
N6 (NPMG) 5 ~ AGAGCTGTCAATTGCCCCCA — 3’
' P1 (NPMG) 5’ — ATGGATAATCTCACAAAAGTTC — 3’
P2 (NPMG) 5"~ CTACAGAGAATATTTGACTCT ~ 3’
P3 (NPMG) 5"~ TGTACGCTTATGCAGTAGGA — 3’
P4 (NPMG) 5" ~ TCAGCTTCTGGATCCTGTG — 3’
M1 (NPMG) 5’ ~ ATGAGTTCCTTAAAGAAGATTC — 3’
M2 (NPMG) 5’ - TCATTTGAAGTGGCTGATAGA — 3’
M3 (NPMG) 5~ GAGTGCACATTTGAAGCATC - 3°
M4 (NPMG) 5>~ CGGACGATTAGATCTAACCG — 3’
G1 (NPMG) 5> — ATGAAGTGCCTTTTGTACTTA -3’
G2 (NPMG) 5"~ AGCCATCTCGAACCAGACA — 3’
G3 (NPMG) 5"~ GATAAGGATCTCTTTGCTGC — 3’
G4 (NPMG) 5’ — TTACTTTCCAAGTCGGTTCA — 3’
G5 (NPMG) 5"~ ACCAGAGCACTTCAGAAGAC — 3’
G6 (NPMG) 5" — AGATGGAGTGAAGGATCGG — 3’
G7 (NPMG) 5> — ATGCAGCAATTACATATGCCC — 3’
G8 (NPMG) 5’ - TTGGAGCAGCAATATCGACT - 3’

I




b)

L17 (GL) 5"~ ACATTCAAGACGCTGCTTCG — 3’
L18 (GL) 5"~ CTCAAGAACTCCATCCCAGT - 3’
L1 (GL) 5’ — ATGGAAGTCCACGATTTTGA — 3’
L2 (GL) 5’ — GATATTTAGAAGGGAGAAGAT — 3’
9)
L3 (L) 5 — AGAATTGGAGATAAAATTGTGG - 3’
L4 (L1) 5" — CTTCAGTTCCCTCTCCTTTC - 3’
L5 (L1) 5~ GCAGGTAGATTTTTCTCCCT - 3’
L6 (L1) 5 — ATATTAGCACAAGTGGGTATTT - 3’
L7 (L1) 5" — ATACCCACTTGTGCTAATATAA — 3°
L8 (L1) 5" — TTTTACATGATCCCCTTCTC — 3°
La (L1) 5"~ CGAACATATGCAGGATTAGG — 3’
Laa (L1) 5" ~ GACCCCAATGTCTGAACGA — 3’
Lb(L]) 5"~ CCACAGCTGCTCAAGTTCA — 3’
Lbb (L) 5 - TGATTGGCTATGCAAATTGCC — 3’
Le (L1) 5 - TTGTAGAATTACAGGGTGCTC — 3’
Lee (L1) 5~ GGAAGGGTCCAAATACAACAT -3’
d)

L9 (L3) 5~ AGGGGATCATGTAAAATGTG — 3’
L10 (L3) 5" — CTCTTGTCCCCACGAACCTT - 3’
Ld (L3) 5" - TCATGAAGAGGATCGGCTCA - 3
Ldd (L3) 5~ AGATAAGCAGGCAATGGTCC — 3’
Le (L3) 5"~ GCTCTATGCTCAAATTACCAC — 3’
Lee (L3) 5~ CAAACCTCCGTACACTGC — 3’
e)
L1l (L2) 5" — AAACAGATCTATCCTTTAGAAG — 3’
L12(L2) 5’ — CTTCCCCAAGGGGGATAGCT - 3’
L13 (L2) 5" — ATTACAACAATCCCTGTITATTA — 3
L14 (L2) 5" — TGCTCTGGCAAATTCCTGTT - 3’
L15(L2) 5~ AAGGTTAGTACATACTTTACCT — 3’
L16 (L2) 5"~ ACGAAGACCACAAAACCAGA — 3
Lf(L2) 5" — TGAGTTGAGAGAGCTGGCAA — 3’
Lff(L2) 5~ CGCATGACGACCCTGATAA — 3’
Lg (L2) 5" - GAATGCAGTAACAATCCTTGG — 3’
Lgg (L2) 5" - GAGGTATCGGTCCTACTCT — 3’
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2.7 Purification de PADN

Les puits d’un gel d’agarose 1% ont été chargés avec la totalité des tubes
contenant la réaction d’amplification soit S0puL. Aprés une électrophorése d’une
heure trente & 100V, les gels ont été exposés sous la lampe U.V. et la bande
amplifiée a été découpée avec une lame stérile. L’ADN contenu dans les blocs de
gels a été €lué grice a un « gel extraction kit » (QIAGEN). Un volume de 2pL
d’ADN purifi€ est déposé dans un gel d’agarose 1% pour évaluer la pureté des

échantillons. La migration est effectuée durant 1 h a 100 V.

2.8 Séquencage

Les amplicons NPMG, GL, L1, L3 et L2 ont €té séquencés grice aux
amorces de séquengage (BioCorp, Montréal, Qc) du Tableau I1l. Une quantité de
1pg d’ADN purifi€ sur gel et provenant d’un RT-PCR (200 ng / pL) a été déposée
sur une plaque de 96 puits & fond en V. Un volume de SpL d’amorce a 20 pM a
été dépos€ sur une autre plaque en V. Les deux brins d’ADN (dans I’orientation
3°-57 et 57-3’) des cinq amplicons ont été séquencés par le centre de séquengage
Génome Québec (Montréal, Qc) a I’aide du « 3730x] DNA Analyzer systems » et

de la technique « Dye Terminator » (Applied Biosystems).

2.9 Analyse des séquences nucléotidiques et des protéines

Aprés que la souche parentale ait été révélée, chacun des génomes des
mutants a ét€ comparé a celle-ci avec 'outil d’analyse génétique DIFFSEQ
(EMBOSS). Chaque SNP a été confirmé au minimum deux fois, c¢’est & dire sur le
génome et I’antigénome. Ensuite, les cartes du VSV HR et ses mutants ont €té
changés en séquence peptidique avec 1’outil NEBcutter V2.0 (New England
Biolabs). Chacune des cing protéines des mutants thermosensibles et
thermorésistants du VSV a été comparée aux protéines de la souche parentale HR

avec I’outil d’alignement de séquences protéiques SIM (EXPASY).
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2.10 Analyse des structures secondaires et tertiaires des protéines

Les structures secondaires des protéines du VSV HR et ses huits mutants
ont été révélées grace a I'outil GOR IV SECONDARY STRUCTURE
PREDICTION METHOD qui fonctionne d’aprés la méthode de Garnier, Gibrat et
Robson (Gamier et al., 1996). Les structures tertiaires des protéines G ont été

réalisées avec PyYMOL Molecular Graphics System.



CHAPITRE III

RESULTATS

L’objectif de la présente étude était de déterminer la ou les mutation(s)
responsable(s) du phénotype d’infection des mutants TP5, TPSR1, TP6 et TP6R1
du VSV par rapport a la souche parentale HR. La ou les mutations responsables
du passage de la thermorésistance a la thermosensibilité des mutants devaient
aussi &tre révélée(s). Outre les mutations connues MSIR de TI1026
thermorésistant et thermosensible et V221F et S226R de TP3 thermorésistant et
thermosensible sur la protéine M, ’objectif de ce travail €tait d’identifier d’autres
mutations portées par ces virus qui participeraient a leur faible effet cytopathique

sur certaines lignées cellullaires.

3.1 Séquence en acides aminés des protéines du VSV wt HR et ses mutants
thermosensibles et thermorésistants.

Le VSV est un virus a ARN négatif simple brin. Afin d’obtenir des
amplicons pouvant ensuite étre s€quencés, le génome de 11,1 kb a été inversement
transcrit et amplifié. Des enzymes haute-fidélité ont été utilisées pour les deux
opérations. En utilisant la séquence génomique du VSV Indiana appartenant 2 la
souche San Juan (Gl: 9627229), une amorce a été synthétisée pour I’obtention
d’un ADNc du génome du VSV et dix autres amorces ont été synthétisées pour

constituer cinq produits de PCR soit NPMG, GL, L1, L2, L.3.

Apreés Pamplification et la purification sur gel des ADNc des mutants
thermosensibles (Figure 3) et thermorésistants (non présenté), la pureté des
amplicons et la quantité ont été évalués sur gel d’agarose 1%. Les bandes qui

correspondent en partant de la gauche a celle des mutants T1026, TP3, TPS et TP6
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sont bien distinctes et la taille des fragments est connue grice au marqueur

[Lambda.

Figure 3. Migration sur gel d’agarose 1% de cing produits de RT-PCR correspondant au
génome de mutants thermosensibles du VSV purifiés sur gel. Les RT-PCR ont été fait
avec les ARN totaux extraits de cellule VERO infectées avec, de gauche & droite sur
chaque gel, les mutants T1026, TP3, TPS5, TP6. Les cellules infectées ont été récoltées 12
hre post-infection. (A) L’amplicon NPMG (4,6 Kpb) correspond aux génes codant pour
les protéines N, P, M et G. Les fragments L1 (3,4 Kpb) et L2 (3,1 Kpb) correspondent au
géne codant pour la protéine L. (B) Le fragment L3 (2,4 Kpb) correspond a la partie
centrale du géne codant pour L. (C) Le fragment GL (1,7 Kpb) correspond a la fin du
géne codant pour G et le début de celui codant pour L. L’ADN du phage A digéré par
HindIII a servi comme marqueur de longueur d’ADN et quelques valeurs sont affichées
en A.
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Le fragment de RT-PCR NPMG fait 4,6 kbp, L1 fait 3,4 Kbp, L2 fait 3,1
Kbp, L3 fait 2,4 Kbp et finalement GL fait 1,7 Kbp. Les tailles obtenues pour ces
cinq fragment d’ADN correspondent a ce qui est attendu. En général, peu d’ADN

étranger est présent dans les puits, preuve que la purification sur gel est adéquate.

Le séquencage des huits mutants du VSV et la souche parentale VSV wt
HR San Juan a ét¢ exécuté par le centre Génome Québec qui utilise une
adaptation de la technique de Sanger dénommé « Dye Terminator ». Afin de
séquencer la totalité de leur génome, vingt-quatre amorces ont été synthétisées et

le méme nombre ont été construites pour I’antigénome.

Les figures 4 a4 8 présentent les mutations de quatre mutants du VSV
thermosensibles et quatre mutants thermorésistants sur les protéine N, P, M, G et
L. Les comparaisons se font avec la souche parentale HR et le VSV wt San Juan
dont HR est dérivé. La Figure 4 montre la séquence de la protéine N du mutant
TP3R1 ainsi que San Juan. A la position 153, I’arginine est remplacée par une
lysine qui est aussi un acide aminé alkalin. La sérine située a la position 353 sur le
VSV wt HR est mutée pour une asparagine sur la souche TP3R1 et également
Indiana San Juan . La mutation S353N est comme la premiére mutation, une

mutation conservatrice.

En ce qui a trait a la protéine P présentée a la figure 5, les mutants du VSV
a ’exception de TP3R1 n’ont aucune mutation. L’acide aminé sérine a la position
189 est remplac€é par une tyrosine. La conséquence est que le groupement
hydroxyle sur le radical de la sérine est remplacé par un phénol. Parmi les onze
mutations identifiées entre le VSV HR et le VSV wt San Juan, six mutations sont
non-conservatrices soit Ql111P, L126S L141S HI152Y, K170E et N237D. Les
autres mutations sur la phosphoprotéine sont R50K, V76A, P77Q, DIOOE et
[168M.



HR R S
SJ K N
T1026R1

T1026

TP3R1 K N
TP3

TP5R1

TP5

TP6R1

TP6

Figure 4. Séquence en acides aminés de la protéine N du VSV-Indiana wt HR et ses mutants thermosensibles (T1026, TP3, TPS, TP6)
et thermorésistants (T1026R1, TP3R1, TPSR1, TP6R1). La substitution des acides aminées de HR est représentée. Les chiffres
représentent la position des acides aminés. La souche San Juan est aussi représentée. L’absence de symboles signifie que ’acide
aminé est identique a HR.



HR R v P D Q L L H L K S N
SJ K A Q E P S S Y M E D
T1026R1

T1026

TP3R1 b 3

TP3

TP5R1

TP5

TP6R1

TP6

Figure 5. Séquence en acides aminés de la protéine P du VSV-Indiana wt HR et ses mutants thermosensibles (T1026, TP3, TPS, TP6)
et thermorésistants (T1026R1, TP3R1, TPSR1, TP6R1). La substitution des acides aminées de HR est représentée. Les chiffres
représentent la position des acides aminés. La souche San Juan est aussi représentée. L’absence de symboles signifie que 1’acide
aminé est identique a HR. Les mutations non-conservatrices sont présentées en rouge.
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La protéine de la matrice de quatre mutants du VSV a été¢ mutée une fois
ou plus par rapport a la souche parentale HR (figure 6). Les mutants T1026 et
T1026R1 ont une méthionine non-polaire a la place d’une arginine chargée
positivement & la position 51. A la différence de T1026, le T1026R1 a une
mutation conservatrice V2251. Les mutants du VSV wt HR TP3 et TP3R1 ont une
mutation conservatrice (V221F) et une non-conservatrice (S226R). La version
thermorésistante de TP3 a une mutation K5R, absente chez le thermosensible. Le
VSV San Juan a six acides aminés différents de ceux de HR. Les acides aminés
asparagine (#32), alanine (#133), histidines (#154 et 157) et valines (#171 et 225)
sont remplacés respectivement par une sérine, une thréonine, une tyrosine, une
asparagine, deux isoleucines. De toutes ces mutations, seules A133T, H154Y et

H157N sont non-conservatrices.

La figure 7 présente les mutations de la protéine G des différents VSV.
Cette protéine est la plus touchée par les mutations. Les mutants T1026, T1026R 1
et SJ ont une alanine non-polaire a la place d’une sérine polaire a la position 431
et & la position 487 une tyrosine polaire est mutée pour une histidine chargée
positivement. Une mutation conservatrice R242H a également été revélée pour les
mémes mutants. Le mutant T1026R1 a une mutation non-conservatrice Q26R que
n’a pas le thermosensible T1026. TP3 et TP3R1 sont aux antipodes en ce qui a
trait 2 G. Le thermorésistant est le porteur du plus grand nombre de mutations
alors que le thermosensible n’en a aucune. De ces six mutations appartenant a
TP3R1, la moitié sont non-conservatrice ¢’est a dire Y24H, Q26R et K92E et les
autres sont V14M, R242H et F469C. Les mutants TP5 et TP5R1 ont deux
mutations communes soit E254Q qui a pour conséquence le changement d’un
acide glutamique chargé négativement par l’acide aminé polaire glutamine.
L’autre mutation, K116R, est conservatrices. Les mutants TP6 et TP6R 1 ont une
mutation commune soit E254G qui a pour conséquence le changement d’un acide
glutamique chargé négativement pour une glycine non-polaire. A I’exception de
TP3, ’acide aspartique chargé négativement a la position 232 est changé par une

glycine non-polaire chez tous les thermosensibles y compris le VSV San Juan.



1--———- — 32----51-—-—-—- 133---154-157----171---———- 221-225-226-229
HR K N M A H H v V V s
SJ S i Y N I i b
T1026R1 R I
T1026 R
TP3R1 R F R
TP3 F R
TP5R1
TP5
TP6R1

TP6

Figure 6. Séquence en acides aminés de la protéine M du VSV-Indiana wt HR et ses mutants thermosensibles (T1026, TP3, TPS, TP6)
et thermorésistants (T1026R1, TP3R1, TPSR1, TP6R1). La substitution des acides aminées de HR est représentée. Les chiffres
représentent la position des acides aminés. La souche San Juan est aussi représentée. L absence de symboles signifie que 1’acide
aminé est identique a HR. Les mutations non-conservatrices sont présentées en rouge.



1-14-24-26-57-92-96-116-141-171-232-242-254-331-431-438-453-469-487-511

HR VvV ¥ Q L K H K A D D R E v S T F F b4
SJ H L Q v : 4 G H A S L H
T1026R1 R H A H
T1026 G H A H
TP3R1 M H R E H Cc

TP3

TP5R1 R Q

TP5 R G Q

TP6R1 G

TP6 G G

Figure 7. Séquence en acides aminés de la protéine G du VSV-Indiana wt HR et ses mutants thermosensibles (T1026, TP3, TPS, TP6)
et thermorésistants (T1026R1, TP3R1, TPSR1, TP6R1). La substitution des acides aminées de HR est représentée. Les chiffres
représentent la position des acides aminés. La souche San Juan est aussi représentée. L’absence de symboles signifie que 1’acide
aminé est identique a HR. Les mutations non-conservatrices sont présentées en rouge.
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Enfin, plusieurs différences sont présentées entre la protéine G du VSV wt HR et
le VSV San Juan. Parmi les dix mutations identifiées, quatre sont non-
conservatrices (Y 14H, H96Q, D171Y et D232QG) et six sont conservatrices (L571,
Al41V, R242H, V331A T438S et F453L).

A la figure 8, trois mutants présentent des différences dans la séquence en
acide aminé de la protéine L. L’acide aminé #296 qui est une arginine est
remplacé par une lysine chez les mutants TP3R1 et T1026. Le VSV San Juan a
aussi la mutation conservatrice R296K. Pour ajouter a cette mutation, T1026 porte
la mutation H114Q qui a pour conséquence le changement d’un acide aminé
chargé positivement (H) pour un acide aminé polaire (Q). Finalement, I’alanine
#826 est modifiée pour une valine chez T1026. Le mutant TP3R1 a sept mutations
dont quatre sont non-conservatrices et trois sont semblables au VSV San Juan.
L’arginine chargée positivement a la position 269 est remplacée par une sérine
polaire. L’acide aminé #367 est une alanine au radical non-polaire chez la souche
parentale HR alors que chez TP3R1 c’est une thréonine polaire. Les mutations
E2054K et R2085G apparaissent €galement. Ici, un acide glutamique chargé
négativement est remplacé par une lysine chargé positivement (E2054K) et une
glycine non-polaire prend la place d’une arginine chargée positivement (R2085G).
Les autres mutations de TP3R1 sont L2021, R296K, V20031. La protéine L du
VSV San Juan et celle de HR présentent six mutations. Les mutations non-
conservatrices sont A367T comme TP3R1 et 12026T qui a pour conséquence le
changement d’une isoleucine non-polaire pour une thréonine polaire. Semblable &
TP3R1, la souche Indiana San Juan a révélé les mutations L2021 et R296K.
Finalement, une arginine (#269) a été mutée pour une sérine,.une sérine pour une
alanine (#826) et une lysine pour une arginine (#2075) toujours pour la souche

San Juan du VSV Indiana.



1---114--202-269—296--367---689--826----- 2003-2026--2054-2075-2085-2109
HR H L R R A S A v I E K R
SJ I K v T T R
T1026R1
T1026 Q K \'4
TP3R1 I S K T I K G
TP3
TP5R1
TP5
TP6R1

TP6

Figure 8. Séquence en acides aminés de la protéine L du VSV-Indiana wt HR et ses mutants thermosensibles (T1026, TP3, TPS, TP6)
et thermorésistants (T1026R1, TP3R1, TPSRI1, TP6R1). La substitution des acides aminées de HR est représentée. Les chiffres
représentent la position des acides aminés. La souche San Juan est aussi représentée. L’absence de symboles signifie que I’acide
aminé est identique 8 HR. Les mutations non-conservatrices sont présentées en rouge.
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3.2 Prédiction des structures secondaires du VSV wt HR et ses mutants
thermosensibles et thermorésistants.

D’aprés la séquence en acides aminés de la souche parentale HR et ses
mutants, des prédictions concernant les structures secondaires ont été faites sur les
protéines N, P, M, G et L grice a la derniére version de la méthode Garnier,
Osguthorpe et Robson (Garnier ef al.,, 1996). La méthode GOR de 1978 a été
developpée peu de temps aprés la méthode de Chou et Fasman. Ces méthodes sont
basées sur des paramétres de probabilité tirés de données empiriques provenant de
la cristallographie de structures tertiaires de protéine. La méthode GOR, a la
différence de Chou-Fasman, prend en compte non seulement la propension
d'acides aminés individuels de former des structures secondaires particuliéres,
mais aussi la probabilité conditionnelle de l'acide aminé pour former une structure
secondaire donnée que ses voisins immédiats ont déja formé (Garnier et al.,
1978). La premicre version de la méthode GOR tenait compte des « turns » alors
que la nouvelle version n’en tient plus compte étant donné la grande variabilité de
ces régions. De plus, la nouvelle méthode n’introduit une hélice alpha que si elle
fait au minimum quatre acides aminés et un feuillet beta que s’il a une longueur
de deux acides aminés (Garnier et al., 1996). Le méthode GOR a été privilégié
devant Predictprotein, car ’algorithme de ce logiciel ne se prononce pas sur la
structure secondaire de plusieurs acides aminés. Les structures annoncées avec la
méthode Predictprotein était trés similaire a celles projetées par la méthode GOR

qui a ’avantage de se prononcer sur tous les acides aminés.

La figure 9 présente les prédictions des protéines N, P, M, G et L du VSV
wt HR et ses mutants thermosensibles et thermorésistants. Les effets possibles sur
les protéines du VSV sont représentés par une réaction dans laquelle se trouve a
gauche de la fleche la structure secondaire du wt HR et & droite celle du mutant
indiqué. Les mutations présentes sur les figure 4 & 8 et absentes dans la figure 9
n’ont aucune conséquence sur la structure 2D des protéines. Les prédictions n’ont

pas €té faites pour le VSV Indiana San Juan.
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Les protéines N et P du mutant TP3R1 subissent un 1éger changement par
rapport & la souche parentale HR. En ce qui a trait a N, une hélice alpha est
introduite dans un long « coil » suite & la mutation R155K. Du coté de P, aprés la
mutation S189Y, un feuillet beta s’est introduit dans un « coil » et le feuillet beta

qui le préceéde est raccourci de deux acides aminés.

La structure secondaire de la protéine M est trés conservée chez tous les
mutants étudiés dans ce projet. La mutation KSR de TP3R1 induit la perte d’un
acide aminé a un feuillet beta et V2251 de T1026R1 modifie la structure d’un
«coil ». Quant aux mutations V221F et S226R de TP3 et TP3RI, elles
provoquent ’allongement d’un « coil » en N-terminal et aussi le prolongement du

feuillet beta.

La protéine présentant le plus grand nombre de mutations est G. Malgré
ces modifications, tout comme les autres, elle reste trés conservée. Les mutations
V14M, Y24H, K92E, D232G, R242H et Y487H n’alterent que légerement la
structure secondaire de G. Seules les mutations E254G retrouvées sur TP6 et
TP6R1 ainsi que F469C appartenant a TP3R1 affectent la structure
bidimensionnelle. La mutation E254G induit le prolongement d’un « coil » au
dépend d’une hélice alpha. En effet, six acides aminés appartenant & une hélice
alpha sont inclus dans un «coil ». Malgré cette différence, les acides aminés
conservés G et W qui apparaissent en gris dans la figure 9 sont disposés de la
méme maniére que HR. A la position 469 de la protéine G, le changement d’une
phénylalanine pour une cystéine provoque la méme altération que E254G sauf

qu’une partie de I’hélice alpha retrouvée chez HR se change en feuillet beta.

Finalement, la protéine de la polymérase L n’est mutée que chez les
mutants T1026 et TP3R1. Les deux premiéres mutations de L apparaissant dans la
figure 9 soit H114Q de T1026 et R269S de TP3RI affectent peu la structure
bidimensionnelle de cette protéine. Par contre, A367T retrouvée sur TP3RI

transforme une hélice alpha de huit acides aminés en un feuillet beta et un
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« coil ». La mutation R2085G sur TP3R1 change une hélice alpha pour un feuillet
beta et un «coil ». De plus, cette mutation provoque I’allongement d’une hélice

alpha.



Figure 9. Structures secondaires des protéines N, P, M, G, et L du VSV-Indiana wt HR et des mutants du VSV-Indiana
thermosensibles T1026, TP3, TPS, TP6 et thermorésistants T1026R1, TP3R1, TPSR1, TP6R1 prédites par la méthode de Gamier,
Gibrat et Robson (1996). La structure secondaire du VSV wt HR (4 gauche) est comparée a celle altérée par une mutation (a droite).
Les mutations sont indiquées au dessus de la fleche. La lettre H représente une hélice alpha, la lettre E représente un « extended
strand » et la lettre C représente un « random coil ». L’acide aminé muté apparait en caractére gras. Les acides aminés en gris de la
protéine G signifient qu’ils sont conservés chez trois Vésiculovirus.



Protéine N Protéine P
PEYRKRLMDGLTNQCKMI R155K PEYRKKLMDGLTNQCKMT YKVTPVMNTHPSQOSE  SI89Y YKVTPVMNTHPYQSE
HR HHHHHHHHHCCCCCCCCC —> HHHHHHHHCCCCCCHHHH TP3RI HR EEEEEEECCCCCCCE = EEECCEECCCcCcCEEE  TP3RI
Protéine M Protéine G
MSSLKKILGLK K5R MSSLRKILGLK V14M
HR CCCCEEEEEEC —> CCCCEEEEEEE TP3R1 FIGVNCKFTIVFPY  yo4y FIGMNCKFTIVFPH
HR ECCCCCCEEEEEEC —» CCCCCCEEEEEECC TP3R1
WVLDSVSHEFK V2251 WVLDSISHFK
HR EEEEEECCEE —» EEEEEECEEC T1026R1
DFRWYGPRKYITHSIRS K92E DFRWYGPEYITHSIRS
V221F HR CCCCCCCCEEEEEEEE —®  cccccccceeEgeEcc TP3RI1
KASGAWVLDSVSHFK S226R KASGAWFLDSVRHFK TP3RI
HR HCCCCEEEEEECCEE —> CCCCCEEEEEEEEEC TP3 T1026
RSNYFAYETGDK D232G RSNYFAYETGGK TP5
HR EECEEEEEECCC —> EEEEEEEEECCC TP6
Protéine L
T1026
SFLHEVDKEAEITF HI114Q SFLQEVDKEAEITF QYCKRWGVRLPSGVW  R242H QYCKHWGVRLPSGVW  T1026RI
HR HHHHEHCHHHHHHH —> HHHHHHHHHHHHHEH T1026 HR CCCCCEEEEECCCCC —»  CCCCCCEEEECCCCC TP3RI1
YRIGDKIVE R269S YSIGDKIVE PS V FEMADKDLFAAA E254G PS V FGMADKDLFAAA TP6
HR HCCCCEEEE —> CCCCCEEEE TP3RI1 HR CCCCCHHHHHHHHHHHH 2~ ® CCCCCCCCCCCHHHHHH TP6R1
FIDYYAGL A367T FIDYYTGL KSSIASFFFIIGLII F469C  KSSIASFCFIIGLII
HR HHHHHHHH —> EECCCCCC TP3R1 HR HHHHHHHHHHHHHHH —> cccccccceeEEEec  TP3R1
LFLVLRVGIYLCI Y487H LFLVLRVGIHLCI T1026
IEWINRRISKEDR R2085G IEWINGRISKEDR HR HHHHHHHHHHHHH —> HHHHHHHHHCHHH  T1026R1
HR HHHHHHHHCCCCC —> EEEECCCCCHHHH TP3RI1
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3.3 Prédiction des structures tertiaires de G du VSV wt HR et ses mutants
thermosensibles et thermorésistants.

La cristallisation récente de la protéine G du VSV par Stéphane Roche et son
équipe (Roche ef al., 2007) a permis de prédire I’effet des mutations trouvées sur
la glycoprotéine des mutants du VSV a I’aide du programme de modélisation des
protéines PYMOL. La Figure 10A présente deux faces de la protéine G
cristallisée dans la « prefusion form ». Chaque domaine est identifié par sa
couleur. La figure 10B présente les deux formes que peut prendre la glycoprotéine
des virus étudiés. De toutes les mutations trouvées sur G, la mutation D232G est
la seule a modifier sa structure. Un feuillet beta additionnel (en bas, en rouge) et
I’allongement d’un autre apparaissent (la queue de la fleche rouge du haut) dans le
« PH domain ». Les mutations E254Q et E254G (représentées en vert) qui sont
retrouvées respectivement chez les mutants TPSR1 et TP6R1 n’affectent pas le
changement de structure apporté¢ par D232G. La figure 10C montre la
modification des acides aminés qu’implique les mutations E254Q et E254G par
rapport & la souche parentale HR. La protéine G portant la mutation E254Q est en
tout point identique a2 HR, méme la masse molaire ’acide glutamique et de la
glutamine (72g / mole). La mutation E254G change le radical de la glutamine

pour un radical de glycine qui n’est qu’un hydrogéne.



Figure 10: Impact des mutations sur la structure de protéines G dans la « prefusion form » appartenant a la souche parentale HR du
VSV et ses mutants. (A) Image de deux faces de la protéine G de la souche parentale HR colorée par domaine. Domaine latéral (I);
Domaine de trimérization (II); « pH domain » (III); Domaine de fusion (IV) (B) Impact de la mutation D232G sur le « pH domain ».
Les conséquences de la mutation D232G paraissent en rouge. La position de I’acide aminé 254 (voir en C) parait en vert. (C) Impact
des mutations E254G sur les mutants TPS et TPSR1 et E254G sur les mutants TP6 et TP6R 1. Toutes ces figures ont été générées avec
PYMOL.



TP5 — TPSR1 (E254Q) TP6 — TP6R1 (E254G)
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3.4 Analyse de changements post-traductionels suite a la mutation E254G de

TP6 et TP6R1 et E2540 ¢ TPS et TPSR1 sur la protéine G.

Etant donné que G est une glycoprotéine transmembranaire synthétisée
dans le réticulum endoplasmique rugueux et exportée a la membrane, nous avons
voulu vérifier si les séquences des protéines G de TPS5, TP5R1, TP6 et TP6R1 ont
des modifications post-traductionnelles par rapport 8 HR. Les outils informatiques
analysant la C-mannolysation, la N-Glycosylation, les ancres GPI, la
myristoylation en N-terminal, la palmitoylation et les sites de phosphorylation
avec leur kinase associée ont été utilisés dans ce travail. Suite a cette analyse,

aucun changement post-traductionnel n’a été enregistré.



CHAPITRE 1V

DISCUSSION

L’objectif de ce travail était d’identifier de nouvelles mutations capables
de modifier le phénotype d’infection de mutants du VSV par rapport a la souche
parentale HR. La connaissance de ces mutations avait le potentiel d’appronfondir
les connaissances du mécanisme d’oncolyse et ainsi de permettre des
modifications génétiques a un virus pour optimiser la destruction d’un cancer
donné. De plus, le choix de virus thermorésistants ainsi que leur homologue

thermosensible avait pour objectif de comprendre le passage de ’un a ’autre.

Nous avons choisi de séquencer le génome entier des mutants T1026,
T1026R1, TP3, TP3R1, TPS5, TPSR1, TP6, TP6R1 car ces mutants ont des
différences marquées au niveau du phénotype d’infection par rapport a la souche
parentale HR. L’induction de I’apoptose diminue, en comparaison avec la souche
parentale HR, pour les mutants T1026, T1026R1, TP3 et TP3R1 sur certaines
lignées cellulaires (Desforges et al., 2002). La mutation MS1R dans la protéine de
la matrice de T1026 et T1026R1 expliquerait en partie leur phénotype atténué. En
partie, car elle ne suffit pas a reproduire le phénotype d’infection de T1026 et
T1026R1 lorsqu’on change la protéine M du sauvage pour celle de T1026 et
T1026R1. D’autres mutations seraient responsables de leur comportement
(Kopecky et al., 2001). Les mutations V221F et S226R sur M de TP3 et TP3R1
sont aussi connues, mais rien dans la littérature n’avance qu’elles sont les seules
responsables de leur phénotype d’infection analogue a celui de T1026 et
T1026R1. Quant 4 eux, les mutants TPS5, TP5R1, TP6, TP6R1 causent 1’apoptose
plus rapidement que le VSV HR, toujours sur certaines lignées cellulaire

(Desforges, 2002). Le séquengage de ces variants du VSV permettra de mieux
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comprendre ce qui les distinguent de la souche parentale HR et aussi de valider

leur nom de mutant.

Une des raisons qui expliquent la différence sur la vitesse d’induction de
I’apoptose de tous les mutants séquencés réside, entre autre, dans le fait qu’ils
provoquent l’activation du systéme interféron plus fortement que HR. Il est
maintenant admis que ’expression de I’'INF-3 augmente en raison de la mutation
MS1R sur M. Une des conséquences de cette mutation est d’empécher I’inhibition
du transport nucléocytoplasmique via NUP98 (Petersen ef al., 2000) et de lever
’inhibition de I’activité transcriptionnelle par effet sur TBP (Ahmed ef al., 1998).
En levant D'inhibition, la protéine M permet a certains ARNm cellulaires
d’atteindre le cytoplasme. L’expression accrue d’INF-B  serait une des
conséquences de cette action de M (M51R) sur le pore (Stojdl ef al. 2003). En
révélant les mutations de la protéine M de tous les mutants, il sera possible de

constater si cette hypotheése s’applique a d’autres mutants du VSV HR.

En ce qui a trait aux résultats du séquengage (figures 4 a 8), nous avons
remarqué qu’a la différence du thermosensible, le mutant T1026R1 manifeste un
retour au génotype de la souche San Juan avec la mutation V2251 (figure 6). Cette
mutation pourrait altérer [’attachement de la protéine de la matrice par son NLS
qui se trouverait, d’aprés des études préléminaires, non-spécifiquement entre les
acides aminés 47 a 229 (Petersen ef al., 2000). Cependant, étant donné que les
phénotypes d’infection des mutants du VSV T1026 et T1026R1 a la température
non-restrictive sont trés semblables, cette mutation n’a probablement aucune
influence. Et comme il était attendu, la mutation M51R a été trouvée sur la

protéine M des mutants T1026 et T1026R1.

Les autres mutants ayant révélé des différences dans la séquence de M sont
TP3 et TP3R1. Les mutations V221F et S226R ont été trouvées, tout comme les
résultats précédents (Beausoleil, 1994). De la méme maniére que la mutation

V2251 de T1026R 1, ces mutations non-conservatrices pourraient aussi affecter la



59

séquence NLS comprise entre les acides aminés 47-229 (Petersen et al., 2000). Le
phénotype atténué des mutants TP3 et TP3R I, comparables a celui des mutants
T1026 et T1026R1, pourrait provenir de la difficulté pour la protéine M a entrer
dans le noyau. A I’instar de ’association au pore nucléaire de M-Rael et NUP98
pour I’export, la protéine M de TP3 et TP3RI pourrait avoir de la difficulté a
s’associer directement ou indirectement & une importine. Cependant, aprés avoir
modélisé la protéine M, aucune différence sur la structure tridimensionnelle a été
vue. Finalement, des travaux sur le signal de localisation nucléaire de la protéine
M ont démontrés que les mutations V221 A et S226A n’affectent pas le transport
de M au noyau (Glodowski et al. 2002).

Les mutants atténués T1026 et T1026R1 n’ont aucune mutation dans la
protéine de la nucléocapside et la phosphoprotéine par rapport au VSV HR. Les
protéines G et L. ont quant & elles plusieurs mutations. Dans le cas de la protéine
de la polymérase L, une mutation non-conservatrice sur trois a été trouvée sur le
mutant T1016 alors que le thermorésistant T1026R1 n’en a aucune. Etant plus
prés phénotypiquement de la souche parentale HR en raison de la résistance a la
chaleur, I’absence de mutation dans la séquence de L. du mutant T1026R1 était
envisageable. La mutation responsable de la thermosensibilit¢ de T1026 se
trouverait, selon Stanners, dans son ARN polymérase ARN dépendante (Stanners
et al., 1977). Aprés séquencage, les mutations H114Q et R296K s’avérent les
meilleures candidates pour le passage au phénotype thermosensible si I’on suit la
proposition de Stanners. Cependant, étant non-conservatrice et du fait que R296K

n’affecte pas la structure secondaire, la mutation H114Q serait & favoriser.

La protéine L est une excellente candidate pour expliquer le passage a la
thermosensibilité, car a elle seule, elle couvre plus de la moitié du génome du
VSV. Cependant, I’idée de lui accorder la responsabilité du passage a la
thermosensibilité a €té remise en question suite a I’absence de mutation dans TP3,
TP5 et TP6. Peu d’études ont été menées sur L, mais il est connu que la région

essentielle a I’activité méthyltransférase (MTase) de la protéine L est située entre
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les acides aminés 1419-1672 (Grdzelishvili et al., 2005 ; Grdzelishvili et al.,
2006). De toutes les mutations identifiées dans ce projet, aucune ne se trouve
dans cette région. Son role est d’ajouter un groupement méthyl au guanosine-N7
et a 1’adénosine-2’-0 situés en 5’ de I’ARNm. Les mutants séquencés dans ce
travail n’ont pas de mutations qui pourraient altérer d’une quelconque maniére la
méthylation des ARNm. La mutation responsable de la thermosensibilité pourrait
étre différente d’un mutant a 1’autre, mais les mutations H114Q de T1026 et
A367T du Indiana San Juan sur L laissent supposer que la région entre les acides
aminés 100 et 400 pourrait jouer un role majeur dans la fonction de la polymérase
La mutation conservatrice A826V pourrait également étre impliquée dans la

thermosensibilité de T1026.

Les protéines N et P ont été conservées chez tous les mutants sauf TP3R1.
Les mutations R155K et S353N qui marquent un retour au virus sauvage Indiana
San Juan ont été identifiées sur sa protéine de la nucléocapside. Ces mutations
n’affectent pas la structure de la protéine d’apres 1’analyse avec PYMOL. En ce
qui a trait a la protéine P, la mutation S189Y dans le domaine C-terminal (Ding ef
al., 2004) implique la substitution du groupement hydroxyle de la sérine pour un
phénol. La structure secondaire se trouve faiblement altérée et une modification
de la structure tertaire pourrait étre envisagée en raison du changement significatif
dans la taille des radicaux. L’analyse des structures tridimensionnelles de P grace
aux bases de données actuelles n’ont pas permis de mesurer ’effet de la mutation
sur la structure, car seul le segment incluant les acides aminés 107 a 177 pouvait

étre visualisé.

En considérant qu’un des roles du domaine C-terminal de la protéine P est
d’attacher les protéines N et L au complexe de réplication (Das et Pattnaik, 2005)
et en admettant que la mutation S189Y du mutant TP3R1 puisse affecter la
structure, il serait possible que cette mutation affecte son phénotype d’infection. Il
faut ajouter que la sérine a la position 189 n’est pas un site de phosphorylation

essentiel au fonctionnement de la protéine. Comme il a été mentionné dans 1’état



61

des connaissances, ce sont les résidus Ser60, Thr62 et Ser64 qui sont
indispensables a I’activité transcriptionnelle de P (Chen et al., 1997). Et méme si
¢’était le cas, la mutation S189Y permettrait tout de méme la phosphorylation,

mais impliquerait différentes kinases.

La protéine G a été la plus touchée par les mutations. Entre autres, il est
intéressant de constater que les mutants atténués (sauf TP3) gagnent chacun deux
histidines soit R242H et Y487H pour T1026 et T1026R1 et Y24H et R242H pour
TP3R1. Les histidines sont essentielles a 1’étape de la fusion. L’acidité
augmentant, les histidines sur G deviennent chargées positivement par la
protonation en milieu acide. Il a été démontré que 1’ajout de diétyl pyrocarbonate
(DEPC) empéche la protonation des histidines ce qui bloque la fusion. Cependant,
les histidines a la position 148 et 149 seraient les résidues actifs putatifs (Carnero
et al. 2003). Il serait tout de méme possible que I’ajout de deux charges positives
apres protonation dans I’endosome puisse avoir un effet sur la fusion. Finalement,
les mutants T1026R1 et TP3R1 partagent la mutation Q26R sur G. Cette mutation
non-conservatrice ne se situe pas dans un domaine fonctionnel identifié de la

protéine et n’affecte pas la structure secondaire ni tertiaire.

Plusieurs travaux ont ¢té publiés sur les mutants de notre laboratoire
T1026 et TP3 qui suscitent de I’intérét par leur phénotype d’infection atténuée,
mais récemment une attention particuliere a été portée aux les mutants TPS5,
TP5R1, TP6 et TP6R1. La ou les mutations responsable(s) de 1’induction rapide
de I’apoptose étaient attendue(s) dans la protéine M en raison de son implication
majeure dans cette étape. Nous avons é€t€é étonnés de constater que la
glycoprotéine était la seule protéine sur laquelle des mutations sont apparues. Les
mutations qui caractérisent TPSR1 et TP6R1 se trouvent dans le « Pleckstrin
homology domain (PH domain)» qui est contenu entre les acides aminés 36 a 46
et 181 a 258, d’aprés la protéine G cristallographiée dans la « prefusion form »
(Roche et al., 2007). Le phénotype de TPS5, TP5R1 TP6 et TP6R1 étant apparenté,

il n’était pas curieux de retrouver le méme acide aminé muté soit ’acide
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glutamique 254. En considérant la modification du radical qu’implique les
mutations E254Q de TP5 et TP5RI1 et E254G de TP6 et TP6R1, la mutation
E254G semblait beaucoup plus importante. Cette hypothese a été renforcée suite a
I’analyse des effets sur la structure 2D. En effet, malgré la présence de la mutation
E254Q il n’existe pas de différence entre les mutants TPSR1, TPS et la souche
parentale HR. Cependant, la visualisation des structures 3D des mutants TP5R1,

TPS, TP6R1 et TP6 ne présentent aucune différence par rapport a HR.

Le « PH domain » est un domaine de liaison d’environ 100 acides aminés
qui s’attache aux phosphoinositols phosphorylés (ou phosphoinositides). Parmi,
au moins, dix variétés de domaines se liant aux phospholipides, le « PH domain »
est retrouvé en majeure proportion dans de nombreux animaux dont I’homme. Un
exemple de protéine possédant un « PH domain » est la dynamine, un moteur
moléculaire associé aux clathrines et hydrolysant le GTP qui induit la scission des

endosomes afin qu’ils soient relargués dans le cytoplasme (Lemmon, 2008).

Dans le cas du VSV, le « PH domain » de la protéine G aide le virus a
s’attacher a la membrane plasmique. Cependant, durant une infection, le VSV doit
s’attacher a deux reprises & la membrane plasmique. La premiére est lors de
’entrée en contact du virus 2 la cellule et ’autre est a ’intérieur de I’endosome.
Le pouvoir des mutants TPS, TPSR1, TP6 et TP6R1 d’induire l’apoptose
rapidement aurait pu venir du fait que leur mutation favorise 1’attachement des
virus a la cellule ou augmente la vitesse de fusion & la membrane de I’endosome.
Les mutations E254Q de TPS et TP5R1 et E254G de TP6 et TP6R1 auraient pu
pousser la glycoprotéine a entrer plus tot dans sa forme activée hydrophobe,
essentielle a la fusion. En effet, il aurait été possible qu’elle amorce la fusion a un
pH supérieur que celui du virus sauvage donc plus t6t. Cependant, il s’avére que
I’analyse des structures tridimensionnelles des glycoprotéines G mutées démontre
qu’il y a aucun changement de structure par rapport a la protéine G de la souche
parentale ce qui nous amene a réévaluer cette hypothese. On ne peut tout de méme

pas exclure tout a fait la possibilité que la perte de la charge négative et/ou le
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changement de volume du radical, dans une région accessible a la surface de la

protéine, puisse modifier des interactions importantes.

Un des désavantages majeurs de la virothérapie oncolytique tient de la
séropositivité que développe les patients pour le virus aprés une premiére
infection. Il serait concevable d’y remédier en utilisant plusieurs virus ou
seulement en modifiant la ou les protéines antigéniques. Il s’avére que les
mutations E254G et E254Q tombent sur la région de la protéine qui habite le site
antigénique majeur des rhabdovirus soit le « PH domain » (Vandepol et al., 1986 ;
Roche ef al., 2007). En considérant que les sites antigéniques de TP5 et TP5R1,
visibles a la Figure 10, sont semblables a celui de HR, cette possibilité a aussi été
rejetée. Dans le cas de TP6 et TP6R1, il serait étonnant que seule la modification
d’un acide aminé qui n’affecte pas la structure 3D suffise & altérer le site
antigénique, mais cela demeure possible. Par contre, la mutation D232G qui
modifie la structure de la protéine G pourrait y arriver. Devant cette observation, il
serait intéressant de comparer V’affinité d’anticorps anti-G de VSV

thermorésistant par rapport aux anticorps anti-G de VSV thermosensibles.

En supposant que les mutations de TPS5, TPSR1, TP6 et TP6R1 alterent
’ensemble de la structure de la glycoprotéine, il était possible d’imaginer des
conséquences autres que l’attachement a la membrane de la cellule hote ou la
fusion avec 1’endosome. Partant du fait que le role de la protéine G dans le VSV
est également d’apporter une aide au bourgeonnement (Robison et Whitt, 2000),
les mutations pouvaient favoriser cette étape. Les titres viraux étant plus grand
dans le temps que la souche parentale HR, ’induction de 1’apoptose par ces
mutants pouvait ainsi étre favorisée. Cependant, devant 1’absence de différence
sur la structure 3D des glycoprotéines de ces mutants, encore une fois cette
hypothése n’a pu €tre retenue. Par ailleurs, récemment notre laboratoire a testé
cette possibilité et il s’est avéré que les titres viraux des mutants TP5, TPSR1, TP6
et TP6R1 ne sont pas supérieurs @ HR ni aux autres mutants dans le temps (Janelle

et al., sous presse).
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Il existe un faible nombre de mutation dans la glycoprotéine de virus qui
conférent un avantage sur la vitesse d’induction d’apoptose. Ce sont plutét des
effets nuisibles sur ’infection qui surviennent. Cependant, I’augmentation de la
fusion de cellule a cellule est une conséquence qui peut accélérer I’infection. C’est
le cas du virus de la rougeole apartenant a la famille des Paramyxovirus. La
mutation Y549A dans le domaine cytoplasmique de sa protéine de fusion F
augmente la formation de synticia (Runkler et al., 2008). La fusion de cellule a
cellule est également fortement amplifiée dans le cas du virus Mason-Pfizer
monkey virus (M-PMV) lorsque le domaine cytoplasmique de sa glycoprotéine
porte les mutations T4A, K7A, Q9A, and I10A (Song et al., 2005). Un autre
exemple provient du virus HSV avec ses mutations dans la portion cytoplasmique

de sa protéine gB (Ruel et al., 2005).

I s’avére que le domaine cytoplasmique d’une glycoprotéine
intramembranaire est trés souvent le principal concerné dans 1’augmentation de la
fusion de cellule a cellule. Cependant méme en supposant que les mutations
E254G et E254Q dans I’ectodomaine altérent la structure du domaine
cytoplasmique de G du VSV, aucun changement ne devrait apparaitre. En effet,
pour remplir ses fonctions, la queue cytoplasmique de G peut étre modifiée dans
sa taille et sa composition de maniére a ce qu’il n’y ait aucune conséquence sur
I’infection. 11 a été établi que le minimum d’acides aminés requis pour permettre a
G de fonctionner normalement est d’avoir une longueur de neuf acides aminés
(mutant CT9). Le mutant du VSV CT1 n’a, quant a lui, qu’un seul acide aminé sur
la portion cytoplasmique de sa protéine G et son titre est 10% celui du sauvage

(Schnell ef al., 1998).

La résistance et la sensibilité a la chaleur de nos mutants du VSV seraient
dues & une mutation sur la protéine G et non sur la protéine L. L hypothése selon
laquelle la protéine de la polymérase et celles qui la régulent seraient responsables
de ce phénotype avaient été supposée étant donné que nous savions qu’il existait

des mutants ayant acquis la thermosensibilité par une mutation dans cette derniére
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(Hunt et Hutchinson, 1993). De plus, la régulation de la transcription et de la
réplication est souvent le mécanisme par lequel ce phénotype survient. C’est le
cas du virus respiratoire syncitial (RSV) appartenant a I’ordre des Mononégavirale
(comme le VSV) et dans la famille des Paramyxovirus. La souche du RSV ayant
une mutation G1728S sur sa phosphoprotéine a acquis sa thermosensibilité par son
incapacité a transcrire et répliquer son génome (Marriott et al, 1999). Un autre
exemple de thermosensibilité causée par I’altération de la transcription est le cas
du virus du sarcome murin Moloney (MoMSV). Une mutation dans le site signal
pour I’épissage en 5’ était responsable du phénotype thermosensible (Ainsworth et

al., 1996).

Ici, la mutation D232G dans la glycoprotéine du VSV, située dans le « PH
domain », apparait sur tous les virus thermosensibles (sauf TP3) y compris le
virus sauvage Indiana San Juan. Cette disposition la place en haut de la liste des
mutations possibles pouvant conférer la thermosensibilité. De plus, elle modifie la
structure tridimensionnelle de la protéine G ce qui renforce I’idée qu’elle pourrait
étre responsable de ce phénotype. Ces résultats suggerent I’idée que HR, qui est
dérivé du virus Indiana San Juan, aurait acquis son phénotype de résistance a la
chaleur suite a la mutation G232D. Par contre, le probléme de cette hypothése se
pose lorsqu’on s’arréte sur le cas du mutant thermosensible TP3 qui ne porte pas
cette mutation. Le phénotype thermosensible de ce mutant qui n’a aucune
mutation mis a part celle sur sa protéine M est difficile a comprendre. Malgré une
analyse rigoureuse des séquences des VSV considérées dans ce projet, une ou
plusieurs mutations a pu nous paséer sous le nez. Il est également possible que le
mutant TP3 ait perdu sa thermosensibilité a force de passage avec les années. Pour
confirmer la responsabilité de la mutation D232G dans la thermosensibité, les

protéines G d’autres VSV thermosensibles devront €tre séquencées.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Apres le séquengage et 1’analyse de I’impact des mutations, nous avons
constaté que les seules mutations portées par TPS, TPSR1, TP6 et TP6R1 se
retrouvent dans la glycoprotéine. Les mutations E254Q de TP5R1 et E254G de
TP6R1 se trouvent dans le « PH domain » qui sert a I’attachement & la membrane.
[’analyse de la structure secondaire présente des différences avec le VSV HR
pour les mutants TP6R1 et TP6 alors qu’aucun changement de la structure
tertiaire n’a été observé. Nous avons tenté de voir si cela pouvait modifier le
remaniement post-traductionel avec des outils d’analyse de protéine (EXPASY) et
ces mutations n’ont aucun effet. Aprés avoir analysé chacune des étapes
accomplies par G, les mutations pourraient augmenter la fusion de cellule a
cellule durant ’infection. Finalement, il est possible de croire qu’une protéine
cellulaire inconnue interagisse prés de ’acide aminé 254, c’est a dire avec le « PH
domain », lors de ’attachement de G a la membrane ou lors de la fusion avec
’endosome. D’ailleurs, la modification de I’attachement d’une protéine cellullaire

a G est compatible avec une absence de modification de la structure 3D.

Comme il était attendu, les mutations des souches de VSV atténués T1026,
T1026R1, TP3 et TP3R1 dans la protéine M ont été trouvées. T1026 et T1026R1
n’ont pas de mutation dans les protéines N et P alors que G et L. sont touchées.
TP3 n’a aucune mutation, outre celles attendues dans M, alors que son homologue
thermorésistant TP3R1 est celui ou le plus grand nombre de mutations ont été

trouvées.

Considérant le role de certaines histidines composant la glycoprotéine dans
I’étape de la fusion, nous avons été attentifs a 1’ajout de deux histidines
supplémentaires amenées par les mutations R242H et Y487H de T1026 et
T1026R1 et Y24H et R242H de TP3R1. La mutation S189Y a été trouvée sur la

phosphoprotéine de TP3R1. Agissant de concert avec la polymérase L, cette
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mutation pourrait participer au phénotype atténué du mutant en altérant la

transcription et la réplication.

La protéine L n’est mutée que chez les mutants T1026 et TP3R1. Le
mutant TP3R1 porte trois mutations sur L qui marquent un retour au génotype du
VSV Indiana San Juan. Etant donné que la littérature prévoyait que le passage de
la thermorésistance & la thermosensibilité était di & une mutation dans cette
derniére, nous en attendions quelques-unes. Effectivement, deux mutations
conservatrices ont été trouvées et une non-conservatrice soit H114Q. Cette

mutation pourrait €tre responsable du passage a la thermosensibilité de T1026.

Suite & I’analyse de chacune des mutations trouvées, D232G est présente
chez tous les thermosensibles (excepté TP3) y compris le VSV Indiana San Juan.
De plus, cette mutation qui est située dans le « PH domain » modifie la structure
tertiaire de la glycoprotéine. A la différence de ce que la littérature annoncait, la
protéine G pourrait étre a I’origine de ce phénotype. Il est possible que le passage
du VSV Indiana San Juan au VSV Indiana San Juan HR soit dii 4 la mutation

G232D.

Evidemment, le séquengage des virus oncolytiques de cette recherche ne
fait qu’ouvrir la voie a une explication de leur phénotype d’infection particulier.
Pour confirmer I’impact des mutations sur I’infection, la mutagénése dirigée devra
étre entreprise sur le VSV HR. De plus, I’affinité des anticorps pour la protéine G
des virus thermorésistants par rapport a celle des virus thermosensibles devra étre
analysée vu le changement de structure apporté par D232G sur le domaine
antigénique. Le cas échéant, il serait possible de surmonter la séropositivité¢ d’une

premiére infection dans le contexte de la virothérapie oncolytique.
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