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Résumé

RESUME en francais

L’étude des structures antigéniques des nucléoprotéines (N) des virus de la peste
bovine et de la peste des petits ruminants a montré que la région N-terminale est
immunodominante. Les études de cartographie d’anticorps monoclonaux anti-N ont permis de
localiser dans cette région des épitopes communs mais aussi des épitopes spécifiques a chacun
des deux virus. Les tests de compétition ELISA (cELISA), développés avec certains de ces
monoclonaux spécifiques a chaque virus détectent aussi bien des sérums anti-PPR et qu’anti-
peste bovine. Ce croisement serait probablement la résultante d’encombrement stérique
engendré par des anticorps fixés sur les €pitopes communs aux deux virus mais proches des
sites spécifiques.

Une partie de nos travaux a porté sur I’analyse des interactions protéine-protéine du
virus PPR. Ils ont permis de localiser le domaine d’interaction N-N dans la zone couverte par
les 240 premiers aminoacides de N. Quatre régions capables de se lier a la protéine M ont été
identifiées sur la protéine N. Les séquences de ces zones d’interaction N-M sont conservées

au sein groupe Morbillivirus.

TITRE en anglais: Study of the nucleoprotein of the viruses of Rinderpest and Peste des Petits
Ruminants: Molecular characterization of the interactions domains and the antigenic
structures.

RESUME en anglais

The study of the antigenic structures of the nucleoproteins of the viruses of Rinderpest and
Peste des Petits ruminants showed that the N-terminal region of this protein is
immunodominant.. The studies of cartography of anti-N monoclonal antibody show that it
possible to locate in this region common epitopes and also specific epitopes for each of these
two viruses. The tests competition ELISA (cELISA), developed with some of these specific
monoclonal to each virus detect unfortunately as well anti-PPR and bovine anti-RP serums.
This crossing would be probably the steric resultant of obstruction generated by antibodies
fixed on the épitopes common to the both viruses but close to the specific sites.
Part of our work concerned the analysis of the protein-protein interactions from PPRV. The
results show that the N protein region at N-terminal, amino acids 1 to 240, covers the domain
of the N-N interaction. Four sites on N protein are able to bind to the protein M were

identified. These sites are preserved in the Morbillivirus groups.
-12 -
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Introduction générale

La peste bovine (PB) [ou Rinderpest (RP) en anglais] et la peste des petits ruminants
(PPR) sont des maladies infectieuses d’origine virale extrémement contagieuses. Elles
constituent des fléaux redoutés par les éleveurs. Le virus de la peste bovine (RPV) affecte
tous les animaux de ’ordre des artiodactyles, les bovidés constituant les hotes naturels les
plus sensibles. En revanche celui de la PPR (PPRV) n’est pathogéne que pour les petits
ruminants domestiques et sauvages. La peste bovine peut décimer des populations entieres de
bovins et de buffle avec des conséquences socio-économiques considérables. En effet,
I’épidémie de peste bovine qui a frappé une grande partie de I'Afrique au début des années 80
a causé des pertes directes estimées a environ 2 milliards de dollars (FAO, 2003) sans
compter les colts indirects liés aux campagnes de lutte. Cette maladie est maintenant sur la
voie de I’éradication grace aux différents programmes de vaccination menés tant en Afrique
(projet PARC : Pan African Rinderpest Campain) qu’en Asie (SAREC et WAREC). L’agent
causcoll., le virus de la RP (RPV) ne semble persister aujourd’hui que dans un dernier bastion
situé dans la Corne de l'Afrique appelé "écosystéme somalien" formé par le sud-est de
'Ethiopie, le nord-est du Kenya et le sud de la Somalie. A l'opposé, la peste des petits
ruminants est une maladie en pleine expansion (OIE, 2007; Ozkul et coll., 2002; Amjad et
coll., 1996; Nanda et coll., 1996; Lefévre et Diallo, 1990; Shaila et coll., 1989; Lefévre,
1987). Découverte en Cote d’Ivoire (Gargadennec et Lalanne, 1942), I’aire de répartition de la
PPR couvre actuellement la zone d’Afrique compris entre le Sahara et 1’équateur, de I'océan
Atlantique a la mer Rouge. Elle est également présente au Moyen-Orient jusque dans la partie
européenne de la Turquie et dans le sous-continent indien. La PPR évolue sous forme de
grandes €pizooties cycliques dans les pays ou elle est enzootique avec des taux de mortalité
trés variables de 0 a 80% (Lefévre, 1987). Par sa vaste répartition géographique et ses
conséquences €conomiques importantes, la PPR revét une importance particuliere pour les

éleveurs.

RPV et PPRV appartiennent au genre Morbillivirus, de la famille des
Paramyxoviridae (Diallo, 2003a; Lefevre, 2003; Blancou, 2000; Gibbs et coll., 1979). Ils
partagent une grande communauté antigénique qui a autrefois été mise a profit pour protéger
les petits ruminants contre la PPR avec le vaccin hétérologue RP (Lefévre et Diallo, 1990 ;
Taylor, 1979). La PB et la PPR partagent sur le plan épidémiologique le méme spectre

d’animaux sensibles aux deux virus. De plus sur le plan clinique, la ressemblance entre les
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Introduction générale

deux maladies fait qu’il est indispensable de différencier clairement la RP de la PPR et vise et
versa. Les deux morbillivirus RP et PPR, antigéniquement trés proches, induisent également
des réactions sérologiques croisées. Aussi la différentiation entre RP et PPR est essentielle
pour éviter toute confusion entre ces deux maladies surtout dans le contexte du programme
mondial d'éradication de la RP (en anglais Global Rinderpest Eradication Programme: GREP)
de la FAO (Organisation pour I’Agriculture et I’ Alimentation) dont 1’objectif est d’éliminer
les derniers foyers de RP d'ici 2010. Si pour le diagnostic direct par la détection des
composants viraux (ARN et protéines) avec les tests d’immunocapture (Libeau et coll., 1994)
et de RT-PCR (Couacy-Hymann et coll., 2002) il est possible de différencier de fagon certaine
la RP de la PPR, cela n’est pas le cas en sérologie. Les tests sérologiques actuellement
commercialisés (Anderson et coll., 1994 ; Libeau et coll., 1995 ; Libeau et coll., 1992)
présentent d’importantes réactions croisées avec les sérums issus d’animaux vaccinés ou
infectés par 1’un ou l’autre virus. Ainsi dans le cadre du GREP et pour un diagnostic
différentiel efficace entre RP et PPR le développement de tests sérologiques sensibles et
spécifiques semble indispensable. De plus il est pour l'instant impossible de distinguer une
séropositivité¢ due a la vaccination ou a l'infection naturelle. Aussi pour une meilleure
surveillance épidémiologique de la PPR, la différenciation sérologique entre les animaux
vaccinés et infectés de fagon naturelle semble également indispensable. Le vaccin homologue
PPR actuellement utilisé ne permettant pas cette distinction, un nouveau vaccin portant un

marqueur de sélection est donc nécessaire.

La nucléoprotéine (N) virale est la protéine majoritairement produite lors de la
réplication virale. C’est une protéine trées immunogeéne et contre laquelle est dirigée une
grande partie des anticorps produits au cours des infections par les virus RP et PPR. La
protéine N contient dans les régions N-terminale et C-terminale des domaines variables entre
morbillivirus (Diallo et coll., 1994). Ces régions variables semblent contenir des épitopes
suscitant la production d’anticorps monoclonaux spécifiques (Buckland et coll., 1989). Ainsi
elles pourraient constituer des éléments importants pour le développement de tests

sérologiques spécifiques pour chacune de ces deux maladies.

Bien que les anticorps monoclonaux anti-N lorsque qu’ils sont utilisés dans les tests de

détection directe soient strictement spécifiques pour la RPV ou la PPR (Libeau et coll., 1997 ;
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Introduction générale

Libeau et coll., 1995 ; Libeau et coll., 1992), des réactions croisées sont observées avec les
sérums anti-RP dans les tests ELISA de compétition (cELISA) PPR ou avec les sérums anti-
PPR pour le cELISA RP. Pour comprendre ce phénomene, il nous est apparu intéressant de
chercher a caractériser les structures antigéniques de la nucléoprotéine reconnues par les
différents anticorps monoclonaux anti-N, ainsi que celles reconnues par les sérums anti-RP ou
anti-PPR d’animaux vaccinés ou infectés, dans le but de pouvoir développer pour chacune de
ces maladies de nouveaux tests cELISA spécifiques. Aussi pour un meilleur contréle de la
PPR, notre laboratoire est associé a d’autres institutions pour développer un nouveau vaccin
qui pourrait permettre de différencier des animaux vaccinés de ceux infectés avec les souches

sauvages grace un test de diagnostic approprié.

Pour ce projet, la nucléoprotéine (N) a été sélectionnée pour y identifier les séquences
en acides aminés (aa) non essentiels qui pourront étre éliminées et servir comme marqueurs
de sélection dans un vaccin homologue PPR «marqué». Le géne de la protéine N sera par la
suite remodelé par €élimination des séquences nucléotidiques des aa non essentiels dans le
génome du nouveau virus vaccinal. La protéine correspondante devra permettre de faire la
différence ente les anticorps anti-PPR post vaccinaux dirigés contre elle et ceux produits apres

infection par le virus sauvage PPRV.

Le présent mémoire de thése intitulé «Etude de la nucléoprotéine des virus de la peste
bovine et de la peste des petits ruminants: caractérisation moléculaire des structures

antigéniques et des interactions protéiques.» sera divisé en trois parties:

- La premiére partie est consacrée a la revue bibliographique ol nous exposerons la
biologie des virus de la peste bovine et de la peste des petits ruminants,
I’épidémiologie et les moyens de lutte contre ces deux maladies.

- Dans la deuxiéme partie, nous présenterons les résultats de nos travaux
expérimentaux a travers des articles publi€s ou soumis a des revues scientifiques
internationales.

- Enfin la troisiéme partie est consacrée a la discussion des résultats et la conclusion

de nos travaux.
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Chapitre I: Revue bibliographique de la peste

bovine et de la peste des petits ruminants
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1. Historique
1.1. La Peste bovine

La peste bovine (PB) (en anglais Rinderpest: RP), est une maladie connue depuis des
siécles, voire des millénaires. Elle ét¢ a [’origine de la création des premiéres écoles
vétérinaires. L’agent responsable, le virus de la PB (RPV en anglais), infecte les artiodactyles

domestiques et sauvages avec une sensibilité plus élevée pour les bovins et les buffles.

La PB est considérée comme une maladie d'origine asiatique. L’Europe bien que
fortement infectée par le RPV s’est débarrassée de ce fléau dans la seconde moitié du 19¢me
siécle par les méthodes de prophylaxie sanitaires. Elle est restée indemne jusqu’a nos jours
malgré 1’apparition de foyers occasionnels due a I’introduction d’animaux vivants contaminés
venant d’Asie dans le courant des années 1900 (Blancou, 2000). La maladie s’est maintenue
en Asie et au Moyen-Orient, zones a partir desquelles 1’ Afrique a été infectée. L’infection de
I’Afrique par le RPV est donc beaucoup plus récente. Jusque vers 1880, seule I’Egypte se
trouvait périodiquement infectée & partir du Moyen-Orient et de I’Europe (Curasson, 1932;
1942). La contamination a grande échelle de I’ Afrique par le virus de la PB débute a partir du
19eme siécle avec l'introduction de zébus asiatiques en Erythrée (Mammerickx, 2003;
Hutcheon, 1902). Les continents d’Amérique et d’Océanie n’ont vraiment pas connu

d’épidémie de peste bovine en dehors d’infections accidentelles vite maitrisées (Mammerickx,
2003).

1.2. La Peste des Petits Ruminants.

La Peste des Petits Ruminants (PPR) est comme la PB, une maladie contagieuse
virale. Le virus de la PPR (PPRV) infecte généralement les petits ruminants avec une
sensibilité variable selon les especes. Ces animaux sont également sensibles aux RPV, mais
dans une moindre mesure. Sur le plan clinique la PPR partage avec la PB une similitude de
symptomes. Ainsi la superposition des différents données épidémiologiques connues de ces
deux maladies a été pendant tres longtemps a I’origine de 1’ignorance de la PPR au profit de la

PB. La distinction entre la PPR et la PB n’est que trés récente.
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La premiére description de la maladie comme une entité distincte de la PB date de
1942, en Cote d’Ivoire (Gargadennec et Lalanne, 1942) et le premier isolement viral a été
réalisé au Sénégal (Gilbert et Monnier, 1962). A la fin des années 60, une maladie présentant
des symptomes de type «stomato-pneumo-entéritique» dénommée «Kata» fut décrite au
Nigeria sur des chevres (Whitney et al, 1967). Les études comparatives menées par la suite
ont permis de montrer que la PPR et le «kata» constituent une méme entité¢ (Rowland et al,
1971; 1970). Les études sérologiques et de protections croisées entre RPV et PPRV ont
permis la classification du PPRV dans la famille des Paramyxoviridae, genre Morbillivirus
(Hamdy et Dardiri, 1976; Gibbs et al, 1979). Par la suite les analyses de biochimie
moléculaire ont confirmé la distinction entre PPRV et RPV (Diallo et al, 1987; 1989a).

2. Classification des virus de la Peste Bovine et de la Peste des Petits Ruminants.

Le RPV comme le PPRV appartient a la famille des Paramyxoviridae, sous-famille des
Paramyxovirinae, genre Morbillivirus. Les morbillivirus ont des relations phylogéniques
étroites entre eux (Figure 1). Ils sont d’une grande importance médicale en santé humaine et

animale.

- En médecine humaine, le virus de la rougeole [en anglais Measles Virus (MV)] reste
aujourd’hui I'une des principales causes de mortalité infantile dans de nombreux pays en voie

de développement (Carmichael, 1997).

- En médecine vétérinaire, en plus des virus RPV et PPRV, d’autres morbillivirus

constituent des agents pathogénes majeurs:

e Le virus de la maladie de Carré (CDV pour «Canine distemper Virus») infecte les
canidés et félidés domestiques et sauvages (Haas et al, 1996; Harder et al, 1995).

e Des morbillivirus affectant des mammiféres marins ont été¢ décrits (Cosby et al,
1988; Mahy et al, 1988; Osterhaus et al, 1989, 1988; Kennedy et al, 1988;
Domingo et al, 1990; Van Bressen et al, 1992). Il s’agit des morbillivirus du
phoque (PDV pour «Phocine Distemper Virus»), du dauphin (DMV pour

«Dolphin Morbillivirusy) et du marsouin (PMV pour «Porpoise Morbillivirus»).
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Cétacés

Primates

Carnivores

Ruminants

Figure 1 : Relations phylogéniques des morbillivirus établies par comparaison de séquence
nucléotidique du géne de la nucléoprotéine (Banyard et al, 2006)
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3. Répartition géographique

3.1. La Peste bovine.

La PB était largement répandue en Afrique entre 1957 et 1972 chez les bovins et les
animaux sauvages en Afrique de ’Est et de 1’Ouest (Robson et al, 1959; Plowright, 1963;
Lies et Plowright, 1964; Macadam, 1968; El Hag Ali et Taylor, 1988). Son incidence sur
I’élevage est trés limitée actuellement. Son aire de répartition s’est rétrécie en raison des
programmes d’éradication menés depuis plusieurs décennies, et la PB pourrait étre la
premiére maladie animale éradiquée au plan mondial. En Afrique, la campagne panafricaine
de vaccination, le programme conjoint (PC15) mené entre 1962 et 1976 a permis 1’élimination
de la maladie a cette époque dans la plupart des pays d’Afrique mais avec des foyers résiduels
en Afrique de I’Ouest (Mali et Mauritanie) et en Afrique de I’Est (Ethiopie et Soudan)
(Provost, 1979). Cependant, 1’absence de programmes de consolidation des acquis du PC 15 a
donné lieu entre 1979 et 1980, a une re-émergence du virus a partir de ces foyers résiduels ce
qui a causé d’importantes pertes économiques dans 1’élevage du bétail de divers pays africains
(Provost, 1982). Les souches virales impliquées dans cette nouvelle épidémie ont été d’une
virulence « relativement moyenne » et la mortalité a été de ordre de 47 a 50% chez les
animaux sensibles (Nawathe et Lamorde, 1984; Nawathe et al, 1983). Ceci a interpellé la
communauté scientifique et les autorités politiques qui ont engagé des campagnes d’urgence
de vaccination de 1980 a 1983 en Afrique de 1’Ouest. Ensuite le projet Panafricain de lutte
contre la PB communément appelée PARC (Pan African Rinderpest Campaign) a été instauré
en 1986 a ’ensemble des pays compris entre le Sahara et 1’équateur, allant de 1’ Afrique

occidentale a 1’ Afrique de I’est.

Le projet PARC avait un double objectif, la lutte contre la peste bovine par des
campagnes massives de vaccination et la libéralisation de la profession vétérinaire ainsi que
des secteurs de production d’élevage. Ce programme a pris fin en 1999 et les résultats obtenus
ont été satisfaisants. En effet, la plupart des pays concernés sont actuellement indemnes de
PB. En 1996, seule une zone d'enzootie de PB était signalée en Afrique, a I’est du continent,
dans la région frontaliere du sud du Soudan, Ethiopie, Kenya et sud Somalie (Rweyemamu,
1996). Un programme spécifique de vaccination contre la PB pour cette région a été mis en
place par la FAO. Ainsi, entre 2001 et 2002 la vaccination de masse de prés d’un million de

bovins dans le sud-est du Soudan aurait permis 1’élimination du virus du pays (FAO, 2003).
« ]
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En 2001, la PB a été diagnostiquée et confirmée par le laboratoire de Pirbright au Kenya sur
des buffles du Parc National Meru (FAO, 2003; 2004). Pour consolider les acquis de la lutte
contre la PB, un nouveau projet dénommé PACE (Programme Panafricain de Control des
Epizootie) a pris la reléve du PARC pour une recherche active du virus chez les animaux
sensibles. Il vient de prendre fin en Octobre 2006. Actuellement d'immenses efforts sont
concentrés sur l'écosystéme pastoral somalien comprenant le nord-est du Kenya, le sud de
I’Ethiopie et le sud de la Somalie (Figure 2), pour éviter que le virus ne s'échappe de ce
dernier bastion de PB a partir des exportations de bétail et des mouvements des éleveurs

nomades aggravés par les crises politiques dans cette région.

Sur le continent asiatique, berceau de la maladie, des foyers de PB ont été signalés
dans les années 90 au Sri Lanka (Anderson E.C. et al, 1990) et en Inde ou des porcs ont été
infectés (Govindarajan et al, 1996). La présence de la PB a été aussi confirmée en Turquie
(Shal, 1992) et a la frontiére de la Mongolie avec la Russie (Barrett et al, 1993). Les
campagnes de vaccination menées dans ces régions avec les projets WAREC (West Asian
Rinderpest Eradication Campaign) et SAREC (South Asian Rinderpest Eradication
Campaign) se sont tous aussi révélées efficaces. Le derier foyer de peste bovine signalé en
Asie a été dans la province de Sindh au Pakistan, en octobre 2000. Il semble étre éradiqué
selon les enquétes menées avec le soutien de la Commission Européenne et de la FAO (FAO,
2003; 2004). Au Proche-Orient, les études menées au Yémen, pays ou des cas de PB avaient
été détectés a cause des importation de bovins en provenance d'Asie et d'Afrique, ont aussi

montré que 1’absence de cette maladie (FAO, 2003).

Le Programme mondial d'éradication de la peste bovine ou Global Rinderpest
Eradication Programme (GREP) coordonné par la FAO a pour objectif I’élimination totale de
cette maladie d'ici 1'an 2010. Pour certifier 1’éradication de la PB, les pays africains et
asiatiques se sont engagés a vérifier I’absence de circulation de virus suivant les normes de

I’Office International des Epizooties (annexe) (OIE, 2006).
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- Régions infectées

? Suspicion

Figure 2: Derniers foyers persistants de la peste bovine (CIRAD, 2004)
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3.2. La Peste des Petits Ruminants.

L’aire de répartition de la PPR, a I’inverse de celle de la PB, a beaucoup évolué. La
maladie initialement signalée en Afrique de [’ouest, est en pleine expansion (Figure 3). Son
aire d’extension s’est élargie pour couvrir pratiquement tous les pays d’Afrique compris entre
le Sahara et 1’équateur, allant de I'océan Atlantique a la mer Rouge. La PPR est aujourd’hui
présente au Moyen-Orient (Abu Elzein et al, 2004; al-Naeem et al, 2000; Lefevre et al, 1991;
Abu Elzein et al, 1990; Lefévre et Diallo, 1990; Taylor et al, 1990; Lefévre, 1987), au
Pakistan (Amjad et al, 1996), dans le sous-continent indien (Nanda et al, 1996, Singh et al,
2004a; Shaila et al, 1989), en Chine (OIE, 2007) et en Turquie (Cam et al, 2005; Yesilbag et
al, 2005; Ozkul et al, 2002). Cette extension, relativement rapide de la PPR ces derniéres
années pourrait s’expliquer par les mouvements de transhumance ou de nomadisme des
populations & la recherche de paturages pour les besoins de I'élevage extensif et aussi par les
exportations vers les pays arabes a partir de la corne de 1'Afrique. Aussi faut-il noter que les
techniques modernes de diagnostic spécifique ont permis une différentiation beaucoup plus
efficace entre PPRV et RPV, deux virus apparentés. Il est fort probable aussi que la PPR ne
soit pas une maladie nouvellement introduite dans certaines de ces régions. Elle a été ignorée
a la faveur d’autres entités pathologiques telle que la PB et la pasteurellose, cette derniere

étant d’ailleurs une complication d’une infection primitive de PPR.
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Maladie déclarée présente Maladie déclarée absente

Figure 3: Répartition mondiale du virus de la PPR (Diallo, 2003a)
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4. Importance économique de la PB et de la PPR.

La PB a été un des fléaux les plus redoutés par les éleveurs. En raison de sa trés
grande contagiosité, elle peut décimer des populations entieres de bovins et de buffles. Les
dégéts économiques et sociaux causés par le RPV ont été a I’origine de famines dans certaines
régions. A la fin du 19¢me siecle, une épidémie de PB en Afrique a tué 80 a 90% du cheptel
bovin et causé une pénurie de viande dans le Transvaal, actuelle Afrique du Sud (Lefévre,
2003), ce qui a nécessité des importations de viande a partir de 1’ Australie pour couvrir les
déficits constatés (Meuleman, 1907; Tobback, 1951). Plus récemment, au début des années
80, la flambée épidémique de PB qui a de nouveau frappé une grande partie de I'Afrique a
causé des pertes économiques estimées a plus de 2 milliards de dollars (FAO, 2003). En 1994
et 1995, une épizootie meurtriere de PB aurait causé la mort de pres de 80% du bétail dans les

régions du nord du Pakistan et une perte économique de prés de 20 millions de dollars US

(Rossiter et al, 1998).

L’impact économique de la PPR varie selon les zones, en fonction des schémas
épidémiologiques. Ainsi en Afrique, dans les zones cotiéres ou sont €levées les races naines
de petits ruminants, la PPR évolue sous forme de grandes épidémies cycliques et peut se
révéler dramatique pour les éleveurs. La morbidité peut atteindre 90% et la mortalité 50 a
80% dans les populations naives de chevres et de moutons (Kitching, 1988). Au Nigeria, les
pertes occasionnées annuellement, en l'absence de toute intervention, auraient €té estimées a
plus de 1,5 million de dollars dans les années 70 (Hamdy et Dardiri, 1976). En Inde la PPR
est responsable d’importantes pertes économiques annuelles estimées a environ 18 millions

d’Euro (Venkataramanan et al, 2005).
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5. Biologie des virus RPV et PPRV

5.1. Structure de la particule virale.

Les morbillivirus sont des virus enveloppés dont le cceur est constitué d’une
nucléocapside a symétrie hélicoidale (Figure 4) (Pastoret et al, 1991; Gibbs et al, 1979; Fraser
et Martin, 1978; Bourdin et Laurent-Vautier, 1967). Le génome est constitu€ par un brin
d’ ARN monocaténaire de polarité négative d’une taille d’environ 16,000 nucléotides (Barrett
et al, 2006; Lamb et Kolakofsky, 2001; Diallo, 1990). Ce génome sert de matrice pour la
synthése d’ ARN messagers (ARNm) correspondant aux différentes protéines virales et pour la
synthése d’un ARN antigénome de polarité positive qui est, par la suite, utilis€é pour la
synthése de nouvelles molécules d’ARN génomique. Six protéines entrent dans la
composition de la particule virale (Diallo, 2003a; Barrett, 1999; Haffar et al, 1999). La
nucléoprotéine (N) ou protéine N forme un manchon de protection autour du génome viral sur
lequel vient se fixer le complexe polymérase composé de la phosphoprotéine (P) et de la
protéine large (L), le tout formant ainsi la nucléocapside. L’enveloppe virale dérive de la
membrane plasmique de la cellule hote sur laquelle sont fixées les glycoprotéines externes, la
protéine de fusion (F) et I’hémagglutinine (H). La protéine de matrice (M) couvre la face
interne de I’enveloppe et sert de pont entre les glycoprotéines virales et la nucléocapside. Les

particules virales sont pléomorphes avec un diametre variant de 100 & 300 nm (Lund et al,
1984; Gibbs et al, 1979).

5.2. Propriétés physico-chimiques

RPV et PPRV comme tous les virus enveloppés, sont d’une grande fragilité dans le
milieu extérieur. Leur transmission nécessite un contact étroit entre animaux. Ces virus sont
sensibles & la chaleur et aux rayons ultraviolets (Diallo, 2003a; Lefévre, 2003; Rossiter et
Taylor, 1994). Des expériences d’exposition & des températures variables ont montré que le
RPV et le PPRV sont inactivés a 56°C (Diallo, 2003a; Lefevre, 2003). Ils sont aussi inactivés
par les agents chimiques (solvants lipidiques), 1’alcool, I’éther, chloroforme et par la plupart
des désinfectants tels que le phénol, la soude, le formol (Diallo, 2003a; Lefévre 2003; OIE,
2002a; 2002b). Le RPV et le PPRV se conservent bien par le froid (Diallo, 2003a; Lefévre,
2003) et sont stables a des pH compris entre 5 et 10 (Rossiter et Taylor, 1994; Plowright,

1968). La lyophilisation permet de bien les conserver.
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Figure 4: structure des morbillivirus (modifi¢ d’apres Fraser et Martin, 1978)
(OProtéine N, [JProtéine P @ Protéine M .Protéine F
am Génome ARN “’rotéine H . Protéine L,
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5.3. Organisation du génome.

Le génome des morbillivirus peut étre découpé physiquement en segments successifs

de 'extrémité 3” a I’extrémité 5° (Figure 5):

- une premiere région d’une séquence de 52 nucléotides a 1’extrémité 3’ définie
comme extracistronique parce que ne participant pas a la composition des ARNm. Cette
région non codante appelée séquence "leader" est suivie d’un triplet GAA et de la partie non
codante du géne N, I’ensemble d’une longueur de 109 nucléotides possede les fonctions de
promoteur (Barrett et al, 2006). Ce promoteur de la région 3’ appelé promoteur du génome
(en anglais Genome Promoter: GP) est le promoteur unique pour la transcription des ARNm

des protéines virales et la synthése de I’ARN antigénome (Barrett et al, 2006).

- Une série de six unités de transcription, matrices d’autant d’ARNm codant les
différentes protéines virales. La disposition des génes de ces protéines a I’intérieur du génome
est dans I’ordre 3'-N-P (CV)-M-F-H-L-5' (Bailey et al, 2005; Barrett, 1999; Diallo, 1990). Le
cadre de lecture ou "Open Reading Frame" (ORF) du géne de la nucléoprotéine (N) se
présente juste a la fin du "GP". Chaque géne de morbillivirus débute par le motif conservé
UCCC/U et se termine par un signal de polyadénylation, poly uracyl de 6 nucléotides (Barrett
et al, 2006; Diallo, 1990). Une séquence intergénique (IG) de trois nucléotides GAA permet
de séparer chaque gene du geéne suivant. Ce triplet "IG" est généralement bien conservé a
chaque jonction des genes sauf entre les génes H et L et entre le géne L et la séquence
extracistronique de I’extrémité 5°. A la jonction H/L le triplet GAA est modifié en GCA pour
le MV, RPV, et la souche PPRV Coéte d’Ivoire/89 (Barrett et al, 2006). A la fin du géne de la
protéine L le triplet GAA est remplacé par GAU pour le PPRV et GUU pour le CDV, PDV et
DMV (Barrett et al, 2006). Toute la séquence des génes n’est pas traduite en protéine. On peut
distinguer, une partie non codante (ncD) avant le codon d’initiation AUG de la phase de
lecture et une autre partie non codante (ncF) apres le codon stop. La longueur de ces
différentes parties non codantes est variable selon les genes. Le géne F des morbillivirus
présente une longue séquence ncD (580 nucléotides pour le MV) trés variable et riche en G-C

(Barrett et al, 2006; Meyer et Diallo, 1995; Evans et al, 1990 ; Richardson et al, 1986).
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Genomic
Promoteur (GP)

Figure 5: Organisation du génome des morbillivirus (Modifié d’aprés Barrett et al, 2006)
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- Enfin ’ARN viral présente & son extrémité 5° une séquence de 37 a 38 nucléotides
appelé séquence "Trailer" et forme avec la séquence non codante a la fin du géne L le
promoteur antigénomique ou AGP (Antigenomic Promoteur) qui est celui de la réplication du

génome viral réalisée a partir de I’antigénome (Barrett, 2006; Bailey et al, 2005).
5.4. Les protéines virales

Le génome des morbillivirus code six protéines structurales (N, P, M, F, H et L) et des

protéines non structurales.

5.4.1. Les protéines structurales externes
5.4.1.1. L'hémagglutinine (H)

La protéine H est une glycoprotéine virale transmembranaire. Sa longueur varie selon
les morbillivirus, 604 acides aminés (aa) pour le DMV, 609 aa pour le RPV et PPRV et 617
aa pour le MV (Barrett et al, 2006). La protéine H est la protéine d’attachement des
morbillivirus. Elle interagit avec les récepteurs membranaires des morbillivirus présents a la
surface des cellules (Barrett et al, 2006; Choppin et Scheid, 1980). Apres synthése, la protéine
H subit des étapes de glycosylation dans le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi.
Elle posséde 5 sites potentiels de glycosylation (Alkhatib et Briedis, 1986). Des liaisons di-
sulfures permettent sa dimerisation (Hu et al, 1994, Ogura et al, 1991) avant son transport a la
surface cellulaire ou elle est retrouvée sous forme de tétrameres par association non-covalente

de deux dimeres covalents (Plemper et al, 2000; Malvoisin et Wild, 1993).

La protéine H des Paramyxovirus a généralement des activités hémagglutinine et
neuraminidase. Cependant, pour les morbillivirus cela varie selon les virus (Barrett et al,
2006). La protéine H de PPRV a a la fois des activités hémagglutinine et neuraminidase. Pour
les souches de MV adaptées a la culture cellulaire, leur protéine H posséde uniquement une
activit¢ hémagglutinine et est dépourvue de toute activité neuraminidase. Chez le RPV la

protéine H a une activité neuraminidase limitée et elle est incapable d’agglutiner les hématies.
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Sur le plan structurel, la protéine H présente un domaine transmembranaire d’ancrage
du coté N-terminal intracytoplasmique et un domaine extra-membranaire composé de la
région C-terminale (Barrett et al, 2006; Alkhatib et Briedis, 1986). La protéine H des
morbillivirus est la moins conservée (Tableau 1). La spécificité de 1’attachement des
morbillivirus a leurs récepteurs dépendrait ainsi du degré de variation de la protéine H, ce qui

serait certainement le facteur déterminant du spectre d’hote des virus.
5.4.1.2. La protéine de fusion (F)

La protéine de fusion (F) est la deuxiéme glycoprotéine transmembranaire. Elle est
responsable de la fusion entre la membrane virale et celle de la cellule hote pour libérer la
nucléocapside dans le cytoplasme. Au cours de ce processus la coopération de la protéine H
est nécessaire (Barrett et al, 2006; Plemper et al, 2002; Wild et al, 1991). La protéine F est
aussi responsable de la fusion membranaire entre les cellules infectées et les cellules saines
voisines, processus permettant la dissémination du virus sans libération de particules virales.
Dans les cellules infectées, la protéine de fusion est synthétisée sous la forme d’un précurseur
(F,) d'environ 537-552 acides aminés avec un poids moléculaire de 60 kDa en migration sur
gel SDS-PAGE (Meyer et Diallo, 1995). Durant sa migration vers la membrane, la F, est
clivée dans 1’appareil de Golgi par une protéase cellulaire en deux sous unités F1 (41 kDa) et
F2 (18 kDa) qui restent liées par un pont disulfure pour constituer la forme active de la
protéine F (Graves et al, 1978). Le site de clivage est une séquence polybasique constituée de
cinq aa, résidus 108 a 112 dans I'ordre Arg-Arg-X,-X,-Arg, X; et X, étant des aa variables
d’un morbillivirus a ’autre (Barrett et al, 2006). La mutation des asparagines altére la

conformation de F et la capacité fusogénique de la protéine (Alkhatib et al, 1994a; 1994b).

La sous-unité¢ F1 a sa région C-terminale qui est intra cytoplasmique et sa région N-
terminale est extracellulaire. La région N-terminale contient & son extrémité un peptide
contenant des aa hydrophobes bien conservés. Ce peptide dit de fusion joue un role tres
important dans le processus de fusion, en s’insérant dans la membrane de la cellule cible. Un
autre peptide participant au processus de fusion a été identifié a I’intérieur du fragment F1
(Samuel et Shai, 2001). Le fragment F1 contient en plus deux domaines structurés en hélices
a impliqués également dans le processus de fusion (Buckland et al, 1992) et un domaine riche
en cystéines (résidus 337 a 381) impliqué dans I’interaction avec la protéine H (Wild et al,

1994).
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Morbillivirus

PPR MV CDhV DMV
N 79,66 82,70 75,38 79,69
P 58,65 65,35 53,57 57,91

Protéines
C 54,02 65,34 52,91 55,29
virales

Vv 54.61 64,55 44,67 50,50
M 89,82 92,26 83,93 89,26
F 82,74 85,98 78,75 84,52
H 59,14 67,33 46,26 57,14
L 83,44 87,73 81,05 83,29

Tableau 1: Taux d’identité (en pourcentage) des protéines N, P, M, F et H de RPV (souche

Kabete "O") avec celles d’autres morbillivirus (Barrett et al, 2006).
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La sous unité F2 contient les sites potentiels de N-glycosylation (résidus asparagine
29, 61 et 67). La glycosylation est nécessaire pour le repliement, la dimerisation et

I’exportation de la protéine vers la membrane cellulaire.
5.4.2. Les protéines structurales internes

5.4.2.1.La nucléoprotéine (N)

La protéine N joue un role central dans la réplication de I’ARN génomique des virus a
ARN négatif. Elle est aussi impliquée dans différentes interactions nécessaires pour ses

fonctions..
5.4.2.1.1. Synthése

La protéine N est la protéine majoritaire synthétisée au cours de la réplication des
morbillivirus (Barrett et al, 2006; Graves et al, 1978). Elle est longue de 525 aa pour les virus
MV, RPV et PPRV mais de 523 aa pour le CDV, DMV, PMV et PDV (Barrett et al, 2006;
Diallo et al, 1994; 1987). Soumise a I’électrophorése sur un gel d’acrylamide dénaturant-SDS
(SDS-PAGE), la protéine N des morbillivirus migre a un poids moléculaire apparent de 60
kDa (Diallo et al, 1994). Cependant cette valeur peut varier suivant le degré de
phosphorylation pour certaines souches de RPV et PPRV (Barrett et al, 2006; Libeau, 1998;
Diallo et al; 1987). La protéine N des morbillivirus, comme celle de tous les
Mononegavirales, s’assemble sur I’ARN viral génomique pour former un manchon de
protection contre les attaques des nucléases cellulaires. Cette structure est de type hélicoidale.
Synthétisée dans divers systémes d’expression de protéines en absence de I’ARN viral et des
autres protéines virales, la protéine N s’auto-assemble autour des ARN cellulaires pour former

des pseudo-nucleocapsides (Article.2).
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5.4.2.1.2. Alignement de la séquence de la protéine N.

La comparaison de la séquence des protéines N de différents morbillivirus montre une
grande conservation au sein de ce groupe (Tableau 1, Figure 6). Cependant cette conservation
n’est pas uniforme tout au long de la protéine et des zones variables sont observées dans la
région C-terminale (Diallo et al, 1994). En effet, cette région un fragment de 70 aa trés
variable entre virus de ce groupe. La nucléoprotéine de morbillivirus peut donc étre divisée en

deux régions:

- La région N-terminale appelée N-core qui s’étend de 1’acide aminé 1 a 400. Ce

domaine est lui-méme subdivisé en deux régions:

e la séquence en acides aminés 1 a 145 dont I’homologie entre morbillivirus
est de ’ordre de 40% a 50% avec une portion de 25 aminoacides (120-145)

de variabilité élevée;

e la séquence 146 a 400 trés bien conservée qui constitue la partie centrale
de la protéine. La grande conservation de cette région pourrait indiquer que
celle-ci est fondamentale pour les fonctions de la protéine et le moindre
changement pourrait étre létal pour le virus. Les études de mutations
d’acides aminés ont permis de comprendre I’'importance de cette région

pour la formation de la nucléocapside (chapitre résultats).

- Larégion C-terminale appelée N-tail est constituée des acides aminés allant de 401
a la fin de la protéine. Le fragment aa 421 a 490 de cette région est trés variable
entre les morbillivirus. N-tail est facilement clivée de la protéine par les protéases

cellulaires (Karlin et al, 2002).
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Figure 6: Alignement de séquences acides aminées de la nucléoprotéine de morbillivirus,

(Diallo et al, 1994)
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5.4.2.1.3. Structure de la nucléoprotéine et du complexe nucléoprotéine-

ARN des Mononegavirales.

L’écueil majeur a 1’étude structurale de la nucléoprotéine des Mononegavirales est dt
a la difficulté a obtenir des molécules solubles, individualisées, homogénes et réguliéres. En
effet comme signalé beaucoup plus haut, les différentes nucléoprotéines recombinantes
exprimées seules dans les différents systémes (eucaryotes et bactériens) s’auto-assemblent et
s’associent autour des ARN cellulaires pour former des complexes N-ARN qui ressemblent
aux nucléocapsides virales (article 2). Les structures nucléocapsidiques ainsi formées sont
hétérogenes sur le plan morphologique pour un méme virus, ce qui rend impossible les études
de cristallographie de la protéine N. Pour remédier a cette difficulté, Green et al, (2000) ont
co-exprimé la protéine N et la phosphoprotéine du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV). Ils
ont ainsi pu obtenir des complexes constitués d’oligomeres de la protéine N liés a la
phosphoprotéine. Ces complexes ont une structure en anneaux, sont homogenes et beaucoup
plus solubles. La phosphoprotéine est dissociée des oligomeéres de protéines N par un
abaissement du pH. En adoptant cette stratégie, les structures de protéines N des virus de la
rage et de la VSV obtenus ont servi pour les études de cristallographie (Albertini et al, 2006;
Green et al, 2006). L’analyse structurale de la nucléoprotéine de ces virus montre deux
domaines globulaires (Figure 7), ’'un en région N-terminale (vert) et I’autre en région C-
terminale (jaune) et composés chacun d’hélices a. Pour son encapsidation, I’ARN génomique
se loge dans les lobes formés par ces domaines globulaires. A l'extérieur des lobes, un petit
feuillet amino-terminal et une large boucle du lobe carboxy-terminal permettent les

interactions avec les deux monomeres voisins (Green et al, 2006).
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Figure 7: Représentation de monomére de la protéine N du virus de stomatite vésiculeuse
(VSV) associé a 9 nucléotides de I’ARN génomique. La protéine N a deux lobes, N-terminale

et C-terminale, colorés en vert et jaune, respectivement. (Green et al, 2006).
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Diverses €tudes ont montré que la région C-terminale de la nucléoprotéine du MV est
exposée a la surface de la nucléocapside (Barrett et al, 2006; Longhi et al, 2003; Liston et al,
1997; Bourhis et al, 2005; Schoehn et al, 2004). Elle possede les caractéristiques des protéines
intrinséquement désordonnées (PID) (Bourhis et al, 2006; 2005; 2004). Les PID sont des
protéines dépourvues de structures secondaire et tertiaire stables a 1’état natif dans les
conditions physiologiques en 1’absence de partenaire (Dunker et al, 2001). L’incapacité de ces
protéines a adopter une structure tridimensionnelle précise leur confere une grande flexibilité
structurale, ce qui leur permet d’interagir avec plusieurs partenaires structuralement
différents. Cette propriété permet aux PID d’agir comme des "linkers". La présence de la
région N-tail flexible a la surface de la nucléocapside permet a la nucléoprotéine d’interagir
avec plusieurs partenaires, viraux et cellulaires. En effet, au-dela de ’interaction avec la
protéine P (et le complexe L-P), la région N-tail de la protéine N de MV interagit avec la
protéine de choc thermique Hsp72, le facteur 3 de régulation de 1’interféron (IRF-3) et un

récepteur cellulaire appelé NR pour «Nucleoprotein Receptor» (Bourhis et al, 2007).

La région N-tail semble important pour la flexibilit¢ conformationnelle de la
nucléocapside. Les études de microscopie électronique réalis€ées sur des produits purifiés
correspondant a la protéine N entiere du MV et a la région N-core de celle-ci ont mis en
évidence des différences morphologiques significatives dans les structures qui sont formées et
par la méme occasion le role de la région N-tail (Albertini et al, 2005; Schoehn et al, 2004;
Longhi et al, 2003). En effet, I’auto-assemblage des monomeéres de la protéine N forme des
structures hétérogeénes (Gaudin, 2006; Bourhis et al, 2005; Bhella et al, 2004). On observe des
pseudo-nucléocapsides mais une prédominance des structures en anneaux qui semblent
correspondre a des nucléocapsides sectionnées a cause de leur flexibilité. A I’inverse les
pseudo-nucleocapsides formées uniquement par la région N-core apparaissent plus rigides et
homogenes. La présence de la région N-tail a la surface de la nucléocapside semble donc étre
important pour la flexibilité de celle-ci. Cette souplesse de la nucléocapside semble étre
indispensable pour le passage du complexe polymérase viral pour 1’accés a I’ARN viral

pendant les phases de transcription et de réplication.
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La nucléocapside des Mononegavirales est en forme de tubes creux avec une
morphologie particuliere en «aréte de hareng» (Bhella et al, 2004; 2002; Karlin et al, 2002).
Elle peut adopter différents tours d’hélice selon les virus. Le nombre de monomeéres dans les

tours varie en fonction des virus:

- 10 pour le VSV et le virus respiratoire syncitial (Green et al, 2006 ; Bhella et al,
2002),

- 11 pour le virus de la rage (Albertini et al, 2006).

- 12,35 en moyenne pour le MV (Schoehn et al, 2004).

- 13 pour le virus de Nipah (Albertini et al, 2005).

5.4.2.1.4. Interactions et fonctions de la nucléoprotéine.

La nucléoprotéine interagit avec différents partenaires viraux et cellulaires (Bourhis et
al, 2007; 2005; 2004; Longhi et al, 2003; Johansson et al, 2003; Karlin et al, 2002; Bankamp
et al, 1996 ; Liston et al, 1997; Spehner et al, 1997; 1991; Harty et Palese, 1995; Curran et al,

1993) et les interactions suivantes sont été décrites:

- Interaction N-N entre les structures monomériques pour former la nucléocapside

(article 2).

- Les nucléoprotéines de Mononegavirales s’associent a I’ARN viral par
I’intermédiaire du squelette ribose-phosphate, laissant ainsi les bases des nucléotides
accessibles a la polymérase virale (Iseni et al, 2002; 2000). Cette fixation se fait sur un
nombre entier de nucléotides qui est différent et spécifique pour chaque famille virale:
6 pour les Paramyxoviridae (Egelman et al, 1989), 9 pour les Rhabdoviridae (Flamand
et al, 1993) et entre 12 et 15 pour les Filoviridae (Mavrakis et al, 2002).

- Interaction de la protéine N avec le complexe polymérase via la phosphoprotéine. La
polymérase virale se fixe sur la nucléoprotéine auto-assemblée sur I’ARN viral par
I’intermédiaire de la phosphoprotéine pour permettre la transcription et la réplication.
La phosphoprotéine peut aussi se lier également a la forme monomérique libre de la
nucléoprotéine (N,) pour empécher ’auto-assemblage illégitime de celle-ci. Le
complexe N,-P formé sert de substrat a I’encapsidation de I’ARN nouvellement formé
(Bourhis et al, 2005 ; Spehner et al, 1997 ; Curran et al, 1995).
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Diverses études ont montré que le domaine d’interaction de la nucléoprotéine avec la
phosphoprotéine est localisé dans sa région C-terminale (Bourhis et al, 2006; 2005,

Kingston et al, 2004; Johansson et al, 2003; Liston et al, 1997; Homann et al, 1991).

- Interaction avec la protéine de matrice (M) au cours du processus de
bourgeonnement qui fait suite a la phase d’assemblage des éléments du complexe
RNP dans les cellules infectées. Elle permet la libération de la particule virale a partir
de la membrane plasmique de la cellule infectée. Pour les virus Sendai (SV) et
Parainfluenza humain de type 1 (hPIV1) ’interaction M-N semble étre spécifique. La
région variable C-terminale de la nucléoprotéine constituerait le site d’interaction avec

la protéine de matrice (Coronel et al, 2001).

Au dela des interactions avec ses partenaires viraux, la nucléoprotéine du MV,

interagit avec:

- la protéine du choc thermique Hsp72 pour stimuler la transcription et la réplication

virale (Zhang et al, 2002).

- le facteur 3 de régulation de I’interféron (IRF-3), ce qui pourrait conduire a une
stimulation de la synthése de I’interféron (Bourhis et al, 2007; tenOever et al,

2002).

- Les récepteurs cellulaires NR pour "Nucleoprotein Receptor" et FcgRII pour ses
actions immunosuppressives. L’identification des sites d’interaction de la protéine
N avec ces deux récepteurs a permis d’identifier le domaine N-core pour le FcRII

et N-tail pour le NR (Laine et al, 2003).
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5.4.2.2. La phosphoprotéine ou protéine P.

Le géne de la protéine P code une protéine longue de 506-509 aa et d’une masse
moléculaire de 54-55 kDa selon les morbillivirus (Barrett et al, 2006). En électrophorése sur
gel polyacrylamide (SDS-PAGE) la protéine P présente une poids moléculaire (PM) plus
élevé, 84 kDa pour le RPV et 86 kDa pour le PPRV ((Diallo et al, 1987). 70-76 pour le MV et
73-80 pour le CDV (Rima, 1983; Diallo et al, 1987). Cette grande différence entre le PM réel
et le PM apparent de la protéine est due a sa phosphorylation (Diallo et al, 1987). La protéine
P fait partie de la nucléocapside et elle constitue un composant du complexe polymérasique
(Huber et al, 1991). Deux fonctions distinctes sont attribuées a la protéine P lors de la

réplication virale:

- Elle sert de co-facteur de la polymérase, «Large protéine» et permet sa fixation sur
la nucléocapside,

- La protéine P posseéde la capacité de se lier a la nucléoprotéine libre et d’empécher
ainsi I’auto-assemblage non spécifique de cette derniere sur les ARN cellulaires
(Lamb et Kolakofsky, 2001; Nishio et al, 1996; Shaji et Shaila, 1999; Harty et
Palese, 1995).

Les différents travaux réalisés a partir de la protéine P du virus Sendai ont permis de
déterminer deux régions fonctionnelles, les régions N-terminale (PNT) et C-terminale (PCT).
La région PCT, mieux conservée par rapport au PNT (Barrett et al, 2006), se lie a la protéine
L (Liston et al, 1995; Smallwood et al, 1994) et a la nucléocapside pour permettre la
transcription et la réplication (Curran, 1996). La région PNT se lie a la forme monomérique

soluble de la N (N,) pour prévenir I’auto-assemblage de cette derniére comme décrit plut haut.
5.4.2.3. La protéine large (L)

La protéine L est la moins abondante des protéines virales produites. Elle est longue
de 2183 aa et a un poids moléculaire élevé d’environ 247 kDa (Blumberg et al, 1988; Baron et
Barrett 1995). La comparaison de séquences de la protéine L des morbillivirus a permis
d’identifier trois domaines conservés séparés par deux régions présentant des variations en aa
(Mcllhatton et al, 1997).
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Les études de mutation sur la protéine L de différents virus & ARN négatif montrent que
chacun des trois domaines conservés jouent des fonctions bien spécifiques (Malur et al, 2002;
Cartee et al, 2003). Le premier domaine est constitué¢ des aa 1 a 606 et contient le motif
KExxRLxxKMxxKM qui se lie a I’ARN viral. Le second domaine conservé, aa 650-1694,
contient la séquence QGDNQ flanquée de domaines hydrophobes, semble étre le site
fonctionnel du complexe polymérase (Malur et al, 2002, Blumberg et al, 1988). Le troisiéme
domaine, aa 1717 & 2183, possede une activité kinase et peut aussi se lier a I’ATPase (Barrett

et al, 2006, Canter et al, 1993) nécessaire pour la synthese d’ARN.
5.4.2.4. La protéine de matrice ou protéine M.

La protéine M tapisse la surface interne de la membrane virale. C’est une protéine
basique longue de 335 aa et qui en migration sur gel SDS-PAGE a un poids moléculaire
apparent de 36 a 41 kDa selon les morbillivirus (Haffar, 1999). La protéine M est la protéine
structurale la mieux conservée entre morbillivirus (Tableau 1). Elle sert de pont entre les
glycoprotéines virales d’enveloppe (F et H) et le complexe ribonucléoprotéique (Haffar et al :
1999; Hirano et al, 1993; 1992). La protéine M semble étre essentielle pour la formation de
nouvelles particules virales qui s’opérent par bourgeonnement a partir de la membrane
cellulaire. Au cours de ce processus divers types d’interactions se déroulent et pour lesquelles
la protéine M joue un role central (Rodriguez et al, 2004; Takimoto et Portner, 2004;
Takimoto et al, 2001; Peeples, 1991). Elle interagit avec la protéine N (Coronel et al, 2001;
Haffar, 1999; Peeples, 1991; Kaptur et al, 1991) et avec les régions intra-cytoplasmiques des
glycoprotéines F et H de l'enveloppe virale (Griffin, 2001). L’absence d’expression de la
protéine M augmente la capacité de fusion cellule a cellule et réduit la production de virus
infectieux (Cathomen et al, 1998). Dans le cas des infections persistantes a MV
(panencéphalite sclérosante subaigu€) ou a CDV ("Old Dog Encephalitis"), 1’absence ou
I’inactivation de la protéine M serait responsable de la défaillance du processus de

bourgeonnement (Hirano et al, 1993; 1992; Cattaneo et al, 1989).
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5.4.3. Les protéines non structurales.

Le géne de la protéine P des morbillivirus code des protéines non structurales en plus

de la protéine P. On dénombre les protéines suivantes:

- La protéine C qui est synthétisée a partir de I’ARNm de la protéine P mais avec un
"ORF" différent. Le codon initiateur AUG est ainsi décalé de 19 nucléotides en aval
par rapport au AUG de I’"ORF" de la protéine P (Bellini et al, 1985). Le poids
moléculaire (PM) de la protéine C est de 19-21 kDa (Barrett et al, 2006).

- La protéine V est par contre produite a partir d’un ARNm différent de celui de la
protéine P par rajout d’un nucléotide supplémentaire (‘editing’), guanosine en position
751, au cours de la transcription. La protéine V partage le méme codon initiateur que
la protéine P mais le cadre de lecture est modifi€ a cause du nucléotide
supplémentaire. Les premiers 231 aa de la protéine V sont identiques a la protéine P et
le reste de la séquence, 68 aa, est par contre différent, riche en cystéine et posséde la
propriété de se lier au zinc (Cattaneo et al, 1989, Liston et Briedis, 1994). La protéine
V est phosphorylée et distribuée de fagon diffuse dans le cytoplasme des cellules

infectées. Son PM est de 40 kDa.

- La troisieme protéine non structurale, la protéine R n’a été pour I’instant identifiée
que dans les cellules infectées par le MV (Barrett et al, 2006). Elle résulterait d’une
anomalie traductionnelle (‘ribosomal frameshifting’) de I’ARNm de la protéine P
(Liston et Briedis, 1995). Elle partage en commun avec la protéine P les premiers 294

aa (Barrett et al, 2006).

Aucune fonction précise n'a été assignée aux protéines non structurales, mais elles
joueraient un role dans la réplication et la virulence des virus (Patterson et al, 2000, Tober et
al, 1998, Valsamakis et al, 1998). In vivo 1’absence des protéines C et V entrainerait une
diminution de la réplication du MV (Escoffier et al, 1999, Valsamakis et al, 1998) ; par contre
la surexpression de la protéine V semble €tre associée a une réplication virale plus rapide

(Valsamakis et al, 1998).
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5.5. Le cycle de multiplication virale

Les données obtenues a partir du virus de la rougeole serviront de modéle pour la

description du mécanisme de réplication des morbillivirus.
3.5.1. Attachement et pénétration du virus dans les cellules

Les glycoprotéines virales H et F servent respectivement a ’attachement du
virus a son récepteur et a sa pénétration dans la cellule de I’hte (Wild et al, 1991). Le virus se
fixe a la cellule gréce a la protéine H qui interagit avec les récepteurs membranaires présents a
la surface de la cellule. La spécificité de cette interaction définit le spectre d’hdte et le
tropisme du virus (Johnstone et al, 1993). Le récepteur cellulaire des morbillivirus appartient
aux molécules d’activation SLAM pour «Signalling Lymphocyte Activation Molecule»
(Tatsuo et Yanagi, 2002; Tatsuo et al, 2001; 2000). Il est exprimé a la surface des
lymphocytes, des monocytes et macrophages activés et des cellules dendritiques matures
(Tatsuo et Yanagi, 2002; Howie et al, 2002; Bleharski et al, 2001, Kruse et al, 2001; Cocks et
al, 1995, Sidorenko et Clark, 1993). Un second récepteur, le CD46 initialement décrite
comme un des éléments de régulation de 1’activité du complément (Liszewski et al, 1991), est
aussi identifié comme un récepteur de la souche vaccinale de la rougeole (Manchester et al,
2000; Galbraith et al, 1998; Dorig et al, 1993, Naniche et al, 1993). Les virus RPV et PPRV
ne semblent pas requérir I’interaction avec la molécule CD46 pour leur pénétration dans la
cellule (Schneider-Schaulies et al, 2001; Galbraith et al, 1998). Aprés fixation des virus aux
récepteurs cellulaires, La protéine F va permettre la fusion de la membrane virale avec la
membrane cellulaire pour libérer la nucléocapside virale dans le cytoplasme cellulaire ou ont

lieu les étapes de transcription et réplication.
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3.5.2. Transcription

A la différence des virus & ARN positif dont le génome est utilisé comme un ARNm,
celui des virus négatif est copié en différents ARNm monocistroniques grace a leur propre
polymérase. Le complexe de réplication est formé de ’ARN génomique encapsidé par la
protéine N et de la polymérase formée des protéines P et L. La transcription du génome en
ARNm débute par la synthése d’un ARN complémentaire de la région leader a 1’extrémité 3.
Les différents ARNm qui codent chaque protéine virale sont ensuite synthétisés
individuellement par la polymérase virale de fagon séquentielle selon I’ordre de disposition de
chaque géne dans le génome viral. La fréquence avec laquelle la polymérase réinitie la
synthése de chaque ARNm est élevée mais imparfaite. I1 en découle un gradient de la quantité
de chaque ARNm (et des protéines correspondantes) lié a la position du gene par rapport au
point de départ de la transcription. De ce fait, L'ARNm de la nucléoprotéine représente plus
de 50% des transcrits et celui de la protéine L est le moins abondant. Le processus de synthése
des ARNm est un phénomeéne essentiel et il se différencie de celui de la réplication du
génome viral grace a la double fonction de "transcriptase" et de "réplicase" de la polymérase.

Les ARNm formés ont une coiffe en leur extrémité 5’ et polyadénylés en 3°.

5.5.3.  Réplication de I' ARN viral

La phase de réplication commence juste apres la synthése des protéines virales. C’est
la méme polymérase, jusqu'ici engagée dans la transcription qui copie tout le génome viral en
ignorant cette fois-ci les jonctions entre les génes, processus qui aboutit a la synthése d'un
ARN entier de polarité positive : I'antigénome. Ce dernier sert & son tour de matrice pour la
synthése de I’ARN viral génomique de polarité négative. La caractéristique de la réplication,
qui la distingue de la transcription, est le couplage de la synthése de l'antigénome et du

génome avec leur encapsidation de fagon concomitante par la nucléoprotéine.
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5.54. bourgeonnement et diffusion des particules virales.

L’assemblage des constituants du virion se fait en plusieurs étapes (Figure 8):

1. formation du complexe ribonucléoprotéique RNP constitué¢ de 'ARN génomique
encapsidé par la protéine N sur laquelle sont fixées les protéines P et L.

2. transport et fixation des protéines H et F a la membrane cellulaire.

3. La protéine M va se positionner a la face interne de la membrane plasmique ou
elle se lie aux extrémités cytoplasmiques des glycoprotéines H et F et également
au complexe RNP.

4. bourgeonnement des particules virales a partir de la membrane cellulaire pour

infecter d’autres cellules.
L’infection virale peut aussi se propager de cellule a cellule sans libération de virions.

En effet ’expression des protéines H et F a la surface des cellules infectées peut induire la

fusion entre des cellules infectées et des cellules saines entrainant la formation de syncytiums.
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Attachement du virus au récepteur cellulaire
Fusion des bicouches lipidiques
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Particule virale néosynthétisée

Figure 8 : cycle réplicatif du virus de la rougeole (Massé, 2004). A la surface du virus et de la
cellule, les glycoprotéines H et F sont représentées respectivement sous forme dimérique et

monomeérique.
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5.6. Pouvoir antigénique et immunogénicité des protéines virales.

La réponse immunitaire générée chez les animaux guéris a la suite des infections par
les souches sauvages de RPV et apres une vaccination est efficace et permet une protection a
vie contre la PB (Plowright, 1984; 1968). Il pourrait en étre de méme pour le PPRV. Les
réponses immunitaires générées par 1’hdte sont de type humoral (anticorps neutralisants et

non neutralisants) et cellulaire (lyse des cellules infectées).
5.6.1. Réponse immunitaire humorale

Au cours des infections & RPV les anticorps spécifiques sont détectables a partir des
2°M¢ et 5" jours aprés I’apparition des symptdmes (Lefévre, 2003). En ce qui concerne
I’infection par le PPRV, les premiers anticorps produits seraient détectable & partir du 6™
jour (Couacy-Hymann et al, 2007c). Les IgM produits, indicateurs d’une primo-infection
(souche sauvage ou vaccinale), disparaissent rapidement (3 & 4 jours apres le début des signes
cliniques) et sont suivis des IgG et des IgA. Le niveau des IgG est stable pendant plusieurs
années et décroissent par la suite (Scott et al, 1986). Les anticorps anti-RPV et anti-PPRV
sont transmissibles au nouveau-né par colostrum. Chez les veaux les anticorps maternels
spécifiques anti-RPV peuvent persister jusqu’a 1’age de 4 a 8 mois (Brown, 1958). Chez les
agneaux et chevreaux les anticorps maternels anti-PPRV sont détectables pendant les 3 a 4

premiers mois apres la naissance (Bodjo et al, 2006; Awa et al, 2002).

Les anticorps produits a la suite d’une infection par les morbillivirus sont dirigés

contre la plupart des protéines virales et peuvent &tre protecteurs ou non.

Les anticorps protecteurs sont de type neutralisant et sont dirigés contre les protéines F
et H (Berhe, 2006; Berhe et al, 2003; Ngichabe et al, 2002; Verardi et al, 2002; Sinnathamby
et al, 2001; Drillien et al, 1988; Varsanyi et al, 1987; Giraudon et Wild, 1981). Les anticorps
neutralisants représentent la premicre barriere contre les infections a morbillivirus mais

I’élimination du virus est essentiellement due a I’immunité cellulaire.
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Les anticorps anti-N bien qu’ils soient majoritaires (Bankamp et al, 1991; Graves et al,
1984), ne sont pas protecteurs (Lefévre, 2003; Diallo, 2003a; Oshishi et al, 1999; Nakamura
et al, 1998; Bankamp et al, 1991). IIs peuvent étre facilement détectés chez les animaux et
constituent d’excellents témoins d’infection pour le diagnostic sérologique avec les tests
ELISA (Chot et al, 2005a; 2003; Libeau et al, 1995, 1994, 1992). Ces anticorps anti-N sont
responsables de réactions sé€rologiques croisées entre morbillivirus (Couacy-Hymann et al,
2007a; Anderson J. et al, 2006; Choi et al, 2005a; Lefévre, 2003). Les anticorps monoclonaux
(AcMs) anti-RPV ou anti-PPRV obtenus a partir de souris immunisés avec les virus entier
sont aussi majoritairement dirigés contre la protéine N (Diallo, 2003a; Libeau et al, 1997). Ils
ont pour certains, montré leur pouvoir discriminatoire pour une détection spécifique des virus
RPV et PPRV (Libeau et al, 1997; McCullough et al, 1991; Libeau et Lefévre, 1990).
Certains de ces AcMs ont des épitopes qui sont conservés au sein des morbillivirus (Libeau et
al, 1997, Sugiyama et al, 1987). L’étude de 'immunogénicité de la protéine N a montré que
les domaines variables N-terminal et C-terminal de la protéine N de morbillivirus contient des
sites reconnus par les AcM dont certains seraient immunodominants (articles 1 et 2; Choi et
al, 2004; Buckland et al, 1989). Utilisés en test cELISA, les AcMs anti-N présentent des
réactions de détection croisées avec des sérums anti-virus hétérologues (Couacy-Hymann et

al, 2007a; Choi et al, 2005a).
5.6.2. Réponses immunitaires cellulaires

Les infections & morbillivirus induisent également une réponse immunitaire a
médiation cellulaire spécifique. Avec le MV I’'immunité & médiation cellulaire spécifique est
obtenue suite a 1’activation des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ (Nanan et al, 2000; Jaye et
al, 1998; Griffin, 1995). Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL), spécifiques sont détectables
dans le sang au début des symptdmes et persistent pendant des mois aprés I’infection. Les
protéines virales N, H et F seraient a I’origine de cette réponse immune a médiation cellulaire
(Etchart et al, 1997; 2001 ; Cardoso et al, 1998; 1996a; 1996b; Beauverger et al, 1996). Chez
le bovin, une immunité a médiation cellulaire anti-N a été induite par le virus de la vaccine

exprimant la protéine N de RPV (Oshishi et al, 1999).
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5.6.3. Relations antigéniques

Les analyses sérologiques montrent 1’existence d’une forte parenté antigénique entre

les différents morbillivirus (Gibbs et al, 1979).

Les travaux menées a partir d’AcMs ont montré la présence d’épitopes conservées au
sein des protéines N et F trés conservées entre morbillivirus (Saliki et al, 1993; Sugiyama et
al, 1991; Harder et al, 1991; Libeau et Lefévre 1990; Sheshberadaran et al, 1986; Norrby et al,
1985). Ces épitopes sont probablement responsables de la plupart des réactions croisées
observées entre les différents virus du ce groupe (Lefévre, 2003; Appel et al, 1984). Pour la
protéine H, les études ont montré de faibles réactions croisées entre morbillivirus, ce qui est

en corrélation avec le degré de variation importante de sa s€quence (Tableau 1).

Des relations entre morbillivirus ont €té définies & partir des résultats des études
d’homologie d’épitopes avec les AcM. Ainsi des AcM préparés contre le RPV montrent des
réactions croisées avec le MV et le CDV (Libeau et Lefévre, 1990; Sugiyama et al, 1991). Ces
AcMs anti-RPV montrent que le virus de la PB est beaucoup liée sur le plan antigénique avec
le PPRV qu’avec le MV (Libeau et Lefevre, 1990; McCullough et al, 1991; 1986). Les études
réalisées pour la caractérisation des morbillivirus responsables de mortalités chez des
mammiféres marins [Phoques (PDV), Marsouins (PMV) et dauphin (DMV)], montrent que le
PDV est beaucoup plus proche du CDV (Harder et al, 1991; Visser et al, 1990). Le DMV est
lui proche du PMV et sont tous les deux bien distincts du CDV (Visser et al, 1993).

Il faut tout de méme noter que certaines de ces relations obtenues sur le plan

antigénique sont bien différentes sur le plan phylogénétique avec les arbres qui ont été définis

grace a la comparaison de séquences nucléotidiques des génes viraux.
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5.7. Relation phylogénétique

Les analyses des séquences des genes des protéines ont permis de mieux préciser les
relations entre les morbillivirus. L’arbre phylogénétique obtenu a partir de I’alignement des aa
de la nucléoprotéine des morbillivirus (Figure 1) (Banyard et al, 2006; Diallo et al, 1994)

montre les relations suivantes entre les virus:

- le CDV et PDV (morbillivirus de carnivores) sont trés proches,

- le DMV et PMV forment le groupe de morbillivirus de cétacés,

- le RPV est treés proche du MV et non du PPRV contrairement aux résultats des
analyses réalisées avec les anticorps monoclonaux qui faisaient apparaitre le PPRV plus

proche du RPV.

Les relations phylogénétiques entre morbillivirus semblent é&tre identiques
indépendamment de la protéine virale qui est analysée. Les arbres phylogénétiques obtenus
par comparaison des séquences d’un fragment du géne de la phosphoprotéine (Barrett, 1999)
ou de toute la séquence de la protéine M (Haffar et al, 1999) montrent des résultats similaires

a celui obtenu avec la protéine N.

La comparaison de séquences nucléotidiques de protéines de différents isolats au sein
d’un méme virus, a permis I’établissement des lignées virales réparties selon les origines
géographiques. Ainsi pour le RPV, trois lignées, une asiatique et deux africaines (Figure 9)
ont été distinguées a partir du séquencage et de la comparaison de séquence du gene de la
protéine F. Cela permet de retracer le parcours des épizooties et d’en établir 1’origine. Barrett
et Rossiter (1999) ont ainsi montré que la souche virale de PB isolée en 1962 au Kenya

(RGK-1) est similaire a celle retrouvée dans les années 1994-1996 dans la méme région.
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Pour les souches de PPRV, les lignées ont été établies a partir de la comparaison de la
séquence de la région C-terminale du gene de la nucléoprotéine (Kwiatek et al, 2007). Ces
lignées comme celle déterminées avec la protéine F de RPV correspondent a une répartition
géographique des souches virales. Elles se répartissent en quatre groupes dont trois (I, II et

IIT) sont d’origine africaine et une, la lignée IV d’origine asiatique (Figure 10).
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Figure 10: Relation phylogénétique des souches de PPRV basée sur le géne de la
nucléoprotéine N (Kwiatek et al, 2007).
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6. Les maladies peste bovine et de la peste des petits ruminants.
6.1. Espéces sensibles.
6.1.1.  La peste bovine.

Le virus de la peste bovine infecte tous les Artiodactyles (animaux a nombre pair de
doigts) mais avec des degrés de sensibilité divers. Les bovins (taurins et zébus), buffles
domestiques sont les hotes naturels les plus sensibles au RPV et ils développent les formes
typiques de la maladie. Chez les ovins et les caprins les signes cliniques dus a 1’infection par
le RPV sont rares, surtout en Afrique, mais en Inde des cas typiques de PB ont été signalés
(Lefevre et al, 2003). Les petits ruminants infectés par le RPV contribuent a la diffusion du
virus avec possibilité de transmission aux bovins (Bidjeh et al, 1997; Couacy-Hymann et al,
1995). Une telle situation a été évoquée comme source de I’épizootie de PB survenues au Sri-
Lanka en 1987 (Lefévre, 2003). Chez les porcs, la sensibilité¢ au RPV dépend de la race; les
porcs domestiques asiatiques et européens sont plus vulnérables que les porcs africains
(Govindarajan et al, 1996; Anderson J. et al, 1996; Scott et al, 1986; Plowright, 1968). Les
camélidés d’Afrique réceptifs a 1’infection du RPV ne produisent que des anticorps
neutralisants sans pour autant exprimer de symptomes cliniques (Lefevre, 2003, Ismail et al,
1992; Taylor, 1968) ce qui n’est pas le cas en Inde (Lefévre, 2003). Enfin de nombreuses
especes sauvages telles que le buffle (Syncerus caffer), ’élan (Taurotragus oryx), le cob
(Kobus), le koudou, le guib harnaché (Tragelaphus scriptus), diverses antilopes, girafes,
phacochéres (Phacochoerus aethiopicus) sont également réceptives au RPV. Parmi ceux-ci le

buffle, I’élan et le phacocheére sont les plus sensibles (Anderson E.C., 1995; Plowright, 1982).

La différence de sensibilité des espéces animales qui semble beaucoup plus élevée sur
le sous-continent indien qu’en Afrique, pourrait s’expliquer par les pouvoirs pathogénes
variables des souches virales. En effet les virus de la lignée asiatique auraient un pouvoir

pathogéne plus élevé comparé aux souches des lignées africaines (Lefévre, 2003).
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6.1.2. La peste des petits ruminants

Les petits ruminants domestiques, caprins et ovins sont les plus sensibles au PPRV,
mais avec un degré de sensibilité beaucoup plus élevé pour les caprins (OIE, 2004; Roeder et
al, 1994). Cependant, il a été signalé des cas de PPR en Inde ou les moutons ont payé un lourd

tribut a la maladie (Govindarajan et al, 1997; Shaila et al, 1989).

D'autres espéces domestiques telles que les bovins, les buffles, les dromadaires et les
porcs, peuvent étre infectées par le virus de la PPR sans pour autant présenter les symptomes
de la maladie. Les bovins infectés par le PPRV présentent une hyperthermie transitoire sans
signes cliniques particuliers. Ils constitueraient, de ce fait, un cul-de-sac épidémiologique
pour le virus de la PPR. Les bovins infectés dans la nature ne sont découverts que lors des
enquétes sérologiques (Couacy-Hymann et al, 1995; Mornet et al, 1956). Cependant, une
maladie due au PPRV a été rapportée chez le buffle en Inde (Govindarajan et al, 1997). En
Ethiopie, lors d’'une maladie €pizootique qui a affectée les dromadaires au cours des années
1995 et 1996, la PPR a été suspectée (Roger et al, 2001; 2000). L'antigéne et I'acide nucléique
de PPRV ont été détectés dans des échantillons pendant cette épizootie, mais aucun virus n'a

été isolé.

Chez les petits ruminants sauvages des cas de maladies dues au PPRV ont été signalés.
Le cerf de Virginie (Odocoileus virginianus) a développé une maladie typique de PPR a la
suite d’une infection expérimentale (Hamdy et Dardiri, 1976). Des cas cliniques ont été aussi
rapportés chez les gazelles (Gazella dorcas), le bouquetin de Nubie (Capra ibex nubiana), le
gemsbok (Oryx gazella) et des moutons de Laristan (Ovis orientalis laristanica) dans un parc
zoologique d’Oman (Furley et al, 1987). Des antilopes ont été décrits comme pouvant Etre
séverement affectés (Abu Elzein et al, 2004) par le PPRV. Des recherches actives de PPRV
sur les animaux sauvages en Cote d’Ivoire ont permis de déceler la présence du virus chez les
buffles (Syncerus caffer) et les cobs (Kobus kob et Kobus defassa) (Couacy-Hymann et al,
2005). Cependant le role de ces animaux sauvages dans 1’épidémiologie de la maladie est

moins connu.
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6.2. Facteurs de contagion

Certains facteurs peuvent influencer la contagiosité de RPV et PPRV. Comme tous les
virus enveloppés, RPV et PPRV sont peu résistants dans le milieu extérieur. La transmission
des virus entre animaux nécessite un contact étroit et leur porte d’entrée dans I’organisme est
la voie nasopharyngée. Le RPV et PPRV sont excrétés précocement, un a deux jours avant
I’apparition de I’hyperthermie dans les larmes, le jetage et la salive (Diallo, 2003a; Lefevre,
2003). Au cours d’une étude expérimentale avec des chévres infectées par des souches
sauvages de PPRV la technique RT-PCR a montré que le virus est excrété entre le 3eme et
4eme jour d’infection dans les sécrétions salivaires, oculaires et nasales (Couacy-Hymann et
al, 2007b). L’urine et les féces sont infectantes, mais a un moindre degré. La période
d’excrétion dure jusqu’a 1’apparition des anticorps ou la mort de 1’animal, soit 15 & 16 jours

au maximum.

La diffusion du virus va dépendre de plusieurs facteurs : le climat, I’age et la race des

animaux et la virulence des souches virales,
6.2.1. Facteurs climatiques ou saisonniers de la PPR.

Le PPRYV serait plus stable, dans les conditions atmosphériques seches dans les pays
sahéliens, ce qui entrainerait une persistance et une circulation du virus dans les troupeaux
(Lefevre, 1987). En effet, en Afrique de I’Ouest on note un nombre élevé de foyers de PPR au
cours de la période de I’Harmattan (décembre-février), vent sec et froid qui favorise la
dissémination de poussiére et de germes a 1’origine de bon nombre d’affections respiratoires.
Les enquétes réalisées sur la PPR dans cette partie du continent africain ont montré deux cas

de figures (Lefevre, 1987):

- Dans les régions cotiéres de I’Afrique de I’ouest, la PPR présente une forme
d'apparition épizootique cyclique dans les villages, avec une mortalité élevée, de 1'ordre de 70
a 80%, tous les quatre a cinq ans, délai qui correspond a la reconstitution d'une population

réceptive.
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- En revanche, dans les régions arides ou semi-arides (Mali, Niger, Tchad) la PPR
évolue de manieére enzootique. Les infections sont inapparentes avec une mortalité faible,
mais elles touchent la plupart des animaux (au Tchad, prés de 70 pour cent des chévres
présentent des anticorps anti-PPR). Ce phénomeéne est dii & une persistance virale dans le
milieu extérieur a cause de sa relative résistance en atmospheére séche, ce qui faciliterait une

circulation plus longue dans les troupeaux. Cela aurait deux conséquences possibles:

e 2 court terme, un contact précoce des jeunes avec le virus alors qu'ils sont
encore protégés par les anticorps d'origine maternelle;
e 2 long terme, une sélection des races et l'acquisition d'une résistance a

l'infection et des manifestations cliniques moins séveres.

6.2.2. Sensibilité des animaux

La diffusion de la PB et de la PPR va dépendre du statut immunitaire des animaux
dans une région donnée. Les RPV et PPRV pourront difficilement se disséminer dans les
régions ou les animaux possedent une couverture immunitaire consécutive & une vaccination
ou a une guérison apres infection par des souches sauvages. Dans de telles régions les jeunes
animaux sevrés ne disposant plus de la protection des anticorps maternels sont les plus a
risque, animaux de plus de 6 mois pour les bovins (Couacy-Hymann, 1994; Provost, 1982) et
3 mois pour les petits ruminants (Bodjo et al, 2006, Awa et al, 2002). Pour le PPRYV, la race
joue également un role dans la sensibilité des animaux. Les races naines de caprins des cotes
en Afrique de 1’ouest sont plus sensibles que les grandes races sahéliennes (Diallo, 2003a;

Leféevre, 1987).
6.2.3. La virulence des souches virales.

Les infections expérimentales réalisées avec diverses souches de RPV ont mis en
évidence une variation de leur pouvoir pathogéne et une classification a été réalisée en
fonction de la virulence (Tableau 2) (Taylor, 1986). On distingue des souches hypovirulentes
avec une infection inapparente (0% de mortalité) et des souches hypervirulentes dont
I‘infection est fatale a 100% pour I’animale. Entre ces deux extrémes, des souches de

virulence moyenne permettent la reproduction de la forme classique de la maladie.
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Pays d’origine Année d’isolement | Mortalité (%) | Temps moyen de survie (jours)
Arabie Saoudie 1981 100 4.5
Yémen 1981 100 5.8
Koweit 1982 100 5.9
Liban 1982 100 5,8
Nigeria 1983 100 7,8
Nigeria 1984 33 ND
Egypte 1984 0 ND

Tableau 2: Virulence expérimentale des souches du RPV (Taylor, 1986)

Pays d’origine

Année d’isolement

Mortalité (%)

Temps moyen de survie (jours)

Cote d’Ivoire 1989 100 9
Guinée 1981 100 9,6
Guinée Bissau 1982 100 9
Inde 1982 100 10,2
Soudan 1983 60 9.6
Nigeria 75/1 1984 0 ND

Tableau 3: Virulence expérimentale des souches du PPRV (Couacy-Hymann et al, 2007¢)
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Pour la PPR, une étude similaire sur le pouvoir pathogéne menée par Couacy-Hymann
et al, (2007¢c) a permis €galement de déterminer le degré de virulence de certaines souches
virales isolées de différentes régions géographiques (Tableau 3). Le pourcentage de mortalité
avec les souches virulentes va de 60 a 100%. Seule la souche sauvage Nigeria 75/1 a partir de
laquelle dérive la souche vaccinale 75/1 (Diallo et al, 1989b) a généré une maladie d’intensité

faible et dont tous les animaux ont été guéris.
6.2.4. Interaction RPV-PPRV.

Les relations antigéniques particulierement étroites entre les virus de la PB et de la
PPR ont été¢ mis a profit pour la protection des petits ruminants contre la peste des petits
ruminants par 1’usage du vaccin hétérologue, anti-PB (Mariner et al, 1993; Bonniwell, 1980;
Taylor, 1979; Bourdin et al, 1970). Des études ont montré que le PPRV a aussi joué un rdle
dans 1’épidémiologie de la PB et dans les programmes de lutte contre la PB. Il a été observé
des taux de séroconversion anti-PB moins élevés chez les animaux vaccinés au cours des
campagnes de vaccination contre la PB dans certaines régions en Afrique (Diop et al, 2005).
Les analyses sérologiques ont montré la présence d’anticorps anti-PPRV chez ces animaux, ce
qui pourrait expliquer le faible taux de séroconversion a la suite de la vaccination contre le
RPV (Anderson et Mc Kay, 1994). Au cours d’une étude récente, Couacy-Hymann et al,
(2006) ont montré que la présence des anticorps anti-PPR chez les bovins interférent sur la
séroconversion vaccinale anti-PB. 11 a fallu trois rappels successifs de la vaccination anti-PB
pour obtenir un nombre significatif d’animaux présentant une séroconversion spécifique anti-
PB. La proportion d’animaux ayant fait une séroconversion a la suite des trois injections

vaccinales successives a été de 21/88, 31/67 et 28/36 respectivement.

Les petits ruminants qui ont survécu a une atteinte par le PPRV sont a la fois protégés
contre la peste des petits ruminants et la peste bovine. Ce qui signifie que dans les régions ou
la prévalence de la PPR est élevée, les moutons et les chévres ne peuvent intervenir (ou tres

peu) dans la transmission du virus RPV.
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6.3. Pathologie des infections a RPV et PPRV.
6.3.1. Propagation du virus dans I’organisme

Le modéele de propagation du RPV et PPRV dans 'organisme est commun aux
morbillivirus. Les souches sauvages de RPV et PPRV sont lymphoépithéliotropes et les
lésions les plus importantes apparaissent dans les organes riches en tissus lymphoides et
épithéliaux (Scott et al, 1990a; 1990b; Scott, 1981). La voie naturelle d’entrée des virus dans
I’organisme est le nasopharynx. Les particules virales contenues dans des "aérosols" émis par
I’animal malade, lors d’éternuement ou de la toux, sont respirées par les animaux sensibles en
contact. Les virus se multiplient dans les amygdales et les ganglions lymphatiques pharyngés,
sites de multiplication primaire (Leféevre, 2003, Diallo, 2003a). Ils sont, par la suite,
disséminés dans tout 1’organisme par les cellules de la lignée blanche, macrophages ou
cellules dendritiques comme cela a été montré pour le MV (Sergiev, 1960). Les virus se
propagent et atteignent différents organes, les poumons, les muqueuses digestives,
respiratoires et urogénitales ou ils se multiplient de nouveau. La virémie augmente et reste
¢levée au cours des phases prodromale et €rosive puis déclinent rapidement avec I’apparition
d’anticorps neutralisants dés le 5eme jour (Lefevre, 2003). Les virus RPV et PPRV sont
éliminés dans les excrétions et les sécrétions (mucus nasal, salive, urine, larmes et féces) vers
la fin de la phase d’incubation (4 a 7 jours pour la PB et 3 jours en moyenne pour la PPR)

pour disparaitre au début de la convalescence (Libeau, 1998).
6.3.2. Immunosupression induite par les morbillivirus.

Une des caractéristiques des infections a morbillivirus est que concomitamment a la
mise en place d’une réponse immunitaire spécifique pour combattre le virus, il s’installe une
profonde immunodépression (Heaney et al, 2002; Mondal et al, 2001; Lund et al, 2000;
Stevenson et al, 1999; Rossiter et al, 1993). Elle contribue & augmenter la sensibilité des
animaux aux pathogeénes opportunistes avec apparition d’infections de complication (Figure
11). La vaccination contre la peste bovine peut aussi induire une immunosuppression
transitoire suivie d’infections opportunistes (Anderson J. et al, 1996; Jeggo et al, 1987; Scott

et al, 1986).
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Les études sur I’'immunosuppression induite par les morbillivirus ont permis de mieux
caractériser les différents processus qui participent a ce phénomene. Plusieurs mécanismes se

superposent au cours de ce phénomene.

- Une lymphopénie (Figure 12) caractérisée par une diminution du nombre de
lymphocytes T circulants dans le sang, sans modification drastique du ratio CD4+/CD8+
(Griffin, 2001, Ameborn et al, 1983). La lymphopénie observée lors de I’infection
expérimentale du rat du cotonnier avec le MV résulterait d’une altération de la génération de
thymocytes par le thymus (Auwaerter et al, 1999). Le PPRV serait responsable de la mort des
cellules lymphocytaires par apoptose (Mondal et al, 2001). Egalement une déplétion
lymphocytaire est observée chez les bovins dans le thymus, les plaques de Peyers et les

ganglions pulmonaires au cours I’infection avec le RPV (Wohlsein et al, 1995; 1993).

- Une Inhibition ou altération de la prolifération lymphocytaire chez des sujets infectés
ou apres vaccination (Lund et al, 2000 ; Hirsch et al, 1984). L’hémagglutinine (H) et la
protéine de fusion (F) seraient impliquées dans ces phénomenes en bloquant le cycle cellulaire
des lymphocytes en phase GO/G1 (Schnorr et al, 1997; McChesney et al, 1988; 1987). La
protéine N jouerait aussi un role majeur dans 1’altération de la prolifération lymphocytaire
(Kerdiles et al, 2006; Laine et al, 2003, Marie et al, 2001). En plus de 1’arrét du cycle
cellulaire, la protéine N serait responsable de 1’inhibition de la prolifération des cellules
épithéliales thymiques par apoptose (Laine et al, 2005). Elle inhibe la production d’IL-12 par
les cellules présentatrices d’antigene (CPAg) ce qui entraine une perte ou un défaut de

I’activation des lymphocytes T CD8 (Marie et al, 2001; Sutterwala et al, 1997).

- On note également au cours de I’infection par le MV une inhibition des réactions
inflammatoires en particulier les réactions d’hypersensibilité de type retardée (Tamashiro et

al, 1987).

- L’analyse de la production de cytokines indique une dérégulation de celles-ci avec
augmentation de la production d’interleukine 4 (IL-4) tandis que celle de I’'IL-2 et I’interféron
gamma (IFN-y) est diminuée (Schneider-Schaulies et al, 2001). On observe également une
diminution voire la suppression de la production d’IL-12 (Marie et al, 2001), chimiokine

essentielle pour activer les TH1 et les NK (Fugier-Vivier et al, 1997, Karp et al, 1996).
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6.4. Symptémes:

Cliniquement, il est tres difficile, voire impossible, de distinguer la PPR de la PB. De

ce fait la PPR a été ignorée pendant longtemps de nombreux pays au profit de la PB. La
description clinique de la PB et de la PPR (FAO, 2000; Anderson J. et al, 1996; Lefévre,
1987; Plowright, 1968; Provost et Borredon, 1963; Curasson, 1932) indique:

Une forme suraigué: Elle est observée surtout chez les jeunes animaux et est
caractérisée par 1’apparition brusque d’un état fiévreux, un état d'abattement tres
profond. Dans la PB la mort intervient rapidement en 3 a 4 jours sans autres
symptomes (Lefévre, 2003). Avec le PPRV, une diarrhée profuse survient en
général 1-2 jours plus tard et précede de peu une issue toujours fatale au bout de 5-

6 jours maximum (Diallo, 2003a).

Une forme aigué, forme la plus courante de PB et PPR ou les différentes phases
sont observées (Figure 13). Aprés une phase d’incubation qui dure entre 5 et 11
jours, il est observé une forte fievre (40 a 42°C). L'animal manifeste alors tous les
symptomes du syndrome de la fieévre: dépression, anorexie, poil piqué, souffle
court et rapide, congestion des muqueuses, souvent catarrhe oculo-nasal devenant
séro-muqueux. Au bout de 2 a 3 jours les Iésions épithéliales apparaissent sous
forme de plages d’érosion dans la cavité buccale. Ces plages s’élargissent pour
prendre I’aspect d’ulceres et atteignent les muqueuses nasales, digestives et uro-
génitales; les sécrétions oculo-nasales claires au début, deviennent
mucopurulentes. On note a ce stade de la maladie, pour la PPR, une atteinte
pulmonaire due a des infections bactériennes secondaires, notamment une
broncho-pneumonie a pasteurellas (Pasteurella haemolytica ou P. multocida type
A ou D). Dans les derniers stades de PB ou de PPR, les animaux malades
présentent une diarrhée profuse, incoercible et qui souille l'arriére-train. La
déshydratation et I'amaigrissement sont nets. La mortalité survient généralement

dans du marasme.
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Figure 13: les phases différentes phases cliniques de la PB classique (Anderson J et al, 1996)
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Quand I’animal guérit, il peut recouvrer un état général correct aprés une
convalescence de plusieurs semaines pour la PB (Leféevre, 2003) et plus rapidement, une
semaine au plus pour la PPR (Diallo, 2003a).

Le degré de sévérité de la maladie et donc de sa forme d’expression, est fonction non
seulement de la souche virale mais aussi de I’individu (race, age, espéce) et aussi

probablement des conditions climatiques en ce qui concerne la PPR.
6.5. Diagnostic

Bien que les symptomes cliniques de la PB et de la PPR permettent d’orienter le
diagnostic par rapport aux autres pathologies, le diagnostic différentiel exact entre ces deux
pathologies doit étre réalisé au laboratoire. Différents prélévements peuvent étre réalisés soit
sur I’animal vivant (écouvillons oculaire et nasal, prise de sang sur tube sec pour la collecte de
sérum et sur tube avec anticoagulant pour la récolte des lymphocytes) et sur 1’animal mort
(ganglions lymphatiques, surtout mésentériques et bronchiques, rate, gros intestin et

poumons). Les analyses de laboratoire reposent sur:

- L’isolement viral: il est réalisé sur des cultures primaires de cellules de rein de veau
ou de mouton (Taylor et Abegunde, 1979; Plowright et Ferris, 1962) ou sur des cellules de
lignée comme les cellules Vero (Hamdy et Dardiri, 1976). L’effet cytopathogéne (ECP) du
RPV sur les cellules est facilement reconnaissable et se présente sous forme de syncytiums au
bout de 7-10 jours. L’isolement des souches PPRV est beaucoup plus difficile a réaliser. Trés
souvent plusieurs passages a 1’aveugle sont nécessaires pour réussir I’isolement. L’ECP se
manifeste par la présence de petits syncytiums sur les cellules primaires d’ovins. Avec les
cellules Vero, I’ECP dii au PPRV se manifeste par la formation de petites cellules arrondies

réfringentes qui se détachent du tapis cellulaire (Diallo, 2003a).

- La détection des antigénes viraux dans les tissus et sécrétions a partir de tests
d’immunofluorescence (Sumption el al, 1998; Rossiter et Jessett, 1982), d’immunodiffusion
en gélose (Scott et Brown, 1961), d’immunocapture ELISA (Singh et al, 2004b; Saliki et al,
1994, Libeau et al, 1994). Ces techniques de détection des antigénes viraux constituent une
alternative a I’isolement viral. L’utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques des virus de

la PB et de la PPR permet de faire un diagnostic différentiel.
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- La détection de I’ARN viral soit par 1’hybridation avec une sonde nucléique
spécifique (Diallo et al, 1989a) soit par la réaction de transcription reverse de I’ARN en ADN
suivie de I’amplification de ce dernier (RT-PCR) (Couacy-Hymann et al, 2002; Diallo et al,
1995; Forsyth et Barrett, 1995; Couacy-Hymann, 1994). Ces techniques de biologie
moléculaire présentent une sensibilité et spécificité tres €levées et constituent des moyens

efficaces de diagnostic différentiel entre RPV et PPRV.

- La détection des anticorps: la mise en évidence des anticorps anti-RPV et anti-
PPRYV peut se réaliser avec des tests de séroneutralisation comparative PB-PPR (Rossiter et
al, 1985) ou par les tests enzymatiques ELISA de compétition (cELISA) ou de blocage
(bELISA) (Diallo et al, 1995). Ces tests ELISA sont basés sur 1’utilisation d’anticorps
monoclonaux dont I’épitope anti-protéine H (Anderson et Mc Kay 1994; Saliki et al, 1993;
Anderson J. et al, 1991) ou anti-protéine N (Libeau et al, 1995; 1992).

Les tests cELISA utilisés en diagnostic PPR (Anderson et Mc Kay 1994; Libeau et al,
1995) présentent des réactions croisées avec les sérums anti-PB (Couacy-Hymann et al,
2007a; Anderson et Mc Kay 1994). Il en est de méme avec le test cELISA PB avec un AcM
anti-N (Libeau et al, 1992) qui présente des réactions croisées avec les anticorps anti-PPR
(Diallo A., données non publiés). En revanche le test cELISA PB utilisant un AcM anti-H
(Anderson J. et al, 1991) est spécifique mais a une sensibilité trés limitée (Anderson J. et al,
2006). Ce test cELISA H-PB est trés sensible pour la détection des anticorps anti-PB
vaccinaux chez les animaux immunisés avec la souche vaccinale. Par contre, il semblerait étre
peu sensible pour la détection des anticorps dirigés contre certaines souches sauvages, celles

dites de lignée II.

Les réactions croisées observées avec les différents tests cELISA ont beaucoup orienté
le présent travail de recherche qui s’inscrit dans le cadre global d’éradication mondiale de la

PB et le contrdle de 1la PPR.
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6.6. Moyens de lutte

Comme la plupart des maladies virales, il n’existe pas de traitement spécifique contre

la PB et la PPR. Seules les mesures de prophylaxie sanitaire et médicale sont appliquées.
6.6.1. Prophylaxie sanitaire.

Lorsque la peste bovine et la peste des petits ruminants apparaissent dans un pays

indemne, les mesures de police sanitaire recommandées consistent a:

- L’abattage des animaux dans la zone infectée et 1’élimination des cadavres suivie de
la désinfection des locaux d’élevage.

- La protection des zones indemnes par la délimitation d’un périmetre de sécurité
autour des zones d’infection. La mise en quarantaine et la restriction de déplacement

sont également imposées.

Ces mesures de prophylaxie sanitaire sont difficilement applicables en Afrique et en
Asie du fait du cofit économique trés élevé que ne peuvent supporter les pays concernés et
aussi a cause des conditions d’élevage (élevage extensif, forte activité de transhumance et de
nomadisme). En plus pour la PPR, le caractére enzootique de la maladie dans certaines
régions constitue également un frein a I’application des mesures sanitaires. La vaccination

reste donc le seul moyen efficace de lutte contre la PB et PPR.
6.6.2. Prophylaxie médicale

La vaccination contre la PB et la PPR était réalisée jusqu’a une date récente, avec la
souche RPV Kabete “O” atténuée par passages successifs sur culture cellulaire (Plowright et
Ferris, 1962). Le vaccin obtenu confére aux bovins une solide immunité pendant toute la
durée de la vie économique de ’animal (Plowright, 1984). Il a montré son efficacité et son
innocuité au cours des différents programmes de lutte contre la PB (PC15 et PARC). Chez les
petits ruminants, le vaccin RPV Kabete “O” a aussi montré son efficacité pour la protection
contre la PPR (Mariner et al, 1993; Bonniwell, 1980; Taylor W.P. 1979; Bourdin et al, 1970),
ce qui a permis jusqu’a un passé récent son utilisation chez ces animaux dans les campagnes

de vaccination.
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Dans les années 1980, un vaccin homologue efficace contre la PPR (souche 75/1) a été
développé (Diallo et al, 1989b). Ce vaccin confére aussi une immunité anti-PB qui a été
démontrée chez les chévres (Couacy-Hymann et al, 1995). La PB est actuellement en voie
d’éradication dans le monde et pour faciliter une surveillance sérologique efficace, I’usage de
vaccin PB est proscrit. Seul le vaccin homologue PPR est recommandé comme moyen de
protection des petits ruminants. Cette approche a pour but de pouvoir identifier plus aisément

une infection des animaux avec les souches sauvages de RPV.

L’inconvénient majeur des vaccins atténués PB et PPR est leur thermolabilité. Des
techniques pour obtenir des vaccins thermostables ont été développées. Grace a une meilleure
maitrise des procédures de lyophilisation, Mariner et al, (1990) ont pu obtenir un vaccin
thermostable dans les conditions de terrain pendant un mois sans usage de chaine de froid
(Lefevre, 2003;). La déshydratation dans un excipient contenant le tréhalose a permis
d’augmenter la résistance du vaccin a une température de 45°C pendant 14 jours (Worrall et
al, 2001). D’ autre part, les techniques de génie génétique ont permis le développement de
nouveaux vaccins recombinants beaucoup plus stables avec des résultats prometteurs pour la
protection des animaux contre la peste bovine et la peste des petits ruminants (Berhe et al,
2003; Diallo, 2003b, Verardi et al, 2002; Ngichabe et al, 2002; Walsh et al, 2000; Romero et
al, 1994; Barrett et al, 1989; Yilma, 1989; Yilma et al, 1988).

Sur le plan épidémiologique, 1’usage du vaccin homologue PPR ne permet pas de
différencier les anticorps post-vaccinaux de ceux induits par une infection avec le virus
sauvage a cause de 1’unicité de pouvoir antigénique des virus PPR. Cela pose des difficultés
pour le suivi épidémiologique de la PPR dans les régions ou elle sévit. Pour mieux contrdler
la PPR, maladie en pleine expansion, il est essentiel de différencier les animaux vaccinés de
ceux infectés avec les souches sauvages. Cela ne pourrait se faire qu’a partir d’une nouvelle
souche vaccinale pour laquelle des mutations non critiques seraient apportées aux protéines
virales qui induiraient chez les animaux vaccinés un profil d’anticorps différent de celui

obtenu avec les souches sauvages.

Le présent travail de recherche dont I’un des volets est d’identifier des séquences non
essentielles de la protéine N de 1’actuelle souche vaccinale 75/1 s’inscrit dans cet objectif. Ces
séquences indispensables pour la réplication virale pourront ainsi étre mutées dans le génome

d’une nouvelle souche vaccinale et serviront de marqueurs antigéniques.
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Chapitre II: Travaux de recherche.
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Objectif.

Notre travail de recherche a un double objectif, a savoir:

e [FEtudier la structure antigénique de la nucléoprotéine des virus de la PB et de la PPR
dans D’objectif de développer des tests ELISA spécifiques pour un diagnostic

différentiel entre ces deux maladies.

La PB est sous contrdle et tous les efforts du programme mondial pour son éradication
(GREP : Global Rinderpest Eradication Programme) sont a 1’heure actuelle concentrés sur
I’écosystéme pastoral somalien pour éliminer les derniers réservoirs du RPV. L’objectif du
GREP est de pouvoir déclarer le monde libre de la PB en 2010. La PPR contrairement a la

PB, est en pleine expansion en Afrique, au Moyen-Orient et en Asie.

La grande parenté¢ antigénique entre morbillivirus est a l'origine d’importantes
réactions croisées en sérologie comme cela a été indiqué dans la partie bibliographique.
Aucun des tests sérologiques commercialisé€s actuellement ne permet un diagnostic spécifique

de la PB ou de la PPR.

Nos travaux s’inscrivent dans un projet de recherche dont I’un des objectifs est de
développer un nouveau test ELISA PPR sensible et beaucoup plus spécifique pour un
diagnostic différentiel entre la PB et la PPR. Pour cela, la nucléoprotéine a constitué I’élément
de base pour nos travaux. L’intérét de cette protéine en diagnostic est di au fait qu’elle est
I’antigéne majeur des morbillivirus. Son pouvoir immunogeéne trés élevé induit une
production importante d’anticorps anti-N (Graves et al, 1984). Ces anticorps malgré leurs
caractéres non neutralisants et non cytotoxiques (Bankamp et al, 1991) constituent des
témoins essentiels d’une infection et de séroconversion vaccinale. De plus, la cinétique
sérologique montre une précocité de la production des anticorps anti-N, entre 6 et 7 jours lors

d’infection expérimentale.
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Le premier volet de notre travail a consisté a comprendre pourquoi il apparait des
réactions de détection croisées des sérums anti-PPR ou anti-PB avec respectivement les tests
cELISA PB et PPR basés chacun sur un AcM anti-N spécifique a chaque virus. Pour cela,
nous avons cherché a caractériser les structures antigéniques de la nucléoprotéine du RPV et
identifier les épitopes reconnus par chacun des AcMs utilisé€s dans les tests cELISA. L’étude a
été étendue a d’autres AcMs anti-N de RPV et a des sérums anti-PB ou anti-PPR. Nous avons
ainsi pu cartographier les épitopes reconnus par chacun des AcMs et identifier les structures
antigéniques immunodominantes sur la nucléoprotéine des morbillivirus. Cela a permis de

comprendre les réactions croisées observées avec chacun des tests cELISA.

e Identifier les régions non essentielles de la nucléoprotéine de PPRV dans la
réplication virale qui pourront étre éliminées dans le génome d’un virus recombinant

vaccinal et utilisées comme marqueurs antigéniques.

Le suivi épidémiologique de la PPR dans les régions ou elle sévit s’avere difficile a
réaliser. En effet, dans ces régions des programmes de prophylaxie médicale sont appliqués
avec 1’usage du vaccin atténué qui est impossible de différencier sur le plan sérologique avec
I’infection par les souches sauvages. Pour réaliser cette différenciation sérologique entre
vaccination et infection par les souches sauvage de PPRV, il serait intéressant de modifier une
ou plusieurs structures antigéniques des protéines de la souche vaccinale. Ces structures
antigéniques devront €tre capables d’induire une réponse humorale et facilement détectable.
Ainsi le profil des anticorps dirigés contre les structures antigéniques remodelées sera
différent entre animaux vaccinés avec ce nouveau vaccin et ceux infectés par les souches

sauvages.

Le second volet de notre travail de recherche a consisté a identifier sur la protéine N
de PPRV les domaines non essentiels qui ne sont pas impliqués dans la réplication virale et
qui pourraient étre éliminés ou remodelés. Ces domaines s’ils sont immunogénes seront
utilisés comme des marqueurs antigéniques de différentiation entre le vaccin et les virus
sauvages de PPRV. Pour cela, nous avons procédé a 1’étude des interactions de la protéine N
de PPRV avec les différents composants viraux. Nous avons ainsi étudié les différents
domaines d’interaction de la protéine N avec elle méme pour la formation de la nucléocapside
(article 2) et avec la protéine de matrice (M) au cours du bourgeonnement de la particule
virale (Manuscrit 1).
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1. Etude de la structure antigénique de la nucléoprotéine de RPV

1.1. Article 1: Identification et analyse structurale des épitopes du domaine N-terminal de

la nucléoprotéine de morbillivirus.

Sanne Charles. Bodjo, Olivier. Kwiatek, Adama. Diallo, Emmanuel. Albina et

Genevieve. Libeau. Journal of General Virology (2007), 88:1231-1242

Résumé:

Divers AcMs ont €té produits contre la nucléoprotéine de RPV et PPRV a partir de
souris immunisées avec les virus entiers (Libeau et al, 1997). La caractérisation de chacun
des AcMs a permis de les classifier en AcMs spécifiques pour chacun des virus ou commun a
plusieurs morbillivirus. Pour le développement des tests de diagnostic spécifiques pour la PB
ou la PPR, deux des AcMs spécifiques, IVB2 pour la PB et 38-4 pour la PPR ont été utilisés
pour le développement des tests cELISA (Libeau et al, 1995; 1992). Malheureusement ces
tests se sont révélés présenter des réactions crois€es avec les sérums anti- virus hétérologue.
Afin de comprendre cette réaction croisée du cELISA N RPV avec les sérums anti-PPR, I’
épitope de I’AcM IVB2 sur la protéine N a été cartographié. Nous avons étendu cette étude de
cartographie a d’autres AcMs anti-N. Des sérums de ruminants anti-PB ou anti-PPR ont servi
également dans cette étude pour déterminer si des anticorps peuvent reconnaitre les mémes
épitopes que les AcMs. Enfin les séquences en acide aminés (aa) correspondant aux différents
¢épitopes identifiés sur la protéine N du virus vaccinal de la PB ont été comparées a celles de
diverses souches de RPV et d’autres morbillivirus. Au total 5 AcMs anti-N de RPV ont été
analysés dans I’étude, 3 définissent des sites antigéniques spécifiques bien distincts, 48-5 (site
I1), 3-1 (site III) et IVB2 ( site IV) et 2 des épitopes communs aux morbillivirus, I[IH2 (I) et
33-4 (VI). Partant du fait que les domaines variables de la nucléoprotéine de morbillivirus
contiennent des épitopes reconnus par les anticorps (Buckland et al, 1989), deux mutants de la
protéine N tronquée dans les domaines variables dans les régions N-terminale (121-145) et C-
terminale (421-525) ont été générés. Ces mutants ont servi a la localisation des épitopes
reconnus par les différents AcMs et anticorps de sérum. L’épitope de quatre AcMs (48-5,
IVB2, ITH2 et 33-4) se trouve localisés dans le domaine N-terminal aa 121-145 et tandis que
celui de I’AcM 3-1 est situé dans la région C-terminale (aa 421-525). Ces résultats pourraient

indiquer un pouvoir immunogene €levé de la région en N-terminale (121-145) par rapport a la
< 9% =
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région C-terminale, tout au moins chez la souris. Aussi il a été surprenant de constater que
I’AcM 33-4 qui reconnait différents morbillivirus a son épitope localisé dans la région
variable 121-145 comme les AcMs spécifiques (IV-B2, IIH2 et 48-5). Les tests de Western
Blot (WB) avec les différentes protéines dénaturées et chacun des AcMs ont montré que les
AcMs 48-5 et ITH2 reconnaitraient des structures conformationnelles et la séquence aa 121-
145 semble nécessaire pour la formation de leur épitope. La réactivité des AcMs, des sérums
d’animaux anti-PB et anti-PPR sur un total de 25 peptides synthétiques chevauchant, et
couvrant le domaine variable 121-145 de la protéine N du RPV vaccinal RBOK a été analysée
par ELISA indirect GELISA). Les résultats obtenus ont servi a déterminer le motif majeur de
1’épitope de chaque AcM. Ces motifs comparés entre eux montrent des variations méme si ils
ont certains aa en commun. L’alignement du motif de I’AcM 33-4 avec les aa correspondants
sur les protéines N de morbillivirus montre que celui-ci est bien conservé entre les virus, ce
qui expliquerait la capacité de cet AcM a reconnaitre plusieurs virus de ce groupe (Libeau et
al,1997). Les différents sérums anti-RPV et anti-PPRV de ruminants domestiques et sauvages
ont aussi réagi sur les peptides reconnus par les AcMs, ce qui permet de dire que les anticorps
de souris comme ceux des ruminants domestiques reconnaissent des épitopes identiques sur la
nucléoprotéine. En plus 1’étude montre que les anticorps anti-PPR peuvent reconnaitre des
épitopes dans la région variable 121-145 de la nucléoprotéine de RPV. On pourrait ainsi
avoir une compétition non spécifique entre I’AcM IVB2 et des anticorps anti-PPR fixés dans
le méme domaine. Les réactions croisées du test cELISA PB utilisant ’AcM IVB2 avec les
sérums anti-PPR pourraient étre dues a des encombrements stériques que pourraient générer
des anticorps anti-PPR fixés dans le domaine aa 121-145 ou dans les domaines conservés

proches qui empécherait I’AcM IVB2 de se fixer sur son épitope.
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Mapping and structural analysis of B-cell epitopes
on the morbillivirus nucleoprotein amino terminus
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By analysing the antigenic structure of the morbillivirus nucleoprotein (N) using a competitive-
binding assay of monoclonal antibodies (mAbs), six different antigenic sites were identified
previously. By using Pepscan methodology complemented by analysis of truncated N proteins,
a better characterization of five of these antigenic sites was provided: |, I, lll, IV and VI. mAbs
specific to Rinderpest virus, defining antigenic sites Il lll and IV, and those common to

four morbilliviruses, delineating sites | and VI, were analysed in the present study. It was found
that all but one mapped to the same region, between aa 120 and 149 of N. However, the mAb
3-1 epitope was located in the carboxy-terminal region (aa 421-525). This result may indicate
the high immunogenicity of the amino-terminal variable region, at least in the mouse. It was
surprising that the epitope of mAb 33-4, antigenic site VI, which recognized all morbilliviruses

so far tested, was located in one of the two non-conserved regions between morbillivirus N
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proteins. It is shown that the conserved amino acid motif '2°EAD"28----13"Femvoo- T4BENT49 g
critical for epitope constitution and recognition.

INTRODUCTION

Rinderpest is a highly contagious viral disease of animals
belonging to the order Artiodactyla, although cattle and
buffaloes are the most susceptible hosts. The disease is
characterized clinically by pyrexia, erosive then necrotic
stomatitis, profuse diarrhoea and death (Plowright, 1968).
The causal agent, Rinderpest virus (RPV), belongs to the
genus Morbillivirus within the family Paramyxoviridae
(Bratt & Hightower, 1977). Other members of this genus
are Measles virus (MV), Peste-des-petits-ruminants virus
(PPRV), Canine distemper virus (CDV), Phocine distemper
virus (PDV) and cetacean morbilliviruses. With the success
of the Global Rinderpest Eradication Programme (GREP),
the FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations)-led international partnership programme, rinder-
pest is nearly eradicated from the world, with only an area
in East Africa that needs further verification. To facilitate
the implementation of that programme, two competitive
ELISAs (cELISAs) were developed for both seromonitoring
of the vaccination campaign and serosurveillance of the
disease (Anderson et al, 1990; Libeau et al, 1992). These
assays were designed to differentiate between the two
ruminant morbillivirus diseases: rinderpest and peste des
petits ruminants. They were based on the use of mono-
clonal antibodies (mAbs) directed against either the viral

The GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the sequences
described in this study are EF186057-EF186059.

haemagglutinin (H) or the nucleoprotein (N). H is the
viral protein that binds to the cell receptor and against
which most of the virus-neutralizing antibodies are
directed (Choppin & Scheid, 1980; Merz et al, 1981;
Giraudon & Wild, 1985). N is the most abundant and
immunogenic viral protein (Barrett et al., 2006).

Sequence comparison of N within the genus Morbillivirus
identified three main regions of differing similarity (Diallo
et al, 1994): the amino-terminal region of medium simi-
larity, the highly conserved central region and the poorly
conserved carboxy-terminal domain covering the last 105 aa.
Buckland et al. (1989) showed that mAbs specific to the
amino and carboxy termini of the N protein of MV mapped
to the least conserved amino acid sequences. Paradoxically,
the carboxy-terminal tail of N may be involved in the
immunosuppressive effects of morbilliviruses and the host
immune response regulation (ten Oever et al., 2002; Zhang
et al, 2002; Laine et al, 2003). The antigenic structure of
N of both RPV and PPRV was studied by using the strategy of
competition between mAbs. This approach has allowed the
identification of six antigenic sites, of which four had epitopes
that clearly distinguished between RPV and PPRV strains.
Some of these mAbs have helped in the development of tests
to differentiate between the two viruses (Libeau et al,, 1992,
1994, 1995, 1997). Experience has shown, however, that the
cELISA that was developed by using one of the specific RPV
N mAbs (Libeau et al, 1992) for the serological diagnosis
of rinderpest cross-reacts with PPRV antisera. Therefore, we

0008-2424 © 2007 SGM  Printed in Great Britain
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decided to perform a more specific analysis of the antigenic
and immunogenic properties of the RPV N protein.

The objective of this study was to use a combined strategy
of truncated mutants and overlapping synthetic dodeca-
peptides, covering aa 115-150 (amino terminus) and 415-
495 (carboxy terminus) corresponding to the RBOK strain
(GenBank accession no. CAA83177), to map the epitope
structure of sites [-IV and VI defined by mAbs on the N
protein sequence more precisely.

METHODS

Virus and cells. The different RPV strains used in this study were the
attenuated vaccine RBOK strain (Plowright, 1962), RPV Saudi, RPV
Egypt, RPV Kuwait and RPV RBT1 (Taylor, 1986). They were
propagated in Vero cells cultivated in Eagle’s minimal essential
medium (MEM) supplemented with 5% fetal bovine serum and 1 %
antimycotics and antibiotics.

mAbs and sera. Five antigenic site-specific mAbs, IIH2 (I), 48-5 (II),
3-1 (III), IVB2 (IV) and 33-4 (V1) directed against the N protein of
RPV RBOK strain, were used along with the anti-PPRV N mAb 38-4
(Libeau et al., 1997). The reactivity of positive RPV antisera [a rabbit
rinderpest hyperimmune serum (RHS; a gift from ]. Anderson,
Institute for Animal Health, UK), a cattle serum against the Kudu
strain (lineage II, gift from H. Wamwayi, Kenya Agricultural Research
Institute, Kenya) and a naturally infected cattle serum from Chad]
were analysed. Additionally, a goat serum against the vaccine strain of
PPRYV, Nigeria 75-1, was used in this study.

Cloning of the RPV RBOK N gene and transient expression in Vero
cells. Vero cells were infected with the attenuated vaccine RBOK
strain of RPV (Plowright, 1962). At 40-50% cytopathic effect, the
cells were lysed and total RNA was extracted by using an RNeasy RNA
extraction kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions.
Following RNA extraction, cDNA was synthesized by reverse trans-
cription using a First Strand cDNA synthesis kit and random primers
(Amersham Biosciences). This cDNA was used to amplify the full
open reading frame of the N gene by using the forward and reverse
primers N-PR7 (5'-GATCCTATCGACTGGAGCAAGCTTA-3') and
N-PR8 (5'-GGCCTTTGTTGACATGGTAGGCT-'3) with Taq poly-
merase. The PCR product was cloned into the pGEM-T plasmid
(Promega) and the sequence of the insert was confirmed by sequenc-
ing. This insert was released by double digestion with restriction
enzymes Dral/Notl and recloned into the eukaryotic expression vector
pcDNA4/HisMax.B (Invitrogen) previously digested with EcoRV and
Notl. In the resulting plasmid, pCN-RBOK, the insert encoding the
full-length RPV N protein was placed under the control of the cyto-
megalovirus promoter. From this plasmid, two truncated mutants
named pCNAI121-146 and pCNA421-525 were generated by PCR
mutagenesis (Ailenberg & Silverman, 1997) using phosphorylated
primers. Reverse and forward primers 120 R (5'-P-ACCCCTAGAGG-
CAAATGTC-3') and 146 N (5'-P-TGGTTTGAGAATCGAGATA-3")
led to the deletion of aa 121-145 in the amino-terminal half, whilst
reverse and forward primers 420 R (5'-P-AAGGAATGAAACCTGG-
GCCTGTTTGG-3') and RTAG (5'-P-AACTGAGTGAGTGCCCCG-
CA-3") led to the deletion of aa 421-525 in the carboxy-terminal half.
Escherichia coli DH5x cells were used to propagate the various
plasmids generated in this study. For downstream use, all plasmids
were purified from bacteria by using a Qiagen EndoFree plasmid
DNA preparation kit. For the transient expression of RPV N protein,
Vero cells in 96-well plates (10 000 cells per well) were transfected
with either pCN-RBOK plasmid or the truncated mutants by using
Fugene 6 transfection reagent (Roche) according to the manufac-
turer’s instructions. After 72h incubation at 37 °C, the transfected

cells in the 96-well plate were fixed with 80 % acetone for 30 min at
—20 °C and subjected to indirect immunofluorescence assay (IFA) to
assess RPV N protein expression using the following antibodies: RHS,
anti-RPV N mAbs IIH2, 48-5, 3-1, 33-4 and IVB2 and anti-PPRV N
protein mAb 38-4 (Libeau et al., 1997). mAbs and RHS were used at a
dilution of 1/100. The cells were incubated with 50 pl test antibody for
30 min at 37 °C, then washed with PBS before incubation with 50 pl
anti-mouse and anti-rabbit fluorescein isothiocyanate conjugates
(Bio-Rad) diluted 1/80. After three washes with PBS, they were
examined under a Canon inverted fluorescence microscope.

Western immunoblot. Cells transfected with the plasmid encoding
the full-length RPV N protein, pCN-RBOK, or the truncated mutants
pCNA120-146 or pCNA421-525 were lysed in RIPA buffer [100 mM
Tris/HCl (pH7.4), 150mM NaCl, 1% deoxycholate, 1% Triton
X-100, 0.1% SDS, 1 mM PMSF] and analysed by SDS-PAGE. The
proteins were transferred to a PVDF membrane 0.2 pm (Invitrogen)
followed by immunostaining. The proteins were probed for 1 h with
the primary antibody, RHS or mAb, at an appropriate dilution in PBS
(pH 7.4) containing 0.5% Tween and 5% skimmed milk. Immune
complexes were detected by using a secondary anti-rabbit antibody or
anti-mouse immunoglobulin conjugated to horseradish peroxidase
and subsequent detection using the ECL system (Amersham Biosci-
ences) according to the manufacturer’s instructions.

Nucleotide sequencing of the N gene from wild-type strains of
RPV. RNA was extracted from Vero cells infected with different RPV
strains (Saudi, Egypt, Kuwait or RBT1). The extraction was done as
indicated above. The first-strand cDNAs were synthesized using
random primers. For each virus, the coding sequence of the N gene
was amplified by RT-PCR using forward and reverse N-PR7 and
N-PR8 primers and cloned into the pGEM-T vector. The sequence
of the entire N gene was obtained by using different internal
primers. Forward primers were N-PR9, 5'-CAGCATTAAATTGGTG-
GAGGTA-3'; N-PR11, 5'-AACAAATGGGTCAACTGGCTC-3’; and
N-PR13, 5'-ACAGGCCCAGGTTTCATTCCTGCG-3'; and reverse
primers were N-PR6, 5'-GGTAGGCTTGCTCCTCTGCCAT-3"; N-
PR14, 5'-ACCTCCACCAATTTAATGCGA-3’; and Nad2, 5'-GATT-
GAGTTCTCTAAGATCACCAT-3'. Cycle sequencing was performed
by using dye-labelled terminators and Tag DNA polymerase followed
by analysis on an ABI Prism 377 automatic sequencer (Applied
Biosystems). By using the Vector NTI 9 package (Informax), amino
acid changes between aa 115 and 150 of the N protein were evaluated
by alignment of deduced amino acid sequences obtained for the
above RPV strains with those of RPV RBOK, RPV lapinized strain,
RPV Kuwait, PPRV 75-1, CDV Onderstepoort and MV Edmonston
(GenBank accession numbers CAA83177, P37708, 734262,
CAA52454, P04865 and AAF85675, respectively). GenBank accession
numbers for sequences obtained in this study are EF186057—
EF186059 for RPV Egypt, RBT1 and Saudi, respectively.

Computer-aided analysis. The sequence-structure relationship of
RPV strain RBOK N protein was built automatically by different
programs that allowed the prediction of protein secondary structure
according to amino acid sequence: PROFSEC (Rost, 2001), SUBSEC
(Rost, 2001), Gor4 (Garnier et al, 1996), PREDATOR (Frishman &
Argos, 1996), psIPRED (Jones, 1999), JNET (Cuff & Barton, 2000) and
SSPRO (Baldi et al., 1999). The consensus secondary structure from all
of these programs was used for further analysis.

Immunoassay with cellulose-bound peptides (Pepscan). Cellulose-
bound peptides were obtained by Fmoc amino acid chemistry
(Synt:em). The Pepscan method used to locate the antibody-reactive
peptides has been described previously (Mahé et al., 2000). Synthetic
dodecapeptides overlapping by one residue and covering the sequence
of N of the RBOK vaccine strain of RPV at positions 115-150 (amino
terminus) and 415-495 (carboxy terminus) were examined. Antibody
reactivity with Pepscan peptide was measured by indirect ELISA
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according to the manufacturer’s instructions (SYNT : em) using mAb
ascitic fluids (1:50-1:100) and sera (1:10-1:50) in blocking buffer
(Genosys). Bound antibodies were detected on the membrane with an
anti-mouse, anti-goat or anti-cattle alkaline phosphatase conjugate
(Sigma) according to the origin of the primary antibody involved.
The binding of the conjugate was further revealed by a precipitating
phosphatase substrate (BCIP sodium salt, MMT and MgCl,) that
produced blue-coloured spots. A known peptide and its antiserum
were used as a positive control and were subjected systematically to
the different steps of the immunoassay. Reuse of the membrane was
made possible by treatment with dimethylformamide, 6 M urea and
10 % acetic acid in ethanol.

RESULTS

Transient expression of deletion mutants of the N
protein

We speculated that the different antigenic sites defined on the
N proteins of RPV and PPRV (Libeau et al., 1997) might be
located within one of the two non-conserved regions of the
N protein: aa 121-145 or 421-490. In order to map these
antigenic sites, two plasmids able to express truncated
proteins in eukaryotic cells were constructed. Vero cells were
transfected with these plasmids and another expressing the
full-length RPV N. Control of protein expression was
assessed by indirect immunofluorescence using RHS. Each
of the three transfected plasmids gave positive signals. No
staining was observed with the negative serum or mAb 38-4,
which is specific to the PPRV N protein. All of the other five
mAbs specific to RPV N exhibited immunofluorescence
staining on cells transfected with the full-length N protein
plasmid pCN-RBOK and with one of the truncated mutant
plasmids. Four of these mAbs (IIH2, 48-5, 33-4 and IVB2)
reacted with the carboxy-terminally truncated mutant
pCNA421-525, whilst mAb 3-1 reacted with the amino-
terminally truncated mutant pCNA120-146 (Fig. 1). We
confirmed the epitope localization of mAbs 33-4, 3-1 and
IVB2 by Western blotting analysis of the different RPV N
proteins expressed in Vero cells (Fig. 2). The antigenic
characteristics of the full-length and truncated N proteins
were examined on the basis of their reactivity with RHS
(Fig. 2e), showing a strong cross-reaction. The reactivity
pattern of the mixed mAbs was comparable to that of RHS
(Fig. 2d). Neither mAb IIH2 nor mAb 48-5 bound to the
N proteins in this test under denaturing conditions, an
indication that they may be directed against a conforma-
tional epitope. We concluded that mAbs delineating sites I,
I1, IV and VI were located in the region comprising aa 121-
145, whereas the mAb 3-1 epitope, defining site III, was
located in aa 421-525 (see Table 1). To confirm these results,
a peptide-mapping study in the amino-terminal part of the N
protein was conducted.

Epitope mapping of the amino-terminal region
using synthetic peptides

In order to further pinpoint the mAb-binding sites in the
variable amino-terminal region, we analysed the capacity of

short peptides derived from this region to bind to the four
mAbs, IVB2, IIH2, 48-5 and 33-4, known to react with the
carboxy-terminally truncated N proteins. The sequence
corresponding to aa 115-150 was presented as a set of 25
overlapping dodecamer peptides (one residue frameshift).
As a control, overlapping peptides corresponding to the
variable sequence of the carboxy-terminal region (positions
415-495) were also analysed. The binding ability of mAb
IVB2 (site IV) to these peptides was analysed by indirect
ELISA on the cellulose membrane, along with mAbs classi-
fied as binding to the RPV N protein antigenic sites I (mAb
IIH2) and II (mAb 48-5). The broadly reactive mAb 33-4,
recognizing site VI, was also analysed. ELISA successfully
identified epitopes for the four mAbs. As an example, Fig. 3
shows the reactivity pattern of peptides contributing to the
interaction of two of these mAbs (IIH2 and 33-4) with the
sequence derived from the amino and carboxy termini of
RPV N. The most prominent peptide reactivity was found
in the amino-terminal region on a stretch of 25 aa (from aa
115 to 150), whilst the carboxy-terminal region was found
to be completely non-reactive. They had multiple recogni-
tion profiles, suggesting that the recognized epitopes were
discontinuous, requiring two to three framework peptides
displaying binding activity. Although shown to belong to
different competition groups (Libeau et al, 1997), these
results also indicated that the four mAbs had an epitope
location within the same 30 aa, constituting the amino-
terminal variable region of the N protein. mAb IVB2
reacted with this region; the most pronounced reactivity
was against peptides 8-11, 1317 and 22-23.

To define the epitope location precisely and identify the
shared areas corresponding to peptides showing significant
reactivity, the binding patterns of the different mAbs were
studied (Fig. 4) by scanning the sequence of interest (aa
115-150). mAb IIH2 showed high peptide reactivity, with
prominent recognition of peptides 6, 8-11, 13-17 and 23.
A generally low recognition of the peptides was displayed
by mAb 48-5 on peptides 8-23, but only peptides 8-11,
13-17 and 22-23 had significant reactivity. Although it
recognized shared antigenic sites of the morbilliviruses,
unexpectedly, mAb 33-4 (antigenic site VI) showed a
strong homogeneous reactivity in this variable region with
peptides 8-11, 13-17 and 22-23. From these results, we con-
cluded that the epitopes recognized by mAbs 48-5, IVB2 and
33-4 were all located between aa 122 and 148, with the
exception of mAb ITH2, whose epitope extended from aa 120
to 148. The area corresponding to epitope reactivity was
delimited within peptides 6-24, corresponding to the stretch
in the amino terminus that is less well conserved between
members of the genus Morbillivirus. This sequence is
GTSMDDEADRYFTYEEPNDGEERQSYWEFEN  (Fig. 5a).
The conserved regions flanking this variable sequence
(peptides 1-5, 18-21 and 25), as well as the most variable
region of the carboxy terminus, displayed no binding activity.

The previously defined epitopes could be localized more
precisely by defining the reactive framework residues
displaying binding activity in overlapping peptides. The

http://vir.sgmjournals.org
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pCN-RBOK Vero cells pCNA120-146 pCNA421-525
48-5
3-1
VB2
33-4

Fig. 1. Indirect immunofluorescence microscopy of Vero cells analysed for intracellular transient expression of the full-length N
protein of the RBOK strain of RPV (pCN-RBOK), the amino-terminally truncated protein pCNA120-146 or the carboxy-
terminally truncated protein pCNA421-525. Seventy-two hours after transfection, cells were permeabilized and stained with
the panel of anti-RPV mAbs (IIH2, 48-5, 3-1, IVB2 and 33-4). Non-transfected Vero cells were used as a negative control.

analysis of the sequences with binding properties indicated (Fig. 4). The sequence TSMDDEADRYFT (peptide 7)
that the possible delimitation of the binding epitope could had no activity, but the following overlapping sequence
be based on the appearance or disappearance of residues SMDDEADRYFTY (peptide 8) gained activity with the
contributing to the binding activity. The study of mAb adjunction of Y. In contrast, the decrease in the binding
ITH2 in the recognition of its epitope is given as an example activity occurred with the disappearance of a residue from

Fig. 2. Location of mAbs by Western blotting
on the full-length N (lane 1) and on the deleted
mutant proteins, NA120-146 (lane 2) and
NA421-525 (lane 3), in transfected Vero cells.
RBOK N proteins were separated by gel
electrophoresis, blotted onto a membrane
and detected by various antibodies: (a) mAb
33-4, (b) mAb 3-1, (c) mAb IVB2, (d) a mix of
mAbs 3-1, 33-4 and IVB2, (e) RHS.

1234 Journal of General Virology 88



Morbillivirus N protein immunogenic-site determination

Table 1. Reactivity of deletion mutants of the RPV RBOK N protein in Vero cells by indirect immunofluorescence using mAbs
identified as recognizing different antigenic sites on the protein and an anti-RPV rabbit hyperimmune serum (RHS)

One mAb specific for the N protein of PPRV was used as a negative control. Cells were transiently transfected with pcDNA plasmids carrying the

different deletion mutants.

Plasmid Indirect immunofluorescence using:
Anti-RPV  Anti-RPV  Anti-RPV  Anti-RPV  Anti-RPV  Anti-RPV  Anti-PPRV  Negative
RHS mAb ITH2 mAb 48-5 mAb 3.1 mAbIVB2 mAb 33-4 mAb 38-4 serum
PCN-RBOK + + + + o+ + - -
PCNA120-146 + - - + - - - -
PCNA421-525 + + + - + + - -
Vero cells (negative control) = = = = - = = -

the peptide sequence: the loss of activity of peptide 12
compared with peptide 11 is attributed to the loss of the
D residue. The whole motif contributing to the binding of
the mAb was located in the so-defined epitope. When a
unique peptide was recognized, only important residues
were identified. The residues contributing to the epitope
recognition were: 125p 13lp 133y 1380 a5d 8E for mAb
IIH2; '*°D, '*'F, 'Y, '**D for mAb 48-5; and '*°D, "’'F,
1%y, "N, **D and '*F for mAbs IVB2 and 33-4.

The delimitation of the mAb interfaces and the residues
identified above as important for the recognition of RBOK
N are represented schematically in Fig. 5(b). Important
residues were also located on peptide 6 (‘*°G) and on
peptide 23 (**’N) for mAb IIH2. Therefore, two antigenic
motifs were defined. The major one was delimited on
peptide DEADRYFTYEEPND from '*°D to '**D, defined as
a common antigenic peptide recognized by all mAbs. In
the case of mAb ITH2, it was extended to '2°G. Close to this
main sequence, two residues (*F and '8E) contributed to
the epitope recognition defined below.

Identification by sequence analysis of residues
required for efficient binding of the N protein of
different RPV strains

mAbs ITH2, 48-5, IVB2 and 33-4 were mapped onto the aa
120-149 sequence of N deduced from the RBOK strain.
The pattern of reactivity of different strains of RPV and
representatives of PPRV, CDV and MV to mAbs in the IFA
was described in a previous publication (Libeau et al.,
1997) and is summarized in Fig. 5(b). The four mAbs
reacted with the N protein of all of the RPV strains,
although mAb 48-5 failed to recognize that of RBTI.
Except for mAb 33-4, none of these mAbs reacted with
PPRV. mAbs IIH2 and 33-4 reacted with CDV and MV.
Consequently, to demonstrate whether the sequence
variation among the strains was helpful to determine
framework residues contributing to the difference in reacti-
vity, the cDNA corresponding to the targeted area for the
different RPV strains was amplified and sequenced. The
following RPV strains were used: Saudi, Egypt, Kuwait and
RBT1. The deduced amino acid sequences were aligned

Fig. 3. Reactivity of consecutive overlapping
dodecapeptides spanning aa 115-150 (amino
terminus) and aa 415-495 (carboxy terminus)
of the N protein of the RBOK strain of RPV
with mAbs. Membranes were incubated with
an RPV-specific mAb, IIH2 (a), or a broadly
reactive mAb, 33-4 (b). Dark-coloured spots
indicate the contribution to binding of the mAb.
A positive control (isolated peptide) and its
antiserum was submitted systematically to the
different steps of the immunoassay.
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(a)

Amino acid no.

(b) Reactivity by IFA

viws. ZEEES BB NBISENEREERROREO2RRER BRI ERER With mitis
IIH2 48-5 IVB2 33-4
RBOK [T F A S RG|TSMDD[EAD|RY[FITYEEPNDGEERQSYWEF[EN|R + o+ o+ 4
Saudi D F + + + +
Egypt D D + + + +
Kuwait D + + + +
RBT1 N L D s F + -+ s
RPV A D G + + + +
cov A L s EF| [K1 VDEGSKAQGQLG L K + - -
mMv TNME Q SH D SSGDAQSRFG K + - -+
PPRV ADL N M ST 6 SS SKKRIN = = o= %
mAbs i | TEEeEs T | f_
I1H2 IGTsmolDEabrRYFTYEePNDlceerasyYywFrFE
o= i | ‘
1 1
48-5 GTSMDIDEADRYFTYEEPNDIGEERQSYWFE
1 1 ]
IVB2 6|lTsMDIDEADRYFTYeeprPNDiceerasYwFE
1 1 |
1 1
33-4 GTSMD|DEADRYFTYEEPNDIGEERQSYV\,FEN

Fig. 5. Indirect immunofluorescence of RPV with mAbs (b) has been published previously (Libeau et al., 1997). Alignment
sequence of aa 115-150 of N proteins of different strains of RPV (a). The sequence data for RPV Egypt, RBT1 and Saudi were
determined in this study (GenBank accession nos EF186057—-EF186059, respectively) and those for RPV RBOK, RPV Kuwait,
PPRV 75-1, CDV Onderstepoort and MV Edmonston were obtained from GenBank with accession numbers CAA83177,
234262, CAA52454, P04865 and AAF85675, respectively. The sequence of the lapinized strain of RPV was published by
Kamata et al. (1991) with GenBank accession no. P37708. Blocks in dotted lines delimit a common epitope and shaded areas

are shared amino acid sequences.

with published data of the N protein of RPV (RBOK and
lapinized strain), PPRV, CDV and MV (GenBank accession
numbers CAA83177, P37708, CAA52454, P04865 and
AAF85675, respectively) (Fig. 5b). Reactive amino acids
that were shared between all morbilliviruses were not
considered as effective when the mAb had a differential
reactivity. The remaining residues were then compared to
define the minimum amino acid sequence involved in the
difference in reactivity among strains.

mAb ITH2 reacts with RPV, CDV and MV. It gave a nega-
tive result with PPRV 75-1, but reacted with some other
PPRYV strains (G. Libeau, unpublished data). Therefore, a
conserved sequence could be involved in the delineated
epitope with the contribution of a variable residue. '**D
and/or '*°D, which are conserved among RPV, PPRYV,
CDV and MV strains, could be involved. Taken together
with the previously identified residues, the contributing
motif for IIH2 was found to be '*°G----'#D---1*'E.1¥y__
137D 138 4nd 8E.

mAD 48-5 reacted with all RPV strains except RBT1. In the
area of peptides recognized by this mAb, there are three
main amino acid changes between RBT1 and other RPV
strains: '>'L, *°S and '**F in the protein sequence align-
ment. In the same region, four other amino acids are not
conserved between different RPV strains: >*E for RBOK,

135F for RPV Saudi, '*®G for RPV lapinized and 43R for
RPV Egypt. In total, within the sequence between aa 131
and 144, there are seven changes. In addition to this region,
the cooperation of the motif '“/FE'*® was found to be
necessary for an efficient reaction with the RPV N protein.
The motif recognized by mAb 48-5 was therefore deter-
mined to be ’D---RYFTY--PND'® '*4S-FE'*®. As this
does not react with RPV RBT1 strains, the three amino
acid changes noted for this strain, 1311, 1365 and *F, might
be critical for the formation of the epitope

By using the same deductive method, the contributing motifs
for mAb IVB2 were found to be '*’D---RYFTY---ND'**
5Y_F'*_ mAb 33-4 is different from the preceding mAbs in
that it recognizes different morbilliviruses, including MV,
CDV and PPRV (DMV was not tested). Alignment analysis
between the four viruses suggests that the amino acid
sequence implicated in the interaction of antigen with this
mAb was '*’DEAD--F-Y---ND'*® “*WEEN'".

Antibody-binding sequence comparison between
mouse mAbs and sera from immunized or
convalescent goats and cattle: correlation with
the secondary structure of the epitopes

To determine whether the epitopes that we identified
within the amino-terminal region of RBOK N are
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Table 2. Reactivity pattern of cattle and goat antibodies to the amino terminus of the RPV RBOK N protein

An indirect ELISA spot test was performed to identify the location of the B-cell epitopes. Sera were tested when the response reached the plateau.
Results were expressed as 0, +, + and + + for low, medium and high reaction, respectively.

Peptide Amino acid sequence of peptide RBOK N Cattle and goat sera and mAbs
no. (aa 115-150)
Start Sequence End PPR 75-1 RP Chad Lineage Saudi RBOK IIH2 48-5 IVB2 33-4
position position goat cattle  II cattle Arabia goat cattle mAb mAb mAb mAb

1 115 TFASRGTSMDDE 126 + + + + + + 4+ 0 0 0 0
2 116 FASRGTSMDDEA 127 0 7+ + & + + + 0 0 0 0
) 117 ASRGTSMDDEAD 128 0 o2 Cp &+ 0 0 0 0 0
4 118 SRGTSMDDEADR 129 + + + + 0 0 0 0 0
5 119 RGTSMDDEADRY 130 0 + + + ++ A 0 0 0 0
6 120 GTSMDDEADRYF 131 0 =+ A i #+ + G 0 0 0
7 121 TSMDDEADRYFT 132 0 + + + + + + 0 0 0 0
8 122 SMDDEADRYFTY 133 0 £ =+ + i + + + +
9 123 MDDEADRYFTYE 134 0 % S + S + ot + =+
10 124 DDEADRYFTYEE 135 0 =+ =+ + 0 e o + +
11 125 DEADRYFTYEEP 136 0 + o + 0 + + + +
12 126 EADRYFTYEEPN 137 + + + + 0 0 0 0 0
13 127 ADRYFTYEEPND 138 =+ =+ & g + B 22 + =
14 128 DRYFTYEEPNDG 139 + * * ++ + + + +  +
15 129 RYFTYEEPNDGE 140 =+ * - + # = + + + +
16 130 YFTYEEPNDGEE 141 + + aE ol + 4 I 8= P
17 131 FTYEEPNDGEER 142 =+ B ++ ++ + + + 42 +
18 132 TYEEPNDGEERQ 143 == + A £ 4+ + 0 0 + =+
19 133 YEEPNDGEERQS 144 0 += a2 + 0 0 0 0 0
20 134 EEPNDGEERQSY 145 0 0 0 GE 0 0 0 0 0
21 135 EPNDGEERQSYW 146 0 0 0 + + 0 0 0 0
22 136 PNDGEERQSYWF 147 0 + 0 4 + 0 + + +
23 137 NDGEERQSYWFE 148 + 4+ 0 * 0 =+ % # 2
24 138 DGEERQSYWFEN 149 0 + 0 + 0 0 0 0 0
25 139 GEERQSYWFENR 150 + + + et + 0 0 0 0

immunodominant in ruminants, we compared the pep-
tide-reactivity pattern obtained with the different mAbs
studied with those with sera from immunized or
convalescent goats and cattle. To this end, five different
sera were analysed. The history of the sampled animals is as
follows: a bovine that recovered from rinderpest during an
outbreak in Chad in 1987, an RPV RBOK-vaccinated
bovine, a bovine infected experimentally with an RPV
strain isolated from an antelope (RPV Kudu strain; H.
Wamwayi, personal communication), a goat inoculated
with RPV Saudi strain and another vaccinated with the
attenuated PPRYV strain 75-1. Sera were analysed by indirect
ELISA on the peptide-spotted membrane and the results
are summarized in Table 2. The convalescent serum had a
generally strong reaction, with maximum reactivity in the
region encompassing residues 126—133, whereas residues
145-147 did not appear to be involved in the binding.
The other sera had weak (RBOK), moderate (lineage II) or
strong (Saudi) overall reactivity; they also reacted with
peptides located in the region of aa '*’RYFTY'?,
demonstrating that these amino acids were strongly
immunodominant for the humoral response to RPV

infection. The similar reactivity observed for the four
anti-RPV animal sera suggests that the immunogenicity of
the region encompassing aa 129-133 is conserved among
the virus strains and corresponds to the recognition sites
of the mAbs. On the other hand, the anti-PPRV goat
serum had weak or no reaction with the region
encompassing these residues, confirming the difference
in the amino acid sequence. The slight reacti-
vity observed with peptides covering the variable sequence
137-143 could be explained by a similar amino acid con-
formation or a cross-reactivity with an unknown RBOK
sequence. Overlapping synthetic peptides covering aa
415-495, corresponding to the variable sequence at the
carboxy terminus of the N protein of the RPV RBOK
strain, analysed with the ruminant sera also indicated that
this region induced a strong immune response (data not
shown). The efficiency of a mAb in cELISA to detect the
humoral response to RPV is primarily due to the sharing
of the same recognition epitope between mAbs and
immune sera. Hypothetically, the immune response
against a different and non-competitive epitope should
not be taken into account.
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a i o
1 80
aa MASLLXSLALFKRAKDKPPLAAGSGGAIRGIKHVIVVPIPGDSSITTRSRLLDRLVKMYVG
Consensus HHHHHHHHHHHH EEEEEE HHEHHHHHHHHHHHH
a a i} B
0000000000 000000 r—
61 120
aa DPDISGPKLTGALISILSLFVESPGQLIQRITDDPDISIKLVEVVQSDKTQSGLTFASRG
Consensus HHHHHHHHHHHEH HHHHHHH EEEEEEEE EEEE
a a
121 180
aa TSMDDEADRYFTYEEPNDGEERQSYWFENRDIQDIEIQDPEGFNMILATILAQIWILLAK
Consensus HHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
o o B a
0 0000000000 — 000000000000000000000000
181 240
aa AVTAPDTAAESELRRWVKYTQQRRVIGEFRLDKGWLDTVRNRVAEDLSLRRFMVALILDI
Consensus H HHHHHHHHHHH EEE HHHHHHHHHHEHEHHHHHHHHHHHHHHH
a a a a a
241 300
aa KRTPGNKPRIAEMICDIDTYIVEAGLASFILTIKFGIETMYPALGLHEFAGELSTIESLM
Consensus H HHHHHH HHEHHHHHHHHHHHHEH HHHHHHH  HHHHHHHHH
a g a a a
—_— 0000000 L 0
301 360
aa NLYQQMGELAPYMVILENS IQNKFSAGAYPLLWSYAMGIGVELENSMGGLNFGRSYFDPA
Consensus HHHHHH EEEEE HHHHHHHH H HH
(v a a p
0000000000 000000 00000000000 —_—
361 420 Fig. 6. Secondary-structure prediction of the
aa YFRLGQEMVRRSAGKVSSNLASELGITEEEARLVSEIAAYTSDDRNNRTSGPKQAQVSFL N . .
rotein of th PV.
Consensus HHHHEHEHHHHH HEEEEHE  HHHEHHHHHHHHH EEEEE protein of the RBOK st'ra|.n of R A
sequence consensus predicting probable
a secondary structures and folding classes
0 along the polypeptide chain was deduced
2l 460 from the programs PROFSEC (Rost, 2001),
aa RTDQGSEAQHSASKKDEARAPQVKKETRTSSKSDKHKEGTDKEPVSSSAMTLIDVDTTLE )
ConaenEng H SUBSEC, GOR4 (Garnier et al, 1996),
PREDATOR (Frishman & Argos, 1996), PSIPRED
a (Jones, 1999), JNET (Cuff & Barton, 2000) and
0000000000000 ssPrO (Baldi et al., 1999). Structure elements
i81 325 (B-sheets, a-helices and loops) are mapped
aa ADTDPLESKKSAEALLRLQAMAGILGDSTLGNDSLRAYNDKDILN ' p PP

Consensus HHHHHHHHEHHHHHHH

onto the sequence.

The immunogenic properties of the N protein correlated
with the secondary-structure prediction that was generated
(Fig. 6). An a-helix structure from '**D to '»’Y fitted inside
the major antigenic motif delimited on peptide DEADRY-
FTYEEPND. Helical configuration may lead to better
fitting with immune-system molecules, rendering them
more immunogenic.

DISCUSSION

RPV, as all other morbilliviruses, induces an efficient
immune response, but also, paradoxically, a transient
immunosuppression, in its host (Heaney et al., 2002, 2005;

Laine et al., 2003, Kerdiles et al., 2006). This latter charac-
teristic is responsible for secondary bacterial infections,
which are common to all morbillivirus infections. N is the
most abundant viral protein and anti-N antibodies are
produced rapidly after infection, supporting the view that,
during antibody synthesis, there is a direct release of RPV
N into the extracellular compartment, where it binds to
B-cell receptors (Laine et al, 2003). Previously (Libeau
et al., 1997), we identified six antigenic sites on the RPV N
by a competitive-binding assay of mAbs to the protein.
In the present study, we used a combined strategy of
truncated mutants and peptide analysis to map these
antigenic sites more precisely. Our results point to a more
efficient immunogenicity of the amino-terminal than the

http://vir.sgmjournals.org
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carboxy-terminal region of RPV N in the mouse immune
system. All but one mAb bound to the non-conserved
amino acids at positions 115-150 within the amino-
terminal domain of RPV. This short sequence of low
similarity (40 %) fits into a well-conserved region among
members of the genus Morbillivirus and has already
been described by Giraudon et al. (1988) and Buckland
et al. (1989) on the MV N protein. Located in a low-
hydrophobicity stretch of the protein, it may be exposed to
the protein surface (Karlin et al.,, 2002). It was surprising
that only one mAb, 3-1, bound to the carboxy-terminal
sequence, which is known to be highly hydrophilic and
also predicted to be exposed to the surface of morbillivirus
N proteins (Liston et al., 1997; Karlin et al., 2002; Longhi
et al., 2003). Our results are similar to those of Choi et al.
(2003a, b, 2004), who mapped the binding sites of the anti-
N mAbs that they produced against the RPV LATC strain
to the amino terminus (Choi et al, 1998), but identified
immunodominant linear B-cell epitopes at the carboxy
terminus when using anti-RPV bovine sera. Buckland et al.
(1989), in contrast, identified three antigenic sites on the
MV N recognized by anti-N mAbs: one in the amino-
terminal region and two in the carboxy terminus. If the
amino as well as the carboxy termini of RPV N are exposed
on the surface of the protein, the amino-terminal epitopes
are certainly better recognized by the mouse immune
system. The data presented here confirm that the region
located between aa 115 and 150 is highly immunogenic in
mice.

For all mAbs studied except one, the epitopes that they
bind to are within the same area, although they defined
different binding sites by absence of mutual competi-
tion. mAbs IVB2 and 33-4 were directed against linear
epitopes, whereas mAbs ITH2 and 48-5 demonstrated anti-
conformational reactions. These two last mAbs may
therefore recognize residues distant in sequence from
the short, variable amino-terminal cluster, but near their
three-dimensional position. The sequential epitope defined
by peptide mapping is part of a more complex conforma-
tional epitope and explains the lack of competition
between these two mAbs and the anti-sequential mAb as
defined in the precedent work (Libeau et al, 1997).
Nevertheless, we defined for these four mAbs a major
antigenic motif, DEADRYFTYEENPND, from 125D 1o
8D, To confirm the prominent immunogenic role of this
short sequence in the amino-terminal part of RPV N,
in silico sequence—structure analysis was performed and
this identified an a-helical configuration between '**D and
133y, thus defining overlapping residues as essential for
mADb recognition. The presence of structures such as short
o-helices or f-turns seems to be critical for increased
flexibility and enhanced immunogenic properties of
epitopes, due to a better activation of the immune system.
Indeed, Alba et al. (2003) demonstrated for Plasmodium
falciparum that peptides presenting an «-helical fragment
between residues 5 and 10 maintained greater flexibility
in the rest of the molecule and were immunogenic and

protective. Although the region comprising aa 115-150 of
N has low similarity between morbilliviruses, we mapped
the epitope recognized by mAb 33-4 (site VI) in that
region. This antibody is the only mAb to recognize all
morbilliviruses and its binding site is composed of residues
that are, in fact, well conserved within the genus:
126EAD128____13IF _______ 148EN]49.

Among our mAbs, those determining sites II, III and IV
were the most interesting for use in a cELISA for differential
serodiagnosis between rinderpest and peste des petits
ruminants. Indeed, mAb IVB2, belonging to the group
directed against site IV, has already been used in such a test
(Libeau et al., 1992). However, whilst unable to react with
PPRV strains in an immunofluorescence test, mAb IVB2
showed a cross-reaction of approximately 10 % with anti-
PPRYV sera in the cELISA format (data not shown). Cross-
reactivity among morbilliviruses is known to be important
and has hampered the development of highly sensitive and
specific serological tests to differentiate between RPV and
PPRV infections, two serologically related infectious
agents of ruminants that also give rise to similar clinical
symptoms. When we developed cELISA tests for the
detection of the humoral response to RPV or PPRV, high
sensitivity and specificity depended primarily on the
correspondence of recognition sites of the specific mAb
and antibody from natural immunity response to the
virus. In this study, sharing of the recognition epitope
between mAb IVB2 and anti-RPV sera from ruminants
was demonstrated, whereas it was shown not to be the
case with PPRV antisera. Indeed, looking at the 10 aa
that are critical for the antigenic site recognized by mAb
IVB2, only three residues, 130y 131g and M7F, are conserved
between RPV and PPRV and are insufficient to create an
antigenic epitope for cross-reactivity. Thus, in the absence
of sequence identity between PPRV and RPV in the so-
defined immunodominant region of the amino-terminal
variable region of N, the serological cross-reactivity
observed between RPV and PPRV with the IVB2 mAb-
based cELISA could be explained by steric hindrance
for the recognized epitope, due to the proximity of an
epitope common to both RPV and PPRV in the conserved
regions upstream of aa 120 and downstream of aa 145. In
an attempt to alleviate the steric hindrance, three histidine
residues were inserted between aa 120 and 121, and three
others between aa 145 and 146. The N mutant that was
obtained was not recognized by mAb IVB2 (S. C. Bodjo,
unpublished data). The insertion of the six histidine
residues has probably introduced a dramatic change in
the conformation of the epitope. The major antigenic
motif delimited on peptide DEADRYFTYEEPND bearing
the o-helix structure is therefore a promising candidate
for consideration as an antigen for peptide-based ELISA
diagnostic tools. Practically, the diagnostic capacity of
small polypeptides or synthetic peptides composed of
this antigenic motif remains to be validated in the in-
direct ELISA format by using extended RPV and PPRV
sera.
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1.2. Résultats complémentaires.

1.2.1. Production d’AcMs contre la région variable aa 421-490 C-terminale et

analyse de ces AcMs en cELISA.

La cartographie de 1’épitope de I’AcM 38-4 (utilisé dans le test cELISA PPR) a été
réalisée et celui-ci est localisé dans la région N-terminale de la protéine N PPRV (Choi et al,
2005b). Au cours de nos travaux nous avons montré que cet épitope est de structure
conformationnelle et le domaine 121-145 de la région N-terminale de la protéine N PPRV est
essentiel pour sa formation (article 2). Ainsi comme pour I’AcM IVB2, la localisation de
1I’épitope de 1I’AcM 38-4 expliquerait son déplacement par les anticorps anti-N RPV. Il nous a
semblé nécessaire de produire de nouveaux AcMs anti-N spécifiques pour chaque virus, de la
région hypervariable C-terminale, longue de 70 aa. Nous avons pensé que des AcMs dirigés
contre cette région seraient moins sujet a un déplacement par les anticorps anti-morbillivirus
hétérologues et permettraient d’éviter les réactions de détections croisées observées avec les
tests cELISA N PB et N PPR actuels. Ainsi, dans un premier temps des AcMs dirigés contre
la séquence aa 421-490 de la protéine N de PPRV ont été produits et testés en cELISA. Pour
cela le domaine aa 421-490 a été exprimé et a servi a I'immunisation de souris pour la

production d’AcMs.

1.2.1.1. Expression des aa 421-490 de la protéine N PPRV in vitro et

immunisation de souris Balb/c pour la production d’anticorps.

Le cDNA correspondant au géne de la protéine N de PPRV cloné dans le plasmide
pT7T3D (Diallo et al, 1994) a été amplifié par PCR avec I’enzyme Pfu DNA polymérase
(Stratagene®) et les amorces Np62 (5’atggctactctccttaaaag3’) et T3
(S'aattaaccctcactaaaggg3’). Apres digestion par I’enzyme de restriction Not I, le produit
amplifié a été cloné dans le plasmide pFastBac HTb (Invitrogen) entre les sites des enzymes
de restrictions Stu I et Not I pour générer le plasmide pFastBacN. A partir de ce plasmide une
PCR a été réalis€ée avec les amorces PPR421IN (5’cagcataaaacagatgagggagagtc3’) et Bac2
(S'acaacgcacagaatctageg3’) et ’enzyme Pfu DNA polymérase (Stratagene®) pour récupérer le
fragment nucléotidique correspondant a la séquence aa 420-525 de la protéine N. Ce fragment
digéré par I’enzyme de restriction Xho I a é€t€ a son tour inséré dans le plasmide pIVEX-MBP

(Roche®) entre les sites Stu I et Xho I pour donner le plasmide pIVEX-MBPN420-525. A
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partir de ce plasmide, une délétion de la séquence nucléotidique des aa 491 a 525 a été
réalisée selon la stratégie de mutagenese par PCR (Ailenberg and Silverman, 1997) avec les
amorces 490R (5’ ptctttgagectcacgagggttttgac3’) et pTAG (5’ ptgagcagacgcaccctcegtecaaate3’)
phosphorylés en leur extrémité 5. La ligation des bouts 5’avec les bouts 3’des produits de
PCR de délétion a généré un nouveau plasmide, le pIVEX-MBPN421-490. Les différents
plasmides obtenus au cours des différentes étapes ont été propagés avec les bactéries DHS5a
(Invitrogen) et purifiés avec le kit Qiagen DNA plasmid purification (Qiagen). Le plasmide
pIVEX-MBPN421-490 purifié a servi pour 1’expression in vitro avec le systéme Rapid
Translation System (Roche®) du fragment aa 421-490 en fusion avec la protéine MBP. La
protéine correspondante a été analysée par SDS-PAGE (Figure 1) et purifiée selon le
protocole du kit MagneHis ™Protein Purification System (Promega) et servi 4 I’immunisation

de souris Balb/c pour la production d’anticorps monoclonaux.

Lysat Control Control  MBP+ ~ 77
MBP GFP 420-490

Figure 14: Expression de la séquence variable aa 421-490 de la protéine N en fusion avec la
protéine MBP. Ligne 1: M marquer Benchmark (Invitrogen), ligne 2: lysat E.Coli (Mix de
réaction RTS), ligne 3: control MBP (RTS pIVEX-MBP), ligne 4: control GFP (RTS GFP),
ligne 5: RTS Séquence 421-490 in pIVEX-MBP tube 1, ligne 5: RTS Séquence 421-490 in

pIVEX-MBP tube 2.°Bandes correspondant aux protéines d’intérét exprimées.
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Trois AcMs (P4GS, P4A3 et P2A9) anti-N de PPRV et dirigés contre le domaine
variable aa 421-490 ont été obtenus. L’épitope reconnus par chacun des AcMs (Figure 2) a été

identifié a I’aide de peptides de synthese (Tableau 4).

MAb PAGS

354

5 =1
2.5+ H

F050203-P4A3

15b

MAb P2A9

Figure 15: Détermination des épitopes des AcMs P4GS, P4A3 et P2A9 en iELISA avec a
partir de peptides de la protéine N (Tableau 4). 15a: épitope AcM P4G5 (PepSeib2:
EGESPTPATREEVK), 15b: épitope AcM P4A3 (PepSeib9 GETPGQLLPEIMQE) et 15¢:
épitope AcM P2A9 (PepSeib12 ELSRESSQNPREAQ).

=TT =



Travaux de recherche

Séquence aminoacide

Peptides
PepSeibl: [aa] 421-434 QHKTDEGESPTPAT
PepSeib2: [aa] 426-439 EGESPTPATREEVK
PepSeib3: [aa] 431-444 TPATREEVKAATPN
PepSeib4: [aa] 436-449 EEVEARTPNGSEGR
PepSeib5: [aa] 441-454 AIPNGSEGRDTKRT
PepSeib6: [aa] 446-459 SEGRDTERTRSGKP
PepSeib7: [aa] 451-464 TKRTRSGKPRGETP
PepSeib8: [aa] 456-469 SGKPRGETPGQLLP
PepSeib9: [aa] 461-474 GETPGQLLPEIMQE
PepSeibl0: [aa] 466-479 QLLPEIMQEDELSR
PepSeibl1: [aa] 471-484 IMQEDELSRESSQN
PepSeib12: [aa] 476-489 ELSRESSQNPREAQ
PepSeibl13: [aa] 481-494 SSQNPRERAQRSAER
PepSeibl4: [aa] 486-499 REAQRSAFAT.FRLY
PepSeib13: [aa] 491-504 SAEATFRLQAMAKI
PepSeibl6: [aa] 496-509 FRLOAMARILEDQGE
PepSeibl7: [aa] 501-514 MAKILEDQEEGEDN
PepSeibl8: [aa] 506-519 EDQEEGEDNSQIYN
PepSeib19: [aa] 511-525 GEDNSQIYNDKDLLS

Tableau 4: Peptides de synthese de la région C-terminale
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1.2.1.2. Analyse des AcMs en cELISA.

Les trois AcMs P4G5, P4A3 et P2A9 ont été testés en cELISA et seul I’AcM P4GS5 a
donné des résultats intéressants en test de compétition avec des sérums anti-PPR. La
compétition entre les sérums anti-PPR et le P4GS a été comparé a celle des mémes sérums
avec I’AcM 38-4 utilisé en cELISA (Libeau et al, 1995) et dont I’épitope est localisé dans un
domaine immunodominant. Chacun des AcMs P4G5 et 38-4 a été mis en compétition avec
une série de dilutions d’un sérum de chévre anti-PPR. Le pourcentage d’inhibition (PI) de la
fixation de chacun des AcMs par chaque dilution de sérum a été calculé. Les résultats
présentés a la Figure 16 montrent une parfaite similitude de compétition entre ces AcMs et les

différentes dilutions du sérum anti-PPR.

Série de dilutions de sérum de chévre positif a la PPR

|5 AcM 38-4 B AcM P4Gs5 |

Figure 16: Comparaison des AcMs 38-4 et P4G5 en test cELISA. Une série de dilutions de
sérum anti-PPR a été incubée avec une quantité fixe des AcMs 38-4 et P4GS. Le PI de chaque
dilution de sérum avec I’AcM a été calculé. Toutes les dilutions de sérums avec des PI > 50%
sont considérées positives. Les AcMs 38-4 et P4GS présentent une parfaite similitude en

réaction cELISA.
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Nous avons par la suite cherché a déterminer si ’AcM P4GS5 utilisé en cELISA
pourrait permettre d’avoir un test spécifique pour le diagnostic sérologique de la PPR. Des
sérums de bovins anti-PB ont ainsi été utilisés en cELISA avec I’AcM P4GS. Les résultats
obtenus montrent que le test présente des réaction de détections croisées des sérums anti-PB,

identiques a ceux du test bas¢ sur I’AcM 38-4 (Tableau 5).

Sérum Nppr Nppr
Anti- RPV AcM P4G5S AcM 38-4
UC 82-D14 56.47 68.66
UC 82-D24 56.08 70.02
UC 82-D28 55.63 63.85
UC 82-D40 49.50 56.25
UC 82-D60 47.75 62.37
MZ 98-D14 63.37 68.83
MZ 98-D24 74.26 75.89
MZ 98D28 71.17 75.89
MZ 98-D40 59.22 67.76
MZ 98-D60 60.97 70.24
1978-D24 60.65 71.62
1978-D28 60.77 70.33
1978-D40 58.24 61.45
1978-D60 53.08 61.13
1946-D14 70.14 75.87
1946-D24 67.29 64.36
1946-D28 70.40 70.87
1946-D40 5733 53.53
1946-D60 63.64 63.34
1977-D14 77.08 83.66
1977-D24 62.22 73.54
TE 40 81.52 92.11
TE 37 71.35 79.17
UG 63 54.89 54.87
UB 86 49.29 58.73
VF 97 47.98 56.03

Tableau 5: Pourcentage d’inhibition (PI) de sérums PB+ avec les tests cELISA utilisant
respectivement les AcMs P4GS et 38-4. Les sérums avec des PI > 50% sont considérés

positifs.
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1.2.2. Analyse de la capacité de la région variable en C-terminale a induire la

production d’anticorps chez les animaux.

Pour comprendre le déplacement de 1’AcM P4GS5 par les anticorps anti-N de RPV en
test cELISA, nous avons cherché a caractériser les différentes structures antigéniques
localisées dans la séquence aa 421-490 de la protéine N de PPRV. Pour cela un géne
synthétique (SynthN421-490) correspondant aux nucléotides de la séquence variable, aa 421-
490, de la protéine N de PPRV dont les codons ont été optimisés pour une bonne expression
dans les cellules eucaryotes a été produit a partir d’une série de PCR avec des amorces et la

polymérase Pfu (Stratagene®).

Les amorces suivantes ont servi pour la synthese du géne synthétique par PCR:
- Synt1:5’gggaagcttgccaccatggageaccaccaccaccaccaccageacaagaccgacgagggcgagtecgeecaceeeceg3’
- Synt2:5’agtcgececacceccgecacgegegaggaggtgaaggecgecatceccaacggetcegagggecgegacaccaage3’.
- Synt3:5’ gccgegacaccaagegeacecgetceggeaageccegeggegagacceecggecagetgetgecegagateatge3’.

- Synt4:5’ccegatatctactgggectecegggggttctgggaggactegegggacagetegtectectgeatgatetegggeal’.

Chaque PCR a consisté a associer bout a bout les fragments de ce gene. Au total 3

séries de réaction PCR ont été réalisées pour la synthése de I’ADN correspondant au géne:

- La premiére réaction de PCR a été réalisée sans matrice d’ADN avec les amorces 4
et 3 qui possédent chacune une s€quence complémentaire;

- Le produit de la PCR 1 a servi de matrice pour la deuxieéme réaction réalisée avec les

amorces 4 et 2.

- Enfin les amorces 4 et 1 et le produit de la PCR 2 (utilis€ comme matrice ADN) ont

servi dans une troisiéme réaction de PCR.

Le programme d’amplification suivant a été utilisé pour chaque réaction de PCR:

- 1 cycle de 95°C/5min;
- 10 cycles de 95°C/30 sec, 45°C/30 sec (+0,5°C au cycle suivant), 72°C/2min ;
- 20 cycles 95°C/30 sec, 50°C/30 sec, 72°C/2min
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Apres synthése, le géne synthétique a été digéré par 1’enzyme de restriction Hind III
dont le site de reconnaissance a été inséré en amont du codon d’initiation ATG sur I’amorce
Synthl. Le produit digéré obtenu a €t€¢ inséré dans le plasmide pcDNA4/Myc-His B
(Invitrogen®) préalablement digéré avec les enzymes de restriction Hind III et EcoRV. Le
couple d’amorces Gene Synth.Start (5’atggagcaccaccaccaccaccaccage 3°) et BGH reverse
(5’tagaaggcacagtcgagg 3’) a servi a amplifier de nouveau le géne SynthN421-490 inséré dans
le plasmide pcDNA4/Myc-His B avec la polymérase Pfu (Stratagene®). Le produit de PCR a
été digéré par I’enzyme de restriction Not I et cloné par la suite dans le plasmide pENTR.11
(Invitrogen®) préalablement digéré par les enzymes Xmn I et Not I. Le plasmide résultant
(pENTR.11/SynthN421-490) a ensuite servi a la recombinaison avec le plasmide pDESTS
selon le protocole du kit GATEWAY Cloning (Invitrogen®) pour générer un nouveau
plasmide pDEST8/N Synth421-490. Ce dernier a servi a son tour a générer grace au kit Bac-
to-Bac (Invitrogen®), des baculovirus recombinants exprimant la protéine recombinante

SynthN421-490.

La protéine N PPR recombinante (Article 2) et le polypeptide issu du géne
SynthN421-490 produites dans des cellules SF21 ont été utilisés comme antigénes dans des
tests 1IELISA avec des sérums de petits ruminants anti-PPR. Les résultats (Figure 17)
indiquent que la protéine SynthN421-490 n’est pas reconnue par les sérums anti-PPR. Cela
pourrait signifier que cette région de la nucléoprotéine de PPRV semble ne pas contenir de
déterminants antigéniques capables d’induire la production d’anticorps chez les petits

ruminants (ovins et caprins).
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Comparaison Ags Nppr et SynthN420-490 en iELISA

AcM P4G5 Serum C++ G-9024-J15- S-341-J15-  S-336-J2-PPR- Control
PPR+ PPR+ Conjugué

[BSF21 BNppr BSynth 420450 |

Figure 17: Résultats de réactions iIELISA avec les protéines N et SynthN421-490 de PPRV
comme antigénes. Trois sérums anti-PPR (C++, G-9024-J15 et S-341-J15) et un sérum négatif
(S-336-J2) ont été utilisés dans cette étude. Les cellules SF21 non infectées ont servi de
control antigéne négatif. L’AcM P4GS5 a permis de vérifier la sensibilisation des plaques avec

les protéines.
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2. Etude des sites d’interactions N-N et N-M de la nucléoprotéine.
2.1. . Sites d’interaction N-N.

2.1.1. Article 2. Sites d’interaction de la nucléoprotéine du virus de la peste des
petits ruminants: Identification de deux domaines impliqués dans 1’auto-

assemblage.

Sanne Charles Bodjo, Mamadou Lelenta, Emmanuel Couacy-Hymann, Geneviéve.

Libeau, Daniel Gargani, Emmanuel Albina et Adama Diallo. (Manuscrit accepté).
Résumé:

La nucléoprotéine s’auto-assemble autour de ’ARN génomique viral au cours de la
réplication pour former la nucléocapside qui est utilisée comme matrice par la polymérase
(Moyer et al, 1990; Egelman et al, 1989). L’ARN viral encapsidé est protégé contre les
attaques de ribonucléases cellulaires. Exprimée seule, la nucléoprotéine des virus a ARN
négatif a la capacité de s’auto-assembler sur les ARN cellulaires pour former des structures
similaires a la nucléocapside virale. Le ou les domaines de la protéine N essentiels a son auto-
assemblage (interactions N-N) pour la formation de la nucléocapside ont été étudiés dans cette
partie de nos travaux. Des constructions de mutants de la protéine N tronquée ont €té réalisées
et exprimées. La protéine N entiere et sept mutants tronqués soit en région N-terminale ou en
région C-terminale ont été exprimés avec le systéme baculovirus. Chacun des mutants a été
co-exprimé avec la protéine entiere et les interactions entre protéines ont été analysées par
immunoprécipitation. Les résultats obtenus montrent deux domaines d’interaction N-N,
séquences aa 1 a 120 et 146 a 241, tous situés dans la région N-terminale. Le fragment aa 121
a 145, est lui important pour la formation et a la stabilité de la structure hélicoidale de la
nucléocapside. L’observation au microscope électronique des structures formées par la
protéine entiére et les mutants indique que la région N-terminale de la nucléoprotéine a un
role capital dans la formation de la nucléocapside. En effet, la protéine entiére et le mutant C-
terminal (NA421-525) forment des structures type nucléocapsidique, tandis que les mutants
tronqués dans la région N-terminale (NA1-145, NA121-145, NA121-241 et NA121-277)
forment des structures cristallines. Ces résultats montrent 1’absence de role majeur de la
région C-terminale 420-525 dans I’interaction N-N pour la formation de la nucléocapside. A
I’inverse la moindre délétion partielle dans la région allant des acides aminés 1 a 241 abolit la

capacité de la nucléoprotéine de s’auto-assembler en une structure type nucléocapsidique.
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Abstract

For Mononegavirales, the template for transcription and replication is not the naked RNA but the nucleoprotein (N) encapsidated genomic and
anti-genomic RNA. Because of this central role in the replication of these viruses, N has been the subject of numerous structural and functional
mapping studies. Here, we report on the cloning of the Peste des Petits Ruminants virus (PPRV) N gene into the baculovirus vector and the expression
of the protein in insect cells. By electron microscopy observation, we have shown that this recombinant PPRV N forms nucleocapsid-like particles
in insect cells in the absence of other PPRV proteins, as reported for other paramyxoviruses. As it is known that the formation of these particles is
first linked to the self-assembly of N, we have made several deletions in the PPRV N gene and expressed these mutants in insect cells. Analysis
of these proteins by immunoprecipitation and electron microscopy observation enabled us to map the N-N interaction domains into two regions
of PPRV N: aa 1-120 and 146-241. The fragment aa 121-145, which is not conserved within the morbillivirus group, is also required for the

formation/stability of the nucleocapsid helical structure.
© 2007 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Morbillivirus; Peste des petits ruminants; Nucleocapsid; Mapping; Self-association

1. Introduction

Peste des Petits Ruminants (PPR) are an acute and highly
contagious disease of small ruminants. It is endemic in many
countries in Africa, the Middle East, the Near East and South
Asia where it causes high mortality with significant economic
losses. Clinical characteristics include pyrexia, ocular and nasal
discharges, erosive stomatitis and diarrhoea. The causal agent
is a virus, the peste des petits ruminants virus (PPRV), which
belongs to the genus Morbillivirus in the family Paramyx-
oviridae (Gibbs et al., 1979). Other members of the genus
include rinderpest virus (RPV), canine distemper virus (CDV),

* Corresponding author. Tel.: +43 1 2600 28 355; fax: +43 1 2600 28 222.
E-mail address: Adama.diallo@iaea.org (A. Diallo).

0168-1702/$ — see front matter © 2007 Published by Elsevier B.V.
doi:10.1016/j.virusres.2007.08.005

measles virus (MV), phocine distemper virus (PDV) and dol-
phin Morbillivirus (DMV) (Barrett et al., 1993; Diallo, 1990).
Morbillivirus particles are composed of many helical ribonucle-
ocapsid copies packed inside a “bag” formed by the envelope
which derives from the host plasma membrane and into which
are inserted three proteins: the matrix protein (M) covering
the internal face of the envelope and the two external glyco-
proteins, the fusion (F) and the hemagglutinin (H) proteins
(Diallo, 1990; Rager et al., 2002). Each copy of the ribonu-
cleocapsid consists of a single-stranded RNA of negative sense
entirely wrapped by the nucleoprotein (N), which has two asso-
ciated minor viral proteins, the phosphoprotein (P) and the
large protein (L), the viral RNA dependent RNA polymerase
(RdRp). For all negative sense single-stranded RNA viruses,
the order Mononegavirales, genomic or anti-genomic RNA is
never naked in the host cell but is always encapsidated by N.
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Only this ribonucleocapsid structure is used as a template by
the RdRp for both transcription and replication (Egelman et
al., 1989; Moyer et al., 1990). Thus, N plays a central role
in virus replication and has been the focus of many studies to
unravel its structural and functional information along with its
interactions and with other viral components. Apart from the
Ebola virus, whose N protein needs the collaboration of two
other viral proteins, it has been shown that the sole expression
of the Mononegavirales N protein results in the formation of
nucleocapsid-like structures by the non-specific association of
the recombinant N to the RNA of the expression cell (Bhella
et al., 2002; Buchholz et al., 1993; Errington and Emmerson,
1997; Fooks et al., 1993; Huang et al., 2002; Karlin et al.,
2002; Sphener et al., 1991, 1997). However, in the presence
of the viral P protein, this non-specific RNA binding by N is
inhibited. The co-expression of both N and P results in the
formation of a soluble complex named NOP which promotes
specific binding to the genomic or anti-genomic RNA if it is
present (Curran et al., 1995; Sphener et al., 1991, 1997). The
viral genomic assembly is initiated by the specific binding of
NOP to the viral leader or trailer RNA and this is followed
by a cooperative assembly of N on the growing chain through
N-N and N-RNA interactions (Lamb and Kolakofsky, 2001).
In the case of MV, it has been shown that N undergoes a con-
formation change into a highly folded form, probably through
self-association, before its association into the pre-initiated
ribonucleocapsid (Gombart et al., 1993). Amino acids which
are involved in this maturation of MV N protein have been
mapped to two-thirds of the N-terminus of the protein, as is
the case for the Sendai virus, another paramyxovirus (Bankamp
et al., 1996; Buchholz et al., 1993; Liston et al., 1997; Myers
et al.,, 1999). So far MV is the only morbillivirus for which
the nucleoprotein self-association has been studied to iden-
tify the protein domains involved. In this paper, we report
the results of a study on the N-N interactions of a second
morbillivirus, PPRV. By a deletion of mutagenesis study, we
demonstrate that two zones of the PPRV N, aa 1-120 in the N-
terminus and aa 146-241 in the central conserved region, are
required for the formation of nucleocapsid-like particles that
were formed by PPRV N produced in insect cells by recombi-
nant baculoviruses. The small fragment aa 121-145, which is not
conserved within the morbillivirus group (Diallo et al., 1994),
is also required for the formation/stability of the nucleocapsid
structure.

Table 1

2. Materials and methods
2.1. Generation of PPRV N protein deletion mutants

The cDNA corresponding to the PPRV N protein gene
cloned into the pT7T3D plasmid (Diallo et al., 1994) was
amplified by PCR using Pfu DNA polymerase (stratagene) and
the following primers: the PPRV N gene specific primer Np62
and the T3 primer (see Table 1) binding to the plasmid backbone
downstream to the 3’end of the PPRV N gene. After digestion
by the restriction enzyme Notl, the amplified product was
subcloned into the plasmid pENTR 11 (invitrogen) between
the Xmn 1 and Notl sites to yield pENTR/N. From this new
plasmid, PPRV N cDNA was transferred into the pDESTS8
plasmid by using the gateway cloning kit (invitrogen) to obtain
pDestN. From this, seven deletion mutants (Fig. 1) were gener-
ated by PCR mutagenesis strategy (Ailenberg and Silverman,
1997) using phosphorylated primers (Table 1). These mutants
were named as follows: pDestNA1-145; pDestNA1-241;
pDestNA121-145; pDestNA121-241; pDestNA121-277,
pDestNA421-490; pDestNA421-525. Escherichia coli DH5a
cells were used for the propagation of plasmids obtained in the
different steps of this study. The plasmids were purified with
the Qiagen DNA plasmid purification kit (Qiagen).

Before their use to generate recombinant baculoviruses
through a bacmid (gateway cloning kit, invitrogen), inserts in
the plasmid pDestN and its derivate deletion mutants were
sequenced on an ABI prism 3130 xI genetic analyzer (applied
biosystem) to confirm the sequence of the desired protein. The
insect cells Spodoptera frugiperda SF21 were used to propa-
gate the recombinant viruses. The cells were cultured at 27 °C
in Grace’s insect medium supplemented with 10% of foetal calf
serum. The expression of the recombinant proteins was ana-
lyzed by gel electrophoresis and Western blot. For this, 96-well
microplates were seeded with 20 000 cells/well and infected with
the recombinant virus at the dose of 10x of infection (MOI).
At 72 h of post-infection, the supernatant was removed and the
cells were lysed in 500 pl of SDS-PAGE sample loading buffer.
After heating the sample at 70 °C for 10 min, 10 .l was submit-
ted to SDS-PAGE (NUPAGE gel, invitrogen). Proteins from the
gel were then electro-transferred to 0.2 wm PVDF membrane
(invitrogen). The proteins that were fixed onto the membrane
were then probed for 1h at room temperature with a mixture
of the monoclonal antibodies (mAbs) 38-4 and P4G5 diluted

List of the deletions and the primers used in the amplification of the PPRV nucleoprotein gene for the construction of the different recombinants

Primers used for deletion

Plasmids Amino acid deleted
pDestNA1-145 1-145
pDestNA1-241 1-241
pDestNA121-145 121-145
pDestNA121-241 121-241
pDestNA121-277 121277
pDestNA421-490 421-490
pDestNA421-525 421-525

pEntR/N and pDest/N 0

ATTLIR: aaagcctgettttttgtacaa; PPR146N: gttgatccttttcttacttccacte

ATTLIR: aaagcctgcttttttgtacaa; PPR242N: aggacccececggeaacaagecaagg
PPR120R: accacgtgatgcaaaggtcaaccc; PPR146N: gttgatccttttcttacttccactc
PPR120R: accacgtgatgcaaaggtcaaccc; PPR242N: aggacccccggeaacaagecaagg
PPR120R: accacgtgatgcaaaggtcaaccc; PPR278N: gaaaccatgtatcctgeattaggee
PPR420R: gaggaaggagacctgcgectgtcgagg; PPR491N: tcggetgaggeactcttcaggetge
PPR420R: gaggaaggagacctgcgectgtegagg; pTAG: ptgagcagacgcacccteegtccaaate
Np62: atggctactctccttaaaag; T3 primer: aattaaccctcactaaaggg
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Full N

NA1-145

NAl-241

NA121-145

NAI21-241
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Fig. 1. Schematic representation of the deletion mutants of PPRV N protein. Deletions are made in the PPRV N gene by PCR as indicated in Section 2 and using the
primers presented in Table 1. The name of each protein mutant corresponds to the amino acid sequence that has been deleted. The deletion is represented by the dots.

into phosphate-buffered saline (PBS [pH 7.4]) containing 0.5%
tween and 5% powder milk. After washing the membrane twice
with PBS, the immune complexes were detected using goat anti-
mouse immunoglobulin antibodies conjugated to horseradish
peroxidase (HRPO), with subsequent detection of signal using
the ECL system (Amersham) according to the manufacturer’s
instructions.

2.2. Mapping the epitope of PPRV N protein mAbs

Two anti-PPRV N protein mAbs were used in the study: mAb
38-4 produced against the full N protein (Libeau et al., 1997)
and mAb P4GS5 that was produced against PPRV N C-terminus
(Lelenta et al., unpublished data). The areas recognized on the
PPRV N protein by these mAbs were identified by analysing
their reaction by Western blot against the recombinant PPRV full
N protein and the deletion mutants that were produced in insect
cells. The Western blot study was performed by using the mAbs
38-4 and P4GS5 individually on the blot which was obtained in 2.1
above but after stripping the membrane by submerging it in strip-
ping buffer (100 mM 2-mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5 mM
Tris—HCI and pH 6.7) for 15 min at 65 °C with occasional agi-
tation. Then, it was washed in PBS-tween twice for 10 min and
incubated in blocking buffer for at least 1h before perform-
ing detection. The epitope structure recognized by mAbs 38-4
and P4G5 was also analyzed by indirect ELISA (iELISA). For
that, the insect cells-expressed recombinant PPRV full-length
N protein was denatured in 4.5M urea solution at 65°C for
10 min. This N solution was used as antigen to coat the 96-well
plate (MaxiSorb microplate, Nunc) for the iELISA. The native
recombinant PPRV N protein and the non-infected SF21 cell
lysate were used as controls.

2.3. Identification of N-N interactions domains

To map the N-N interaction domains, insect cells were
co-infected with the recombinant baculovirus expressing the
full-length N protein and each of the N deletion mutant recombi-
nant baculovirus at the dose of 10 m.o.i. for each virus. At 72h
of post-infection, the cells were harvested and centrifuged at

2000 rpm for 10 min. The cell pellets were washed with NTE
buffer (Tris—HCI 50mM, pH 7.4, NaCl 150mM and EDTA
5mM) and then centrifuged at 2000 rpm for 10 min. The pel-
lets were re-suspended in lysis buffer, which was prepared by
supplementing NTE buffer with 1% triton 100, iodoacetamide
5 mM, PMSF 1 mM and the Roche protease inhibitors cocktail at
the dose recommended by the supplier (Roche). The lysate was
clarified by centrifugation at 2000 rpm for 10 min. To observe the
interaction between the full-length and the deleted N mutants,
the lysates were incubated for 2h at +4 °C either with mAb
P4GS5 when the mix contained C-deleted mutants (NA421-490
and NA421-525) or with mAb 38-4 when it contained N-deleted
mutants (NA1-145, NA1-241, NA121-145, NA121-241 and
NA121-277). Then, protein A-sepharose in NTE (50 .l of 50%)
was added to the mix and the incubation was continued for
another 2 h at +4 °C. Immune complexes were washed for five
times with lysis buffer and twice with PBS-T, then analyzed
by SDS-PAGE and transferred to PVDF membrane for Western
blot analysis as indicated above, but using a mixture of 38-4 and
P4G5 mAbs as primary antibodies.

2.4. Production and purification of N protein and deletion
mutants

Insect cells in 150 cm? flasks were infected with either the
recombinant baculovirus expressing PPRV full-length N protein
or the mutants at an m.o.i. of 10. A total of 10 flasks correspond-
ing to about 3 x 108 cells were used for the production of each
type of protein. At 3 days of post-infection, cells were harvested
and centrifuged at 2000 rpm for 10 min. The cell pellets were
washed with approximately 50 ml of NTE buffer and then re-
suspended in 3 ml of lysis buffer. The lysates were treated with
RNase A (200 p.g/ml, Sigma) and DNase I (5 units/ml, Sigma)
onice forabout4 h. They were then layered on top of a preformed
linear 10-60% (w/w) sucrose gradient (3.8 ml of 10% and 6.2 ml
of 60%) prepared in NTE buffer and were submitted to centrifu-
gation in a SW40 rotor (Beckmann) at 110,000 g for 30 min
at +4 °C. Following centrifugation, samples were collected top
down in 0.5 ml fractions and analyzed by iELISA using a mix-
ture of the mAbs P4GS5 and 38-4. Positive fractions were pooled
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and dialyzed in a D-tube dialyzer (Novagen) against NTE buffer
and then centrifuged on a continuous linear 20-40% (w/w) cae-
sium chloride (CsCl) gradient in a SW40 rotor at 250,000 g for
18 h at +16 °C. Samples were collected in 0.5 ml fractions from
the top and analyzed by iELISA as described above. The positive
fractions of each protein sample were pooled and concentrated
by dialysis against NTE buffer in a D-tube dialyzer. The RNA
content in the different purified N proteins was established after
reading the absorbance at 280 and 260 nm and determination of
the 260/280 ratios.

2.5. Electron microscopy (EM) analysis of purified PPRV N

In order to observe whether the amino acid sequence change
had an impact on the arrangement of the nucleocapsid structure,
the different PPRV N proteins that were purified above were
examined by electron microscopy. A drop of the purified sample
was applied to a carbon-coated grid. When the suspension had
partly dried, the grid was washed by touching it three times to
the surface of a drop of distilled water. After removing excess
water by touching the grid onto a filter paper, a small drop of
2% ammonium molybdate was applied to the grid for 1 min to
negatively stain the sample. The grid was dried with filter paper
from the edge. Visualization up to 25 000 x was made viaaJEOL
100CX 1II.

The samples were also examined by EM after immunogold
labeling. Grids previously coated with purified PPRV N pro-
teins were floated for 30 min on PBS containing either the mAb
P4G5 or the mAb 38-4 diluted at 1% in 0.1 M phosphate buffer
containing 0.1% tween 20. The grids were then washed with
phosphate/tween buffer and floated on a buffer containing goat
anti-mouse antibodies coupled to 10 nm colloidal gold particles
diluted at 1/25. After 30 min incubation, the grids were washed
and prepared for electron microscopy observation.

3. Results
3.1. Generation of deletion mutants of the PPRV N protein

In order to map the domain involved in the PPRV N self-
interaction, seven deletions were introduced in the PPRV N
gene either at S'end, the 3’end or at internal position. The
schematic representation of the deletions is shown in Fig. 1.
The full-length PPRV N and the truncated proteins were all well
expressed in insect cells by the corresponding recombinant bac-
uloviruses. As shown in Fig. 2a, protein bands corresponding to
the expected molecular weights of the different recombinant N
proteins (Table 2) were found in the SDS-PAGE and Western
blot analysis. However, breakdown products were detected in
the lines of the full-length N and of some N mutants (NA1-145,
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Fig.2. Identification of recombinant PPRV N produced in insect cells and mapping the epitopes recognized by the mAbs 38 and P4G5 on N by Western blot analysis.
Total proteins of insect cells infected with the different baculoviruses carrying the PPRV N gene, full-length and deleted mutants are separated on SDS-PAGE and
transferred onto PVDF membrane. The PPRV N protein is detected on the membrane by using the ECL kit and according to the manufacturer’s instructions. Primary
antibodies are specific PPRV N monoclonal antibodies mAb 38-4 and P4G5. For (a), a mix of the two mAbs was used. mAb 38-4 and P4G5 were individually used
for b and c, respectively. Lane 1: Protein Molecular Weight Markers MagicMark xp (invitrogen); lane 2: full N; lane 3: NA1-145; lane 4: NA121-145; lane 5:
NA121-241; lane 6: NA421-490; lane 7: NA421-525; lane 8: NA121-277; lane 9: NA1-241. The same blot was used for the three Western blot tests. After one
completion of Western blot, and before performing another one, the membrane was submitted for stripping to remove the bound antibodies as indicated in Section
2. This process also partially removes proteins directly bound to the membrane. Because of that, the molecular weight markers bands become weaker after each
stripping and are not visible on the last Western blot (c). Note: The MW markers 100 and 120 kd are too close (the upper band is the 120 kd protein).
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Table 2

Summary of the characteristics of the PPRV N proteins (full-length and mutants) used in the study

Proteins Molecular Protein concentration Absorbance mAb 38-4 mAb P4G5 Co-immunoprecipitation Nucleocapsid
weight (kDa) (ng/p.l) ration 260/280 reactivity reactivity with full-length N observed in EM
Full-length N 62 450.85 1.54 + + + +
NA1-145 45 249.4 1.23 - + + -
NA1-241 33 ND ND - + — —
NA121-145 59 195.29 1.42 - + + -
NA121-241 48 95.99 1.62 - + + -
NA121-277 43 214.95 1.41 — + + -
NA421-490 53 877.58 1.28 + — + +
NA421-525 50 905.63 1.29 + - + +

The different PPRV N proteins were produced in insect cells and purified as indicated in Section 2. For the evaluation of the RNA content in the different protein
preparations, their optical density was determined at absorbance of 280 and 260 nm with the Nanodrop® ND-1000 spectrophotometer. The concentration of the
protein was determined according to the OD value at 280 nm. Results of Figs. 25 are included in this table.

NA121-145, NA121-241 and NA121-277). In some cases,
bands of proteins migrating with molecular weights higher than
the expected size were also found. Since those bands are recog-
nized by the mAbs 38-4 and P4GS5, they are certainly oligomers
of recombinant PPRV N that are not dissociated into monomers
in the protein denaturation conditions used before loading the
samples into the gel.

3.2. Mapping epitope of mAbs 38-4 and P4G5 on PPRV
nucleoprotein

The results presented in Fig. 2b and ¢ shows the individ-
ual reactivity of mAbs 38-4 and P4G5 with PPRV full-length
and the different N protein mutants by Western blot analysis.
The mAb 38-4 reacted only with the full-length N protein and
the C-terminus truncated mutants NA421-490 and NA421-525.
In contrast, and as expected, mAb P4G5 produced against the
PPRV N protein C-terminus, reacted with all proteins except
these two C-terminus mutant proteins. These results, summa-
rized in Table 2, indicate that the epitopes recognized by the
mAbs 38-4 and P4GS5 are located at the N- and C-terminus
region, respectively. The deletion of amino acids (aa) no.
121-145 was enough to eliminate the epitope recognized by
the mAb 38-4. The second mAb, PAGS, which recognizes the
C-terminus of PPRV N, has a site located between aa 421 and
490 since the mutant lacking this fragment is not recognized by
this mAb. In the iELISA, while the mAb 38-4 failed to recog-
nize denatured PPRV N protein, mAb P4GS5 reacted with both
denatured and non-denatured antigens (data not shown). Those
results indicate that the epitope recognized by the mAb 38-4
might be conformational.

3.3. Identification of N-N interactions domains

To map the regions of PPRV N protein involved in self-
interactions, the strategy that was adopted was to use the
immunoprecipitation technique to analyze the interactions
between the PPRV N molecules synthesized in cells co-infected
with the baculovirus expressing the full-length (N) and each of
the N deletion mutants (NA). In that case, only N—N molecules

will be produced if the deletion has eliminated all potential inter-
action sites. But in the case of the existence of at least one of
these sites despite the mutation, then three types of N will be
produced in the co-infected cells: N-IN, NA-NA and N-NA. By
using a mAb is able to bind only to N in an immunoprecipitation
test, N-N and N-NA complexes will be precipitated in the latter
case but only N—N in the former. The separation of the immuno-
precipitate on SDS-PAGE would reveal both N and NA bands if
NA has still an N-N interaction domain. However, if NA does
not have the N-N interaction site, then only N will be seen on
the gel. By adopting this strategy, the mAb P4G5 was used to
immunoprecipitate the protein mixture with C-terminus trun-
cated mutants (NA421-490 and NA421-525) while the mAb
38-4 was used for the other mutants (NA1-145; NA1-241;
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Fig. 3. Analysis of the interaction between the PPRV wild type N protein
and various N deleted mutants. Insect cells were co-infected with recombi-
nant baculovirus expressing full N and another baculovirus expressing each of
the mutants. The cells were lysed in lysis buffer as indicated in Section 2. The
PPRV N proteins were immunoprecipitated from the lysate by either the mAb
38-4 or mAb P4G5. The immune complex was separated by SDS-PAGE and
transferred onto a PVDF membrane. The PPRV N proteins were detected by
using the ECL kit and a mix of mAb PAGS5 and mAb 38-4 as primary antibod-
ies. Lane M: Protein Molecular Weight Markers MagicMark xp (Invitrogen);
lane 1: control non-infected insect cells; lane 2: full N; lane3: N+NA1-145;
lane 4: N+ NA1-241;lane 5: N+ NA121-145; lane 6: N+ NA121-241; lane 7:
N+ NA421-490; lane 8: N+ NA421-525 and lane 9: N+ NA121-277. Note:
* immunoglobulin heavy chain; **, full-length N; O, NA deleted mutants.
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NA121-145; NA121-241; NA121-277). The results of the
PAGE analysis of the different immune complexes are shown
in Fig. 3. All mutants co-precipitated with N except NA1-241
(Fig. 3 and Table 2). These data indicate that all domains
involved in the N self-association are located in the first 241

aa of the protein sequence.
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3.4. Purification of the full-length and truncated N proteins

The sedimentation profiles of N and the different dele-
tion mutants NA detected by iELISA with PPRV N specific
mAbs are presented in Fig. 4. All proteins, except the dele-
tion mutant NA1-241, were purified by ultracentrifugation.
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Fig. 4. Histogram of the distribution of the full-length N and mutants in a continuous linear 20-40% (w/w) CsCl gradient. Insect cells SF21 were infected with
baculovirus expressing full-length N or deleted mutants at 10 m.o.i./cell for 72 h. The cells were then harvested and lysed. The lysate was overlaid onto a continuous
linear 20-40% (w/w) CsCl gradient and submitted to ultracentrifugation overnight as indicated in Section 2. After the centrifugation, the gradient was collected by
fraction of 0.5 ml volume and the presence of the PPRV N is detected by iELISA with specific PPRV N protein mAb.
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No band was obtained with this mutant. Most of the full-
length N protein was present in a peak distributed among
fractions 16-21of the gradient that corresponded to 30% CsCl.
This value is identical for MV ribonucleocapsids (Bankamp
et al., 1996). The N-terminus deletion mutants were dis-
tributed throughout the gradient, except mutant NA121-277,

which gave a main peak at fractions 15 and 16. The C-
terminus deletion mutants NA421-490 and NA421-525 were
also distributed throughout all fractions but gave two peaks:
at fractions 3-9 (20-25% CsCl) and fractions 16-20 (30%
CsCl). The data indicate that the N truncated proteins NA 1-145,
NA121-145, NA121-241, NA421-490 and NA421-525 can

Full N

NA1-145

NA121-145

NA121-241

NA121-277

NA421-525

Fig. 5. Electron microscopic observation of purified PPRV N protein. Purified proteins were re-suspended in PBS and coated onto grids for electron microscopy

(EM) observation in a JEOL 100CX II electron microscope at 80 kV at 70 000 x.
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generate structures which are different from those formed by
full N.

According to Mavrakis et al. (2002), structures formed by
the Marburg virus N protein which contain RNA have 260/280
absorbance ratio values between 1.19 and 1.76. Schoehn et al.
(2004) has reported a similar result for N of Measles virus
expressed in insect cells. In the present study, PPRV N and
mutants had values between 1.23 and 1.62 (see Table 2). If the
observations made by Mavrakis et al. (2002) and Schoehn et
al. (2004) are valid for all negative-stranded RNA viruses, then
our results might indicate the presence of RNA in the structures
formed by the different PPRV N proteins.

3.5. Electron microscopy analysis of PPRV N mutants for
their capability to form the nucleocapsid structures

The electron microscopy observation results for PPRV N
proteins purified by ultracentrifugation on a CsCl gradient are
shown in Fig. 5. The full-length N protein showed herringbone-
like structures resembling the nucleocapsids described for other
paramyxoviruses (Bhella et al., 2002; Fooks et al., 1993). The
C-terminus deletion mutants (NA421-525 and NA421-490)
gave similar nucleocapsid structures as for the full-length N
(data not shown for the mutant NA421-490). Deletion mutants
NA1-145,NA121-145, NA121-241 and NA121-277 formed
aggregate crystalline structures. In addition to those aggregates,
preparations of mutants NA121-241 and NA121-277 contained
also helical structures which looked different from those of the
full N. Immunogold labelling followed by electron microscopy
observation showed that the crystalline structures were formed
by N protein molecules like the helical structures (Fig. 6).

4. Discussion and conclusions

This study shows that N protein of PPRV is able to self-
assemble into nucleocapsid-like particles in the absence of viral
genomic RNA and other viral proteins, as previously shown
with other negative single-stranded RNA viruses (Bhella et
al., 2002; Errington and Emmerson, 1997; Fooks et al., 1993;
Hummel et al., 1992; Karlin et al., 2002; Kho et al., 2003;
Murphy et al., 2003; Samuel et al., 2002; Schoehn et al., 2004,
Sphener et al., 1991; Warnes et al., 1995). Indeed the electron
microscopy examination of purified N and also the C-terminus-
deleted mutant NA421-525 shows helical nucleocapsid-like
structures similar to virus nucleocapsid. This indicates that the
C-terminus (N-tail) is dispensable for nucleocapsid assembly,
as previously reported for other paramyxoviruses (Kho et al.,
2003; Kingston et al., 2004; Schoehn et al., 2004). However, we
cannot exclude a contribution of this fragment in the final struc-
ture of the nucleocapsid. Indeed, although the N-tail deleted
mutants form nucleocapsid helical structures similar to those
of the full-length N, their centrifugation profiles through the
CsCl gradient are not identical (see Figs. 4 and 5). It has been
shown for the MV N protein that removal of the C-terminal, an
intrinsically disordered fragment, results in a profound confor-
mation change of the helical nucleocapsid which becomes more
rigid than the full-length N nucleocapsid (Bhella et al., 2004;
Longhi et al., 2003; Schoehn et al., 2004). The preparations
of the mutants deleted in the N-terminus, aa 1-145, and in the
central region produced aggregated structures. However, in the
purified products of the central deletions mutants NA121-241
and NA121-277 helical structures are also found sometimes
although they look different from those obtained with the full-

NA121-377 S

NA421-525

Fig. 6. Immunogold electron microscopy observation of PPRV N proteins. The purified full-length N or deleted mutants were coated on grids and detected using a
PPRYV specific mAb, 38-4 or P4GS5. The fixation of the mAbs was revealed with goat anti-mouse antibodies coupled to 10 nm colloidal gold particles and observed

by electron microscopy at 70 000 x.
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length N. Analysis by gel electrophoresis of the deleted PPRV
N mutants produced during the study demonstrates the pres-
ence of protein bands at the expected sizes, but some others at
lower apparent molecular weight were observed, probably due
to breakdown products formed by cellular proteases, as reported
for other paramyxoviruses. In particular, it was shown that the
C-terminus region of paramyxoviruses N proteins is highly sen-
sitive to proteolysis and is easily removed (Karlin et al., 2002;
Murphy et al., 2003; Schoehn et al., 2004). The protein band
migrating at the size of 20-25 kDa with the mutant NA121-277,
recognized by the mAb P4G5 but not 38-4, is certainly the C-
terminus of the PPRV N protein. The iELISA results obtained
by testing the reactivity of the mAb 38-4 and P4GS5 on denatured
and non-denatured N indicate that mAb 38-4 might recognize
a conformational epitope on N that is destroyed by the denat-
uration process used before coating the ELISA plate. Despite
this characteristic, mAb 38-4 reacts very well in Western blot
analysis with the full N and the two C-terminal deleted mutants,
proteins which have conserved the normal nucleocapsid struc-
ture. However, the other mutants that have lost this structure, as
well as those that have aggregated particles when observed in
the electron microscope are not recognized by mAb 38-4. From
these data we conclude that our SDS-PAGE conditions do not
destroy all the nucleocapsid structure although partial reconsti-
tution of this structure during the transfer of the protein onto the
membrane cannot be excluded. However, apart from deletion
mutant NA1-241, all other mutants showed additional protein
bands with sizes greater than those expected, results indicating
the presence of oligomeric structures which were not dissociated
in the sample gel loading buffer during the protein denaturation
step before the gel electrophoresis. A similar result was obtained
with truncated N protein of respiratory syncytial virus (RSV)
(Murphy et al., 2003).

Previous studies on N of different paramyxoviruses con-
cluded that the N-terminus region was responsible for the N
protein self-assembly (Bankamp et al., 1996; Buchholz et al.,
1993; Kho et al., 2003; Kingston et al., 2004; Liston et al., 1997,
Murphy et al., 2003; Nishio et al., 1999; Schoehn et al., 2004).
Similar results were found during this study on N of PPRV.
Here, however, all the data indicate that at least two domains
are required for the formation of the nucleocapsid structure and
they are localized in the first 241 aa of N. Indeed only mutant
NA1-241 with a deletion covering all this region is incapable
of N-N interaction as demonstrated by immunoprecipitation
analysis of PPRV N protein from lysates of cells which were
co-infected with N wild type and each of the truncated pro-
teins. This result is supported by the inability of this mutant to
form any structure that could sediment through the CsCl gra-
dient. The mutant NA 1-145 forms aggregates, an indication of
the existence of the N-N interaction domain(s) between aa 145
and 241. Since the mutant NA121-241 also gives aggregates,
we deduce that the N-terminus aa 1-120 has also at least one
N-N interaction site. The amino acids which are involved in
that interaction might be important for the formation of the heli-
cal structures since such elements are found, although in low
amounts, in both purified NA121-241 and NA121-277 mutant
along with the aggregates. Murphy et al. (2003) found similar

results for the nucleoprotein of respiratory syncytial virus where
the aa sequence fragment 1-92 was sufficient to form a helical
structure. The individual deletion of fragment aa 121-241 or aa
1-145 is not enough to completely abolish all N-N interactions.
The mutant NA121-145 also forms aggregated structures which
would suggest that the deleted fragment of this mutant, which
is one of the two N variable long sequences within the morbil-
livirus group (Diallo et al., 1994), is important for the formation
or stability of the nucleocapsid helical structure. For MV, it was
demonstrated that aa 228-229 are critical for the formation of
the nucleocapsid structure (Karlin et al., 2002). This might be the
case also for PPRV N protein since those critical amino acids are
in the region aa 121-241 which is identified in this study as one
of the N-N interaction domains. This has still to be confirmed
with amino acid point mutations studies (work in progress).
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2.1.2. Résultats complémentaires: mutation des aa 228 a 229 (SL) de la protéine N.

Des mutations ciblées des aa serine (S) et leucine (L) respectivement aux positions
228 et 229 de la protéine N du virus de la rougeole ont montré que la protéine résultante perd
la capacité de former des structures nucleocapsidiques (Karlin et al, 2002). Pour confirmer
cela avec la protéine N de PPRV et montrer I’importance de la région N-terminale pour la
formation de la nucléocapside, des mutations similaires ont été réalisées. Les codons TCC et
TTA sur le géne de la nucléoprotéine de PPRV correspondant aux aa 228 (S) et 229 (L)
hygrophobes ont été remplacés par les codons AAC et GAG codant respectivement pour les
aa hydrophiles asparagine (N) et glutamate (E). La protéine recombinante NpNE résultante de
cette mutation a été exprimée dans les cellules d’insectes (SF 21) avec le systéme baculovirus
comme décrit dans I’article 2. Les AcM 38-4 et 33-4 et P4GS5 ont servi a caractériser la
structure formée par la protéine NpNE. Ces AcMs ayant un épitope conformationnel pour le

38-4 et linéaire pour les AcM 33-4 et P4GS.

Des tests de WB ont ainsi été réalisés avec les AcMs 38-4 et 33-4. Le résultat (Figures
18) montre que I’AcM 33-4 reconnait les différentes formes exprimées de la protéine N,
sauvage et mutée. A ’inverse I’AcM 38-4 ne détecte que la forme sauvage de la protéine N et

non la forme mutée a cause probablement de la modification de 1’épitope reconnu.

Des tests iELISA ont été également réalisés avec les protéines N normale, dénaturées
(dans une solution d’urée 6M) et mutées NpNE pour confirmer les résultats de WB. Ces
protéines ont été utilis€ées comme antigénes pour la sensibilisation des plaques de 96 puits
pour étudier la réactivité des AcMs 38-4 et P4GS. Les résultats présentés a la Figure 18
indiquent que I’AcM 38-4 ne reconnait que la structure normale de la protéine N PPRV et non
celle dénaturée ou mutée confirmant ainsi le résultat de WB et par la méme occasion la
structure conformationnelle de 1’ épitope du 38-4. L’AcM P4GS5 dont ’épitope est linéaire

reconnait toutes les différentes formes de la protéine N testées.

Cette étude indique que la mutation des aa hydrophobes S (228) et L (229) sur la
protéine N par respectivement les aa N et E hydrophiles génére une importante modification
structurale. La forme mutée semble incapable de former des structures de types

nucléocapsidique, identiques a celles correspondant a la protéine N normale reconnues par

I’AcM 38-4.
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Fig. 17a: AcM 38-4 Fig. 17b: AcM 33-4

Figure 18: Analyse structurale des protéines native N PPRV et mutée NpNE avec les AcMs
par WB. Les protéines sont transférées sur une membrane aprés un gel SDS-PAGE et
détectées avec les AcMs AcM 38-4 (Figure 17a) et 33-4 (Figure 17b). 1: Marker MagicMark
Xp (Invitrogen); 2: Lysat de cellules SF21; 3 : N PPRV; 4: NpNE.
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Figure 19: Réactivité des AcM 38-4 et PAGS5 avec les protéines N PPRV native ou dénaturé
et mutée NpNE préalablement fixées sur des plaques de 96 puits. Le lysat de cellules SF21
non infectées a servi de contréle négatif antigéne. L’ AcM 38-4 réagit seulement avec la forme

native de la protéine N PPRV. L’AcM P4GS5 lui par détecte toutes les formes protéiques.
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2.2. . Etude des sites d’interaction N-M sur la protéine N (manuscrit 3).

Les domaines conservés de la nucléoprotéine des morbillivirus contiennent des sites qui

interagissent avec la protéine de matrice.

Sanne Charles. Bodjo, Mamadou Lelenta, Emmanuel Couacy-Hymann, Geneviéve. Libeau,

Emmanuel Albina et Adama Diallo. (En cours de rédaction).
Résumé:

La réplication des virus a ARN négatif commence par les étapes de transcription et de
traduction des ARNm correspondant aux différentes protéines virales et la réplication du
génome. Les différents composants viraux sont par suite assemblés et la particule virale
bourgeonne a partir de la membrane plasmique cellulaire. Au cours de ces étapes, diverses
interactions sont nécessaires. Ainsi la nucléocapside formée par 1’auto-assemblage de la
nucléoprotéine autour de I’ARN génomique (article 2) est compactée par la protéine M
(Jayakar et al, 2004, Flood et al, 1999 ; Garoff et al, 1998 ; Newcomb et al, 1982). Diverses
études ont montré que la protéine N interagit avec la protéine M (Coronel et al, 2001; Haffar,
1999), interaction N-M essentielle pour 1’étape de bourgeonnement viral. Par différentes
méthodes, nous avons analysé les interactions entre les protéines N et M de PPRV. Quatre
sites sur la protéine N ont été détectés comme étant impliqués dans 1’interaction avec la
protéine M. Ces sites sont représentés par les séquences aa "ILAQVWILLAKAVTA'3
2BORRFMVSLILDIKRTP*,  33GGLNFGRSYFDPAYF*, *!'SAEALFRLQAMAKIP*.
Trois sont localisés dans la région N-terminale et un dans la région C-terminale. Ces sites sont
localisés dans les zones bien conservées de la nucléoprotéine de morbillivirus. Nous avons
également montré que la protéine M a une forte localisation membranaire ou elle forme une
couche dense étroitement liée a la surface intérieure de la couche lipidique (Chong and Rose,
1994; 1993; Lenard et al, 1990). La protéine M une fois liée a la protéine N modifie
considérablement la distribution de cette derni¢re dans la cellule. En effet la protéine N
exprimée seule est intra cytoplasmique tandis que le complexe N-M est trouvé essentiellement
localisé au niveau de la membrane plasmique des cellules, lorsque ces deux protéines sont co-

exprimees.
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Abstract:



1. Introduction.

Peste des petits ruminant (PPR) is a highly contagious disease that affects sheep, goats and
small wildlife ruminants with significant economic losses. The disease is endemic in many
countries in Africa South of Sahara, the Middle East and South Asia ((Abraham et al., 2005;
Wamwayi et al., 1995; Lefevre and Diallo, 1990; Lefévre et al., 1991;0zkul et al., 2002;
Taylor et al., 1990Taylor, 1984; Shaila et al., 1989; Amjad et al., 1996; Nanda et al., 1996).
The causal agent is the PPR virus (PPRV), an enveloped RNA virus which belongs to the
Morbillivirus genus of the Family Paramyxoviridae (Gibb et al., 1979). Other members of the
genus include Rinderpest virus (RPV), Canine Distemper Virus (CDV), Measles Virus (MV),
Phocine Distemper Virus (PDV) and Dolphin Morbillivirus (DMV) (Banyard et al, 2006;
Barrett et al., 1993; Diallo et al., 1990). Morbilliviruses are pleimorphic particles which are
composed of a non-segmented single-stranded negative sense RNA genome and six structural
proteins: the nucleoprotein (N), the phosphoprotein (P), the large protein (L), the matrix
protein (M), the fusion (F) and the hemagglutinin (H). These later two protein are external
glycoproteins that inserted into the membrane envelope which derives from the host cell
during at the time of the budding and release of the virus particle. The viral genome is tightly
associated with the N to form the RNAse-resistant helical nucleocapsid structure (Moyer et al.
1990; Egelman et al., 1989). N protein of negative single-stranded RNA viruses, when
expressed alone, is capable of self-assembly to form nucleocapsid-like particles which
apparently are similar to the virus nucleocapsid (Bodjo et al, 2007; Bhella et al., 2002; Karlin
et al., 2002; Errington et al., 1997; Fooks et al., 1993; Spehner et al., 1991; 1997). Studies
using deletion mutants on Paramyxoviridae N proteins show that the well conserved amino-
terminal moiety (N¢ore) 1 involved in the self-assembly and the encapsidation of RNA to form
the helical nucleocapsid structure (Bodjo et al, 2007; Murphy et al., 2003, Nishio et al., 1999,
Liston et al., 1997, Bankamp et al., 1996). The carboxy-termimal of N (N,;;) which protrudes
from the surface of nucleocapsids is dispensable for nucleocapsid assembly but it contains the
regions to bind P (Longhi et al., 2003; Bodjo et al, 2007; Schoehn et al., 2004; Karlin et al.,
2002; Liston et al., 1997; Bankamp et al., 1996; Harty and Palese. 1995). N interacts with
another viral protein, the matrix protein. This interaction is essential for the virus particle
assembly and budding (Coronel et al., 2001; 1999; Markwell et al., 1980; Coronel et al.,
2001; Mebatsion et al., 1999; Teng et Collins, 1998). Indeed, M protein is positioned at the
inner surface of plasma membrane and forms an electron-dense layer which is responsible for
the condensation of the nucleocapsid (Flood et al., 1999; Garoff et al., 1998; Newcomb et al.,

1982). By this position, it acts as a bridge between the nucleocapsid and the viral envelope



with external glycoproteins and thereby it seems to play the role of the main organizer of the
virus particle formation and release by budding (Rodriguez et al., 2004; Coronel et al., 2001;
1999; Chong et Rose., 1994; Peeples, 1991). The absence or a defect of M alters dramatically
the assembly and budding of the virions (Mebatsion et al., 1999; Cathomen et al., 1998). It is
well documented that such a defect is one of the causes of the persistence of MV in the brain
of people suffering from the fatal chronic disease named Subacute Sclerosing Pan
Encephalitis (SSPE) (Baczko, K et al., 1986; Hall et al., 1979; Wechsler, S.L. and Fields,
B.N., 1978); Cathomen et al., 1998; Cattaneo et al., 1989; Hirano et al., 1993; 1992).
Different studies have shown that M protein of many negative-stranded viruses, expressed
alone in cells are able to induce the formation and release vesicles from the cell the plasma
membrane to the extracellular (Gomez-Puertas et al., 2000; Coronel et al., 1999; Li et al.,
1993; Timmins et al., 2001; Sakaguchi, et al., 1999; Justice et al., 1995; Pantua et al., 2006).
Coronel et al., 1999 have shown that the co-expression of M and N of human Parainfluenza
virus type 1 (hP1V1) results in the release of virus-like particles (VLP), vesicles containing
nucleocapsid structures. A similar result was found also A. Haffar (1999) by expressing the N
and M of PPRV. Here we report on further studies of the N-M interactions. By peptide
mapping, we were able to identify four domains on N able to bind the PPRV M protein.

2. Materials and methods
2.1 Recombinant baculovirus expressing Mppr, Nppr and the N deleted mutants.

The different cDNA corresponding to the PPRV N and the deleted mutants genes were
expressed in recombinant baculovirus (Bodjo et al., 2007). Construction of the the
recombinant baculovirus expressing M of PPRV was already described (A. Haffar 1999).
These different recombinant baculovirus were propagated in insect cells (Spodoptera
frugiperda, SF21) and the cells were analysed for efficient protein expression on SDS-PAGE
followed by Western Blot.

2.2 Serum and monoclonal antibodies (Mabs).

The polyclonal anti-Rinderpest virus (RPV) hyperimmune serum made in rabbit was obtained
from J. Anderson (IAH, UK). Two monoclonal antibodies (Mab) against N protein of PPRV
were used: the Mab 38-4 with his epitope in amino-terminal and the P4GS5 produced against

the amino acid 420 to 490 in carboxyl-terminal hypervariable (Bodjo et al, 2007; Libeau et



al., 1997; Lelenta et al., unpublished data). The monoclonal antibody anti PPRV M, mAb 19-
6 was described (Libeau et al., 1997; A. Haffar, 1999).

2.3 Immunoprecipitation study of N protein domains responsible for the PPR N and M

interaction.

In order to analyse the regions of N which interact with M during virus assembly and
budding, we co-expressed in insect cells the PPRV M protein with either the PPRV full N
protein or its deleted mutants by co-infecting the cells with the corresponding recombinant
baculoviruses at a multiplicity of infection (MOI) of 10. At 72 hr post-infection, the cells were
harvested and centrifuged at 2000 rpm for 10 min and the pellets were washed with NTE
buffer (Tris-HCI, 50 mM, pH 7.4; NaCl, 150 mM; EDTA, 5 mM) and centrifuged again at
2000 rpm for 10 min. The pellets were re-suspended in NTE buffer containing 1% Triton 100,
protease cocktail inhibitors at the dose that was recommended by the supplier (Roche),
iodoacetamide 5 mM and containing PMSF 1mM. To determine efficient production of each
protein, the different cells lysates were analysed by SDS-PAGE followed by Western Blot.
The clarified cells lysates were also used for immunoprecipitation tests. First they were
incubated with Mab 19-6 for 2 hr at +4°C. The 50 pl of protein A-Sepharose (Amersham) in
in NTE (50% P/V) was then added and the incubation continued for another 2 hr at +4°C.
Immune complexes were centrifuged and washed 5 times with lysis buffer and twice with
PBS-T. The immune complexes were analysed by SDS-PAGE and transferred to PVDF

membrane for Western blot.
2.5. Western blot.

Following the SDS-PAGE electrophoresis, the proteins were transferred to 0.2 um PVDF
membrane (Invitrogen) and were incubated for 1 hr in blocking buffer (BB: Phosphate-
buffered saline [PBS] + 0.5% Tween + 5% skimmed milk). The proteins on the membrane
were then probed with the hyperimmune rabbit anti-RPV serum (Anti-RPV HIR) in
appropriate dilution during 1 hr incubation. The membrane was washed and the immune
complexes were detected with a secondary anti-rabbit antibody immunoglobulin conjugated
to horseradish peroxidase (HRPO) and a subsequent detection was carried out using ECL

system (Amersham) according to the manufacturer’s instructions.



2.6. Protein-protein ELISA.

We used a modified method from protein capture assay that was previously described
(Randall et Bermingham, 1996) to study the interaction between M and N and its mutants.
The different N proteins were coated at saturation level in 96 wells microplates (NUNC
Immobilizer amino) for 1 hr at 37°C. Unbound material in the plate was removed by washing
three times with PBS-tween (0.05 %) and the plates were incubated with blocking buffer
(PBS+ 0.5% Tween + 10% skimmed milk), for 1 hour at 37°C. The blocking buffer was
removed and M protein was added at appropriate dilution in the plates and incubated
overnight at 4°C with continuous agitation. The plates were washed to remove unbound M
protein and then incubated with anti-M monoclonal antibody (19-6) for 1 hr at 37°C with
agitation. Unbound 19-6 was removed by washing tree time with PBS-tween (0.05 %) and
anti-mouse immunoglobulin conjugated to horseradish peroxidase (from DAKO) diluted in
BB at 1:1000 was added in the plate and incubated for 1 hr at 37°C under shaking. The plates
were washed and 100 pl of SureBlue TMB microwell peroxydase substrate (from KPL) was
added in the plates and colour reaction was developed fot 5 min at 37°C. The reaction was
stopped with 100 pul of 1M H,SO4. The optical density (OD) readings were taken at 490 nm
by a computer-interfaced ELISA plate reader.

2.7. Peptides-protein ELISA.

Sixty two overlapping synthetic peptides covering the Nppr (table 1) were used to specify the
amino acids of N which react with M protein. The 96-wells microtitre plates (NUNC
Immobilizer amino) were coated with 500 ng of each peptide for 4 hr at 37°C. The procedure

was carried according to the protein interaction analysis by ELISA described above.
2.8. Monoclonal antibody labelling

Two Mabs against N protein; 38-4 (Libeau et al., 1995; 1997) and P4G5S (Lelenta et al.
unpublished data) with epitope localised to N-terminal and C-terminal respectively (Bodjo et
al., 2007) and the anti-M protein Mab 19-6 (Libeau et al., 1997; A. Haffar, 1999) were
purified with Melon Gel Monoclonal IgG purification kit according to the manufacturer’s
instructions (Pierce). These monoclonal were then labelled with different dye. The EZ-Label
Fluorescein Protein Labeling Kit was used to label anti-N Mabs and the EZ-Label Rhodamine
Protein Labeling Kit was used for anti-M Mab according to the manufacturer’s instructions

(Pierce).



2.9. Immunofluorescence staining for confocal microscopy.

Insect cells SF21 cultured on glass coverslips were used to express M, full N and its mutant
protein with the recombinant baculoviruses. The insect cells on glass coverslips were also
used to co-express M protein with all N proteins. At 72 h post infection, the infected cells
were washed with PBS and fixed with 3.7% formaldehyde in PBS 15 min at room
temperature. The cells were permeabilised with 0.2% Triton X-100 in PBS for another 15
minutes. The cells were then washed three time in PBS before incubation for 1 hr for double
staining with appropriate dilution of the specifics Mabs anti-M (19-6) and anti-N (38-4 and
P4GS) conjugated with rhodamine and fluoresceine respectively. The excessive Mabs were
washed off three times with PBS-tween (0.05 %). The distribution of M and N in the cells
were then observed by double-excitation (rhodamine and fluoresceine) in confocal

microscopy. The imaging system consisted of LEICA SP2 inverted microscope.

2.10. Electron microscopy.

Negative staining and electron microscopy were performed by infecting SF21 cells infected
with recombinant baculovirus expressing M protein. The cells were grown on 0.4-um-pore-
size polycarbonate Transwell R chambers (Corning) in at 27°C in Grace’s insect medium
supplemented with 10% of foetal calf serum. 3 day after infection the cells were washed with
PBS and the cells were fixed with 2% paraformaldehyde. Ultrathin sections were cut on a

Sorvall MT 6000 ultramicrotome, stained with 2% ammonium molybdate, and examined in a
JEOL 100CX.

3. Results
3.1. Localisation of M protein to cellular membrane and induction of vesicles formation.

Previous studies have shown that the M proteins of negative strand RNA viruses alone are
able to induce the formation of empty vesicles and their release into the cell medium. (Pantua
et al., 2006; Takimoto T.and A. Portner, 2004 ; Timmins et al., 2001; Gomez-Puertas et al.,
2000; Coronel et al., 2001; Coronel et al., 1999; Li et al., 1993; Sakaguchi, et al., 1999;
Justice et al., 1995 ;). We carried out a similar with M of PPRV by inserting its corresponding
cDNA into the baculovirus and expressing it in insect cells. The expressed recombinant
protein was detected by the mAb anti PPRV previously labelled with fluorescein dye. The

result, shown in figure 7a, indicates that M protein is exclusively associated with the cell



membrane. From place to place, it can be seen parts of the cell membrane under the budding
process. The electron microscopy observation was carried out on some cell preparations after
the immunogold reaction using the mAb anti-M. The result, presented in figure fig 7b, shows
the presence empty vesicles. Thus, M of PPRV alone is able to induce the budding process

and the formation of vesicles as demonstrated with some other enveloped viruses.
3.2 Coexpression of M with full N or mutants.

In this study, we investigated the interaction between PPRV N and M protein co-expressed in
insect cells. The efficient production of both M and N proteins in co-infected cells were
analyzed by western blot. The results presented in Fig. 1 shows that all proteins are correctly
expressed. To study the interaction between M and N proteins, we proceeded in two ways:
immunoprecipitation of co-expressed N-M products, and by ELISA quantification of M
binding to different N previously adsorbed onto plate. The results of immunoprecipitation
with the anti M mAb (Fig. 2) and protein ELISA (Fig. 2; 3) indicate that M interacts with all
N deleted mutants as with the full N. These data suggest that N protein could have several
domains which interact with M protein. These domains are localised in both the N-terminal
and C-terminal regions. However, the main sites might be located between aa 121-277 on the
N protein sequence since the immunoprecipitation result shows that N mutant NA121-277 is

poorly co-precipitated with M.
3.3. Peptide mapping of M binding sites on N.

To specify the domain of N which interacts with M, we used 62 overlapping peptides of N in
a protein-ELISA assay. The result presented in Fig. 5 shows that five peptides interact with
M. These peptides correspond to four discontinuous sites on N which can bind M protein.
Among these and when referring to the optical density values that were obtained in the
ELISA, two  peptides, peptide n° 24 (RRFMVSLILDIKRTP) and 36
(GGLNFGRSYFDPAYF) seem to be the most reacting with M and therefore probably the
main binding sites for M on N. The alignment of N amino acid sequence of Morbillivirus
presented in Fig.6 (Diallo et al., 1994) shows that the different domains of N which interact
with M are well conserved in the Morbillivirus. Three of them are localised in the Ncore

region and one in the N-tail.



3.4. Analysis of the distribution pattern of N protein and its mutants deleted coexpressed

with M in the cells.

A study was conducted to compare the localization of full N and it deleted mutants when they
are expressed alone with their localization when they are co-expressed with M. This was
analysed by confocal microscopy observation. The result which is presented in Fig. 7 shows
that all N proteins are distributed through the cytoplasm. However, when they are co-
expressed with M, they are co-localized with that latter protein on the cell membrane. This

confirms the capacity of N protein to interact with M and also the several M binding sites on
N.

4. Discussion

Morbilliviruses are enveloped RNA viruses which particles are assembled on and released
from the membrane of the host cell by budding. For all viruses which particle formation
follows the same process, it is suggested the viral matrix plays the central role in the
assembled virus (Jayakar et al., 2004; Takimoto T. and A. Portner, 2004; Lenard J., 1996;
Peeples MLE., 1991;). M forms a dense layer tightly associated with the inner surface of the
lipid bilayer envelope (Chong and Rose, 1994; 1993; Lenard et al., 1990; McCreedy et al.,
1989; Faaberg and Peeples 1988; Ohno et al., 1987; Buechi et al., 1982; Gregoriades., 1980).
By this position it acts as a bridge between the nucleocapsid and the viral envelope
glycoproteins H and F. During this process, M is tightly associated with the nucleocapsid
(Jayakar et al., 2004, Flood et al., 1999; Garoff et al., 1998; Gaudin et al, 1997; 1995;
Newcomb et al., 1982). However the processus which leads to the induction of virus particle
assembly and release from the cell membrane by budding is not yet well understood. For
many paramyxoviruses such as human parainfluenza type 1, Sendai and Newcastle disease
viruses, the matrix protein alone is able to form and release VLP as it was demonstrated for
the rabies and the vesicular stomatis viruses, two Rhabdoviruses (Pantua et al., 2006; Jayakar
et al., 2004; Takimoto T.and A. Portner, 2004 ; Timmins et al., 2001; Gomez-Puertas et al.,
2000; Coronel et al., 1999; Mebatsion et al., 1999; Sakaguchi, et al., 1999; Justice et al., 1995;
Li et al., 1993). However, for another paramyxovirus, the Simian virus 5, SV5, M protein,
when expressed alone in mammalian cells, is not able to induce the vesicle formation. It does
it only when it is co-expressed with F and HN proteins (Schmitt et al., 2002). In order to
contribute in unravelling the budding process of virus of the Family Paramyxoviridae, we
cloned the PPRV M protein into the baculovirus vector and express the protein in insect cells.

This study showed that recombinant PPRV M protein alone is able to induce the budding



process and to release vesicles resembling to paramyxovirus particles as do M proteins of
human parainfluenza type 1, Sendai virus and Newcastle disease virus. We demonstrated that
co-expression of M with N protein results in the attraction of this protein from cytoplasm to

the cell membrane probably as a start of the virus particle assembly.

In this study, we analysed the PPRV N and M interaction by use of both deleted N mutant and
N peptides in order to identify the M binding site (s) on N. We showed that M binds to N on 4
sites distributed along the protein but their sequences are well conserved within the
Morbillivirus ~ genus. Their sequences are aa 'ILAQVWILLAKAVTA' aa
29RRFMVSLILDIKRTP**, aa **®GGLNFGRSYFDPAYFRLGQEMVRRS?*? and aa
PISAEALFRLQAMAKI®™. This result is different from that of Coronel et al., (2001) who
have identified that M protein of human parainfluenza virus type 1 interacts with N only
through the hypervariable N-tail. Conservation of the interaction sequences of PPRV M on
PPRV N protein explains why coexpression of PPRV M and RPV N in insect cells releases
VLP containing the nucleocapsid formed by this RPV N protein as PPRV N, however the
rabies virus N doesn’t enter into the vesicles formed by PPRV M when these proteins are

coexpressed in the same cells (A. Haffar, 1999).
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Fig. 1.Total cells Lysat from co-expression of M and N proteins analysed by Western blot.
The cells lysat were separated by SDS-PAGE and blotted onto a membrane and the M ant N
proteins were detected by the rabbit rinderpest hyperimmune serum (gift from J. Anderson,
IAH, UK). Lines M: Marker MagicMark xp (Invitrogen) line 1: SF21 cells, 2: M, 3: N+M, 4:
NA1-145+M, 5: NA121-145+M, 6: NA121-241+M, 7: NA121-277+, 8: NA421-490+M, 9:
NA421-525+M.

Note: ¢ band of protein M, 4 band of full N and mutant proteins; oNA deleted mutants

Plate Amino:Nppr 1/100 + Mppr 1/40 incubated at +4 detected by
Mab Mppr 19.6 at 1/1500
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Fig. 2. Analysis of N-M proteins interaction by ELISA. 96 microwells plates were coated
with N protein at saturation and blocked with milk. Different of M protein were added in each
well to determine it capacity to bind to N protein.The wells coated with PBS and blocked with
milk were used as control to determine the non-specific binding of M protein to the wells.

After washing M protein binding to N is detected with mAb anti-M.



Mppr-Nppr and mutants deleted interaction
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Fig. 3. The N and mutants were used to coat the 96-wells plates to analyse their interaction
with M protein by protein ELISA. The insect cells non infected lyate was used as control. The
binding of M with each mutant was revealed by the mab anti-M, 19-6.

Fig 4a Fig 4b.

Fig 4: Analysis of interaction between the PPRV M protein and full N protein and various N
deleted mutants. The cells lysate of coexpression of M with N or each mutant deleted were
immunoprecipitated with the mab anti-M. The immune complexe were separated by SDS-
PAGE followed of proteins transfer on PVDF membrane. The proteins were then revealed by
western blot using RP hyperimmune serum from Rabbit. Lines: 2: M protein, 3: N+M, 4:
NA1-145+M, S5: NA121-145+M, 6: NAI121-241+M, 7: NA121-277+, 8: NA421-490+M,
NA421-525+M.
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Fig. 5. N peptides were used for coating in microplates and the binding of M protein was

detected by mab 19-6. Petides 18, 24, 36, 37 and 58 interact with M.



PPRV MATLLKSLAL FERNKDKAPT ASGSGGAIRG IEKNVIIVPIP GDSSIITRSR LLDRLVRLAG
CDV MASLLKSLTL FERTRDQPPL ASGSGGAIRG IKHVIIVLIP GD3SSIVTRSR LLDRLVRLVG
M MATLLRSLAL FERNEDKPPI TSGSGGAIRG IEHIIIVPIP GDSSITTRSR LLDRLVRLIG
PDV MASLLKSLSL FEKTREQPPL ASG3GGAIRG IKHVIIVLIP GD3I3SIVTRSR LLDRLVRMVG
RPV MASLLKSLAL FERAKDKPPL AAGSGGAIRG IKHVIVVPIP GD3I3SITTR3SR LLDRLVEMVG
1zZ0
PPRV DPDINGSKLT GVMISMLSLF VESPGQLIQR ITDDPDVSIIR LVEVVQSTRI QSGLTFASRG
CDV DPEINGPKELT GILISILSLF VESPGQLIQR IIDDPDISIK LVEVIPSINS VCGLTFASRG
Justi NPDVSGPELT GALIGILSLF WESPGQLIQR ITDDPDV3IIR LLEVWQ3DQS QSGLTFASRG
PDV DPEV3SGPKLT GVLISILSLF VWESPGQLIQR IIDDPDISIK LVEVIP3IINS TCGLTFASRG
RPV DPDISGPKLT GALISILSLF WESPGQLIQR ITDDPDISIK LVEVWQSDKT QSGLTFASRG
180
PPRV ADLDNEADMY FSTEGPSSGS KKRINWFENR EITIDIEVQODA EEFNMLLAST LAQUVWILLAK
CDV ASLDSEADEF FEIVDEGSKA OGOLGUWLEMNK DIVDIEVDDA EQFNILLAST LAQTWILLAK
Jukty THMEDEADKY FSHDDPISSD QSRFGUWFENK EISDIEVQDP EGFNMILGTI LAQTWVLLAK
PDWV ASLDAEADEF FGTMDEGSKD HNOMGUWLENK DIIDIEVNDA EQFNILLAST LAQTWILLAK
RPV TSMDDEADRY FIYEEPNDGE ERQSYWFENR DIQDIEIQDP EGFNMILATI LAQITWILLAK
240
PPRV AVTAPDTAAD SELRRUVKEYT QORRVIGEFR LDKGWLDAVR NRIAEDLSLR REMVSLILDT
CDV AVTAPDTALD SEMRRWIKYT QQRRVWVGEFR MNKIWLDIVR NRIAEDLSLR RFMVALTILDI
Jurt AVTAPDTAAD SELRRWIKYT QQRRVVGEFR LERKWLDVVR NRIAEDLSLR REFMVALTIIDT
PDV AVTAPDTALD 3EMRRWIEKYT QQRRVIGEFR MNKIWLDIVR NRIAEDLSLR RFMVAITLDI
RPWV AVTAPDTAAE 3SELRRUVEYT QQRRVIGEFR LDEGULDTVR NRVAEDLSLR RFMVALTIDI
300
PPRV ERTPGNFPRI AEMICDIDNY IVEAGLASFI LTIKFGIETM YPALGLHEFAL GELSTIESLM
CDV KRSPGNKPRI AEMICDIDNY IVEAGLASFI LTIKEFGIETM YPALGLHEFS GELTTIESLM
Justy EKERTPGNEKFRI AEMICDIDTY IVEAGLASFI LTIKFGIETM YPALGLHEFL GELSTLESLM
PDV KRSPGIMNKPRI AEMICDIDNY IVEAGLASFI LTIKFGIETM YPALGLHEFS GELTTIESLM
RPV KRTPGNKPRI AEMICDIDTY IVEAGLASFI LTIKFGIETM YPALGLHEFA GELSTIESLM
360
PPRV NLYQQLGEVA PYMVILENSI QNKFSAGAYP LLUSYAMGWG VELEHSMGGL HEGRSYFDPA
CDV HMLYQQMGETA PYMVILENSYV QNEFSAGSYP LLUSYAMGVG VELEHNSMGGL HEGRSYFDPA
Juity NLYQQMGETA PYMVNLENSI QNEFSAGSYP LLUSYAMGVG VELEHNSMGGL HEGRSYFDPA
PDV VLYQOMGETA PYMVILENSYV QNKFSAGSYP LLUSYAMGVG VELEHNSMGGL HEFGRSYFDPL
RPWV NLYQOMGELA PYMVILENSI QNKFSAGAYP LLUSYAMGIG VELEHSMGGL HEGRSYFDPL
4z0
PPRV YTFRLGQEMVR RSAGEV3SVI AAELGITAEE AKLVSEIASQ TGDERTVRGT GPRQAQVSFL
CcDV YFRLGQEMVR RSAGKVSSAL AAELGITKEE AQLVSEIASK TTEDRTIRALL GPEQSQITFL
M YTFRLGQEMVER RSAGEKVSSTL ASELGITAED ARLWSEIAMH TTEDKISRAV GPRQAQVSFL
PDV YTFRLGOQEMVR RSAGEVSSTF ALAAEFGITKEE AQLWSEIVSR TTEDRTTRAT GPEQSQITFL
RPWV YTFRLGOQEMVR RSAGEVSSNL ASELGITEEE ARLVSEIALY T3SDDRNNRTS GPKQAQVSIFL
480
PPRV QHKTDEGESP TPATREEVEA ATIPNGSEGRD TKRTRSGKPR GETPGQLLPE IMQEDELSRE
CDV HSERSEVINQ QPPTINKRSE NOGGDKYPIH FSDERFPGYT PDVNSSEWSE SRYDTQTTIOD
MV HGDOSENELP RLGGKEDRRV KQOSRGEARES YRETGPSRAS DARAAHNLPTG TPLDIDTASE
PDV HSERNEAPNQ RLPPITMKSE FOGGDKYSNQ LIDDRLSGYT SDVQSSEWDE SROITQOLTQOE
RPV RTDOGSEAQH SASKKDEARA POVEKKETRTS SKSDEOKEGT DKEPVSSSAM TLIDVDTILE
525
PPRV SSONPREAQR SAEAIFRLQA MAKTLEDQEE GEDNSQIYND KDLLS
Nt DGND--DDORK SMEATAKMRM LTEMLSQPGT SEESSPVYND RELLN
MV SSODPODSRR SADALLRLQA MAGISEEQGS DTDTPIVYND RNLLD
PDV GDOHD--NDQQ SMDGLAKMR(Q LTEILNQSDT NGEVSPALHND RDLLS
RPV ADTDPLESKK SAEAILLRLQA MAGILGDSTL GNDSLRAYND KDILN

Fig. 6. Alignment of N amino acid sequence of Morbillivirus (Diallo et al., 1994). Red color
indicates the variable region ant the blue the differents aa sequence which interact with M

protein
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Fig. 7a. Individual expression of M and N or mutants deleted. Localisation of the proteins in
the cells was determined by immunofluorescene with specific mabs: anti-M 19-6 labelled
fluosreceine; anti-N (P4GS5 and 38-4) labelled rhodamine: P4G5 for mutants NA1-145,
NA121-145, NA121-241, NA121-277 and 38-4 NA421-490 and NA421-525. At 72 hours post
infection the cells were fixed, permeabilized for specific immunofluorescence staining. The

confocal images show membrane localisation of M protein which promotes budding and

vesicles formation. The N or the mutants deleted are intra cytoplasm.

Fig. 7b. Electron microscopy observation of insect cells infected with recombinant

baculovirus expressing PPRV M protein. The arrows show the budding and the vesicle due of
M protein
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Fig. 8. Localisation of M and N or mutants coexpressed in the cells by immunofluorescene
with specific mabs: anti-M and anti-N (P4GS5 and 38-4) labelled respectively by fluoresceine
and rhodamine: At 72 hours post infection the cells were fixed, permeabilized for double
immunofluorescence staining. In each coexpression protein N or mutants and M are co-

localised at the membrane compared to the individual expression



Peptide 1 | MATLLKSLALFKRNK | Peptide 22 | RLDKGWLDAVRNRIA | Peptide 43 | SFLQHKTDEGESP
Peptide2 | FKRNKDKAPTASGSG | Peptide 23 | RNRIAEDLSLRRFMV Peptide 44 | QHKTDEGESPTPAT
Peptide 3 | ASGSGGAIRGIKNVI Peptide 24 | RRFMVSLILDIKRTP Peptide 45 | EGESPTPATREEVK
Peptide 4 | IKNVIIVPIPGDSSI Peptide 25 | IKRTPGNKPRIAEMI Peptide 46 | TPATREEVKAAIPN
Peptide 5 | GDSSIITRSRLLDRL Peptide 26 | IAEMICDIDNYIVEA Peptide 47 | EEVKAAIPNGSEGR
Peptide 6 | LLDRLVRLAGDPDIN | Peptide 27 | YIVEAGLASFILTIK Peptide 48 | AIPNGSEGRDTKRT
Peptide 7 | DPDINGSKLTGVMIS Peptide 28 | ILTIKFGIETMYPAL Peptide 49 | SEGRDTKRTRSGKP
Peptide 8 | GVMISMLSLFVESPG Peptide 29 | MYPALGLHEFAGELS Peptide 50 | TKRTRSGKPRGETP
Peptide 9 | VESPGQLIQRITDDP Peptide 30 | AGELSTIESLMNLYQ Peptide 51 | SGKPRGETPGQLLP
Peptide 10 | RITDDPDVSIRLVEV Peptide 31 | MNLYQQLGEVAPYMV | Peptide 52 | GETPGQLLPEIMQE
Peptide 11 | RLVEVVQSTRSQSGL | Peptide 32 | EVAPYMVILENSIQN Peptide 53 | QLLPEIMQEDELSR
Peptide 12 | SQSGLTFASRGADLD | Peptide 33 | NSIQNKFSAGAYPLL Peptide 54 | IMQEDELSRESSQN
Peptide 13 | GADLDNEADMYFSTE | Peptide 34 | AYPLLWSYAMGVGVE | Peptide 55 | ELSRESSQNPREAQ
Peptide 14 | YFSTEGPSSGSKKRI Peptide 35 | GVGVELENSMGGLNF | Peptide 56 | SSQNPREAQRSAEA
Peptide 15 | SKKRINWFENREIID Peptide 36 | GGLNFGRSYFDPAYF | Peptide 57 | REAQRSAEALFRLQ
Peptide 16 | REIIDIEVQDAEEFN Peptide 37 | DPAYFRLGQEMVRRS | Peptide 58 | SAEALFRLQAMAKI
Peptide 17 | AEEFNMLLASILAQV | Peptide 38 | MVRRSAGKVSSVIAA Peptide 59 | FRLQAMAKILEDQE
Peptide 18 | ILAQVWILLAKAVTA | Peptide 39 | SVIAAELGITAEEAK Peptide 60 | MAKILEDQEEGEDN
Peptide 19 | KAVTAPDTAADSELR | Peptide 40 | AEEAKLVSEIASQTG Peptide 61 | EDQEEGEDNSQIYN
Peptide 20 | DSELRRWVKYTQQRR | Peptide 41 | ASQTGDERTVRGTGP Peptide 62 | GEDNSQIYNDKDLLS
Peptide 21 | TQQRRVIGEFRLDKG | Peptide 42 | RGTGPRQAQVSFLQH

Table 1: 62 synthetic overlapping peptides covering the Nppr sequence overlapping by five
residues (peptides 1 to 43) or 9 residues (peptides 44 to 62).
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L’étude bibliographique nous a permis de faire le point sur I’épidémiologie de la PB et
de la PPR, deux maladies animales de grande importance en médecine vétérinaire. La
distribution géographique de ces maladies a connu d’importantes évolutions au cours de ces
derniéres années. La PB qui a constitué¢ au cours des 19¢me et 20éme siécles un fléau majeur
pour I’élevage du bétail tant en Afrique qu’en Asie est actuellement en voie d’éradication. A
I’inverse la PPR a vu son aire de répartition s’agrandir grace a une meilleure connaissance de

la maladie et aussi a cause de 1’évolution des techniques de diagnostic.

Le programme mondial d’éradication de la PB, GREP initié par la FAO prévoit
I’élimination totale de cette maladie du monde d’ici 2010, ce qui constituerait la deuxieme
maladie éradiquée du globe apreés la variole humaine. Pour déclarer les différents pays
concernés indemnes d'infection PB, la procédure OIE (annexe) prévoit une vérification
efficace de [’absence de circulation du RPV. En raison de la similarité¢ des symptdmes entre
PB et PPR, de la tres forte parenté antigénique entre les virus en cause et du chevauchement
du spectre des animaux sensibles, le suivi épidémiologique de ces maladies nécessite la mise
en ceuvre de tests de diagnostic spécifique. Les tests cELISA PB et PPR actuels basés chacun
sur un AcM anti-N, bien que trés efficace pour la détection des anticorps dirigés contre la
protéine N de chaque virus, présentent d’importantes réactions croisées avec les sérums
d’animaux infectés avec le virus hétérologue (Couacy-Hymann et al, 2007, Anderson et al,
2006). Ainsi I’un des volets de nos travaux a concerné 1’étude des structures antigéniques de
la protéine N de RPV et PPRV dans le but de comprendre les réactions sérologiques croisées
observées avec les tests N cELISA. Nous avons pour cela réalisé la cartographie des épitopes
reconnues par les AcMs et les sérums d’animaux infectés avec I’un ou l’autre virus. Le
second volet de notre travail est relatif a une cartographie fonctionnelle de la protéine N de
PPRYV, a savoir, la détermination des différents domaines impliqués dans les interactions
protéine-protéine lors de la réplication virale. L’objectif étant d’identifier des séquences aa
sur cette protéine qui pourraient étre éliminées sans affecter la survie du virus et qui serviront
de marqueurs antigéniques négatifs dans un nouveau vaccin PPR permettant de différentier
les animaux vaccinés de ceux infectés par une souche sauvage (en anglais vaccin DIVA). Les
travaux ont donc porté sur I’analyse des sites d’interaction de la protéine N avec elle-méme
(pour former la nucléocapside) et avec la protéine M lors du bourgeonnement viral ont ainsi

été étudiées.
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Les sites d’interaction de la protéine N avec la protéine P devront aussi dans le futur

étre étudiés afin de pouvoir déterminer les domaines non essentiels de la protéine N.

1. Etude des structures antigéniques des nucléoprotéines de RPV et PPRV

1.1. Analyse des réactions croisées

Les épitopes des AcMs anti-N, IVB2 pour le cELISA PB et 38-4 pour le cELISA PPR
dont la spécificité stricte pour chacun des virus a été prouvée (Libeau et al, 1997; 1995; 1992)
ont été cartographiés. L’étude a été élargie a d’autres AcMs anti-N RPV, ainsi qu’a des
sérums anti-RPV et anti-PPR de ruminants domestiques. Les sites immunodominants sur les

protéines N de RPV et de PPRV ont ainsi pu étre identifiés.

Au total six AcMs anti-N ont €té analysés. Quatre définissent des sites antigéniques
spécifiques, trois pour le RPV (48-5, 3-1 et IVB2) et un pour le PPRV (38-4). Deux sont
communs aux morbillivirus (ITH2 et 33-4). La localisation de I’épitope de chaque AcM sur la
nucléoprotéine a été réalisée a partir d’une série de protéines N RPV et PPRV tronquées.
L’épitope de chacun des AcMs a I’exception de celui de I’AcM 3-1 a été localisé dans la
région N-terminale et la séquence variable 121-145 des protéines N constitue un élément
essentiel. L’AcM 3.1 anti-RPV a lui son I’épitope situé dans la région C-terminale de la
nucléoprotéine. Ces résultats pourraient indiquer une immunodominance de la région N-
terminale de la protéine N de RPV chez la souris comme cela a été aussi indiqué par Choi et
al, (2004). Ces mémes auteurs ont également montré que la région N-terminale de la protéine
N de PPRV présente des motifs antigéniques immunodominants chez la souris (Choi et al,
2005b). Ainsi I’AcM 38-4 de PPRV aurait aussi son épitope localisé dans un domaine
immunodominant. A 1’analyse de la cartographie des épitopes reconnus par les AcMs, il a été
surprenant de constater que les aa 121 a 145 du domaine variable N-terminal des protéines N
participent a la fois a la formation des épitopes des AcMs communs aux morbillivirus (33-4 et
[TH2) et ceux spécifiques pour le RPV (48-5 et IVB2) et le PPRV (38-4). Ces séquences
semblent ainsi constituer un déterminant antigénique majeur. L’identification beaucoup plus
précise des épitopes des AcMs 48-5, IVB2, ITH2 et 33-4 a mis en évidence les motifs critiques
pour 1’épitope de chacun des AcMs. Les AcMs 48-5 et IVB2 qui reconnaissent des sites
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antigéniques spécifiques mais différents sur la N de RPV, site II pour 48-5 et site IV pour le
IVB2 (Libeau et al, 1997) ont quasiment les mémes motifs critiques pour leur épitope. Ces
motifs sont conservés au sein des souches de RPV mais différents avec les autres
morbillivirus. Ce qui expliquerait leur spécificité stricte pour le RPV. Le motif critique de
1’épitope de I’AcM IVB2 differe par rapport a celui du 48-5 de trois aa, proline (P), serine (S)
et glutamate (E) supplémentaires, aux positions respectives 136, 144 et 148 sur la protéine N
RPV. Ces trois aa constituent les éléments qui différencient 1’épitope IVB2 de celui du 48-5,
ce qui pourrait expliquer 1’absence de compétition entre ces deux AcMs. L’analyse du motif
critique de I’AcM 33-4 montre qu’il est bien conservé au sein des morbillivirus, ce qui
expliquerait la capacité de cet AcM a reconnaitre les différentes protéines N des morbillivirus.
Malgré la localisation des épitopes des AcMs dans une méme zone, les études antérieures ont
montré [’absence de compétition réciproque entre les AcMs 33-4 et IIH2, 48-5, IVB2 d’une
part pour le RPV et entre 33-4 et 38-4 d’autre part pour le PPRV (Libeau et al, 1997).

Une étude de corrélation entre les épitopes reconnus par les AcMs anti-protéine N de
RPV et les structures antigéniques reconnues par les anticorps des sérums anti-PB ou anti-
PPR de ruminants domestiques a été réalisée. Les résultats obtenus indiquent que les
différents épitopes des AcMs sont aussi reconnus par les anticorps des différents sérums
utilisés. Ainsi certains de ces épitopes communs aux morbillivirus seraient reconnus par des
anticorps anti-N des sérums anti-PPR qui encombreraient le site de fixation de ’AcM IVB2
pour ’empécher de se fixer sur son épitope. Cela pourrait aussi en étre le cas avec 1’AcM 38-
4 qui est déplacé par des sérums anti-PB au cours du test cELISA N PPR. La séquence aa 121
a 145 de la protéine N PPRV étant elle aussi essentielle pour la formation de 1’épitope du 38-
4. Les travaux ont en plus montré que 1’épitope de I’AcM IVB2 a son motif critique qui
contient deux résidus phénylalanine (F), BIE et "'F bien conservés entre RPV et PPRV qui
pourraient éventuellement permettre a des anticorps anti-N de PPRV de se fixer sur la
protéine N RPV au site de ’épitope de I’AcM IVB2. La conséquence d’une telle possibilité
expliquerait aussi les réactions de détections des sérums anti-PPR avec le test cELISA N PB.
Une autre hypothese pour I’explication des détections croisées des sérums anti-PB et anti-PPR
par les tests cELISA N PB et PPR serait la possibilité que des anticorps anti-N de virus
hétérologue des régions conservées en amont et en aval des domaines aa 121-145 pourraient
générer des encombrements stériques qui empécheraient la fixation des AcMs IVB2 et 38-4
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sur chacun de leur épitope au niveau des protéines respectives. Enfin les travaux ont aussi
montré que les épitopes reconnus par les AcMs IVB2 et 38-4 sont de structure
conformationnelle. Ainsi I’éventualité d’une similitude de structure entre la nucléoprotéine de
RPV et PPRYV, virus tres proches, renforce ’hypothése des encombrements stériques des sites
des épitopes des AcMs IVB2 et 38-4 par les anticorps anti-N de virus hétérologue. La
protéine N de virus hétérologue serait capable de générer des anticorps dont la structure des

épitopes pourrait ressembler a celle des AcMs IVB2 et 38-4.

1.2. La nucléoprotéine et la différentiation sérologique entre la PB et la PPR.

La région N-terminale des protéines N de morbillivirus semble immunodominante et
le domaine aa 121-145 qui présente des variations entre les virus de ce groupe contient des
épitopes qui sont reconnus par des anticorps de sérum positif pour le virus hétérologue.
Comme nous venons de l’indiquer plus haut ces anticorps sont capables d’entrer en
compétition avec des AcMs spécifiques qui reconnaissent des €pitopes dans ce domaine. De
plus I’encadrement de ce domaine par des domaines conservés semblent aussi jouer un rdle
dans les différentes réactions de détection croisées observées avec les tests cELISA N-PB et
N-PPR. A D’analyse de ces résultats, il semble difficile d’obtenir des tests de diagnostic
cELISA spécifiques pour la PB et la PPR a partir d’AcM anti-N dont ’épitope serait localisé
en région N-terminale. Cela est aussi confirmé par les travaux de Choi et al, (2005). En effet
ces auteurs ont développé un test cELISA avec un AcM anti-N PPR (P-3H12) dont 1’épitope
est situé€ dans le méme domaine que celui de I’AcM 38-4 en région N-terminale. Les tests de
spécificité de ce cELISA PPR (AcM P-3H12) avec des sérums anti-PB donne des réactions
positives croisées comme c’est le cas avec le test cELISA utilisant ’AcM 38-4. Pour
contourner la problématique des AcMs de la région N-terminale des protéines N de RPV et
PPRV pour leur manque de spécificité dans les tests cELISA, une série d’AcMs contre le
domaine variable C-terminale de la protéine N de PPRV a été produit. Cette région C-
terminale est exposée a la surface de la nucléocapside (Bourhis et al, 2007; 2006; 2005; 2004)
et est donc plus facilement accessible aux anticorps. Elle posséde une séquence, aa 421 a 490,
tres variable d’un morbillivirus a I’autre entre. Les épitopes d’éventuel AcM a I’intérieur de
cette séquence longue de 70 aa seraient moins encombrés que ceux de la région variable N-
terminale 121-145. Trois AcMs spécifiques au PPRV et dirigés contre le domaine aa 421 a
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490 ont été obtenus. Ils ont tous un épitope linéaire qui a été déterminé a partir de peptides de
syntheése et 1'un de ces AcMs, le P4G5 dont I’épitope est sur le peptide
“2SEGESPTPATREEVK™? a donné en compétition cELISA des résultats intéressants avec les
sérums anti-PPR mais donne des réactions croisées avec des sérums anti-PB. La compétition
entre le P4G5 et les anticorps anti-PB ne peut s’expliquer que par un phénomeéne
d’encombrement stérique de ces derniers sur le site de fixation de I’AcM. On peut ainsi
penser que la région C-terminale bien que exposée a la surface de la nucléocapside, serait trés

proche de la région N-terminale conservée qui est en plus immunodominant.

Pour éviter les phénoménes d’encombrement stérique sur les sites de fixation des
AcMs, nous pensons qu’il serait donc plus judicieux de chercher a élaborer des tests ELISA
indirect iIELISA) spécifiques a partir de peptides spécifiques qui doivent étre désignés dans
les domaines variables aa 121-145 ou aa 421-490 des protéines N. Ces peptides devront
permettre de faire la différenciation entre la PB et la PPR dans des tests iELISA. Ils doivent a
cet effet posséder des épitopes spécifiques reconnus soit par les anticorps anti-RPV ou par
anti-PPRV.

Dans un premier temps, une analyse de la capacité des domaines variables des
protéines N a induire chez les ruminants domestiques la production d’anticorps a été menée.
Les résultats obtenus indiquent que le domaine 121-145 en N-terminale de la protéine N de
RPV et PPRV génere chez la souris comme chez les ruminants des anticorps. Des résultats
similaires ont aussi été obtenus par d’autres auteurs qui ont montré que la région N-terminale
de la protéine N de morbillivirus contient des épitopes immunodominants pour la souris et les
ruminants (Dechamma et al, 2006; Choi et al, 2005b; 2004; Buckland et al, 1989). A
I’inverse, le caractére immunodominant de la région C-terminale de la protéine N varierait
selon les virus et aussi selon les espeéces animales. L’expression de la séquence aa variable
421-490 de PPRV que nous avons réalisée au cours de nos travaux, et utilisée comme
antigéne en 1ELISA n’a pas permis de détecter des sérums anti-PPR provenant de caprins,
ovins et bovins, cela pourrait indiquer que cette région C-terminale de la protéine N de PPRV
serait moins immunogene pour induire la production d’anticorps chez les ruminants
domestiques. Ces anticorps s’ils existent, seraient en faible quantité et n’ont pu étre mis en
évidence avec la technique que nous avons utilisée. Un résultat similaire a été obtenu avec le

MV par Zvirbliene et al, (2007). Ces auteurs indiquent que les anticorps a épitope linéaire de
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la région C-terminale de la nucléoprotéine sont en tres faible proportion dans les sérums de
patients humains séropositifs au MV pour étre mis en évidence dans des tests iELISA. Ces
sérums ne présentaient qu’un bruit de fond important dans les tests iIELISA avec les peptides
de la région C-terminale de la protéine N. Ils concluent que cela pourrait indiquer un faible
pouvoir immunogene de la région C-terminale et les anticorps a épitope linéaire seraient en
trés faible proportion pour étre mise en évidence. En revanche, chez la souris, ils soulignent
que le domaine variable C-terminale de la protéine N de MV est immunodominant et présente
des épitopes reconnus par plusieurs AcMs. Ainsi, il semble que les régions C-terminale des
virus PPRV et MV ne soient pas trés immunogenes chez les ruminants domestiques et chez
I’Homme respectivement. Pour le RPV, divers travaux ont montré que la région C-terminale
de la protéine N posséde des épitopes linéaires immunodominants chez les ruminants (Parida
et al, 2007; Choi et al, 2004). L’'un de ces ¢Epitopes est représenté par le peptide
YPPEADTDPL*® (Choi et al, 2004).

Les anticorps dirigés contre la région C-terminale de la protéine N PPRV étant en
faible proportion, leur détection dépendra de la sensibilité des tests qui seront utilisés. La
quantité de peptides utilisée pour chaque test semble étre déterminant pour la mise en
évidence de ces anticorps. En effet, au cours de nos travaux nous avons utilisé 500 ng de
peptides pour la sensibilisation des microplaques de 96 puits (Nunc-Immobilizer) et cela n’a
pas permis la mise en évidence des anticorps anti-PPR a partir de sérums anti-PPR. Par contre
avec 2 mg de peptide fixés sur des billes de résines utilisés dans un test d’iELISA, Dechamma
et al, (2006) ont pu révéler la présence d’épitopes linéaires en C-terminale de la protéine N de

PPRYV et identifier des épitopes de spécificité stricte PPRV.

Enfin, I’étude comparative des motifs immunodominants linéaires de la protéine N de
RPV en régions N-terminale et C-terminale qui sont représentés respectivement par les
peptides '“DEADRYFTYEEPND'* et *’PEADTDPL*¢ fait apparaitre la présence des
résidus «kEAD» dans la séquence de chaque peptides. Ces résidus «kEAD» sont bien conservés
dans la séquence aa L 1T | S— en région N-terminale de la protéine N des
morbillivirus a partir de la comparaison des séquences réalisée par Diallo et al, (1994). En
revanche ils sont absents dans la séquence aa 479 a 486 dans le domaine C-terminale de la
protéine N de PPRV. Ces résidus «EAD» pourraient éventuellement jouer un rdle dans la

formation des structures antigéniques immunodominantes pour la production d’anticorps.
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L’absence des résidus «kEAD» en région C-terminale de la protéine N de PPRV expliquerait
peut-étre la trés faible proportion ou I’absence d’anticorps produits par les petits ruminants

contre le polypeptide aa 421-490 de la N PPRV.

Pour des tests iELISA PB et PPR spécifiques, des peptides pourraient étre désignés
dans les domaines variables des aa 121 & 145 (pour le RPV et PPRV) et les aa 421 a 490 (pour
le RPV) des différentes protéines N en y incluant les résidus «kEAD». Pour le RPV, le peptide
‘PPEADTDPL** ou toute la séquence aa du domaine variable 421 & 490 C-terminal de la
protéine N exprimée dans le systéme E. coli et été utilisés comme antigéne en iELISA
semblent étre promoteurs pour un test de diagnostic sérologique spécifique pour la PB (Parida

et al, 2007; Choi et al, 2004).
2. Analyse des interactions de la nucléoprotéine au cours de la réplication virale.

La nucléoprotéine des virus @ ARN négatif comme décrite dans la partie
bibliographique participe a différents types d’interactions qui sont essentielles pour la
réplication virale. Ainsi les interactions entre les monomeres de N sont a [’origine de leur
auto-assemblage et de 1’encapsidation de I’ARN viral. Au cours de la réplication du génome
viral, le complexe polymérase (L-P) se fixe sur ce complexe ARN-N par I’intermédiaire de
’interaction entre les protéines P et N. Enfin pendant le processus de bourgeonnement de la
particule virale la nucléocapside via la protéine N est étroitement associée a la protéine M

pour étre condensée (Lenard, 1996).
Une partie de nos travaux a été consacrée a 1’étude de certaines de ces interactions.

Nous avons ainsi pu identifier les sites des interactions N-N pour 1’auto-assemblage de ses

monomeres (article 2) et N-M (Manuscrit 3).
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2.1. Interaction N-N pour la formation de la nucléocapside (article 2).

Les résultats de cette étude ont montré la capacité¢ de la nucléoprotéine de PPRV a
s’auto-assembler pour former des structures nucléocapsidiques en l'absence de 1'ARN
génomique et des autres protéines de PPRV comme cela a été montré pour d'autres virus a
ARN- (Schoehn et al, 2004; Kho et al, 2003; Murphy et al, 2003; Bhella et al, 2002; Karlin et
al, 2002; Samuel et al, 2002; Errington et Emmerson, 1997; Warnes et al, 1995; Spehner et al,
1991). Pour I’étude des sites d’auto-assemblage de la protéine N, des mutants tronqués dans
les régions N-terminale et C-terminale ont ét€¢ produits. Le résultat de la détection par WB
montre, a I’exception du mutant NA1-241, la présence de bandes supplémentaires dont
certaines sont de tailles beaucoup plus élevées que celles attendues. Ces bandes correspondent
certainement a des oligomeres des protéines exprimées qui n'ont pu étre dissociées malgré la
dénaturation des échantillons avant 1’€lectrophorése en gel SDS-PAGE. Des résultats
similaires ont aussi été obtenus avec des protéines tronquées de la nucléoprotéine du virus
syncytial respiratoire (en anglais Respiratory Syncytial Virus : RSV) (Murphy et al, 2003).
Ces auteurs indiquent que des mutants tronqués de la nucléoprotéine de RSV peuvent former
des oligoméres et ainsi posséder des sites d’interaction pour l’auto-assemblage de ces
protéines. Cela pourrait suggérer dans notre cas que tous les mutants a 1’exception du mutant
NA1-241 possédent encore des sites d’interaction N-N. Pour mieux préciser les différents
sites d’interaction N-N de la nucléoprotéine de PPRV, des immunoprécipitations ont été
réalisées sur les différents lysats cellulaires des co-expressions de la protéine N avec chaque
mutant. Toutes les protéines mutantes a 1’exception du mutant NA1-241 ont pu étre co-
précipitées avec la nucléoprotéine entiere. Ces résultats montrent que les sites d’interaction N-
N sont essentiellement localisés dans le domaine N-terminal, aa 1 a 241. Ces sites seraient
bipartites, aa 1-120 et aa 146-241 puisque les mutants NA1-145 et NA121-241 dans lesquels I’
un ou l’autre de ces sites a été €éliminés possedent la capacité de s’auto assembler. Pour le
MV, il a été montré que les aa aux positions 228 et 229, bien conservés entre morbillivirus,
sont critiques pour la formation de la structure nucléocapsidique (Karlin et al, 2002). Ceci
semble étre aussi le cas pour la nucléoprotéine de PPRV. Les mutations des aa S (n°228) et L
(n°229) sur cette protéine modifient considérablement la structure de [’épitope
conformationnelle de I’AcM 38-4. En effet I’AcM 38-4 ne reconnait que les structures de type
nucléocapsidique comme cela a été montré. La localisation précise des sites d’interaction N-N
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permet de comprendre I’incapacité du mutant NA1-242 a former des oligomeéres observables
en WB. Ce mutant est aussi incapable de former des particules structurées identifiables sur un
gradient de CsCl. En effet les différents essais de purification de la mutation NA1-241 pour
I’observation a la microscopie électronique sont restés infructueux. La protéine N et les autres
mutants ont pu é&tre purifiés sur gradient de CsCl et leur observation en microscopie
¢électronique a permis d‘identifier les structures formées par 1’auto-assemblage de chaque
protéine. Le résultat de cette observation montre que seule la protéine entiere N et le mutant
tronqué dans la région C-terminale (NA421-525) forment des particules qui ressemblent a la
nucléocapside virale, tandis que les autres mutants tronqués en N-terminale présentent des
structures cristallines en agrégat. Cela confirme une fois de plus I’importance de la région N-
terminale de la nucléoprotéine dans la formation de la nucléocapside de PPRV comme pour
d’autre Paramyxovirus (Schoehn et al, 2004; Kingston et al, 2004; Kho et al, 2003; Murphy et
al, 2003; Liston et al, 1997; Bankamp et al, 1996, Buchholz et al, 1993). Cependant, la
longueur de la zone impliquée dans la formation de la nucléocapside que nous avons
identifiée sur la nucléoprotéine PPRV N est plus courte (aa 1 a 241) par rapport a celle des
virus de Sendai (aa 1 a 399) et de la rougeole (aa 1 & 375/398) (Kingston et al, 2004;
Bankamp et al, 1996; Buchholz et al, 1993). L’analyse des résultats de la ME indique que les
aa 1 a 120 impliqués dans l'interaction N-N pourraient étre importants pour la formation des
structures hélicoidales puisque de tels éléments bien qu’en faible quantité, sont également
trouvés dans les préparations des mutants NA121-241 et NA121-277. Des résultats semblables
avec le RSV ont été obtenus par Murphy et al, (2003) qui indiquent que le fragment
correspondant aux aa 1 a 92 de la nucléoprotéine semble suffisant pour former des structures

hélicoidales.

En conclusion & cette étude, nous pouvons affirmer que la région N-terminale de la
nucléoprotéine de PPRV est essentielle pour les interactions N-N impliquées dans la
formation de la nucléocapside. Ainsi malgré la présence de sites antigéniques
immunodominants dans cette région qui pourraient constituer d’excellents marqueurs, il est

impossible d’éliminer la moindre séquence aa sans affecter la formation de la nucléocapside.
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2.2. Interaction au cours de l’assemblage et du bourgeonnement du virion:

Interaction N-M.

L’interaction de la protéine N avec la protéine de matrice est essentielle pour la
formation du virion lors du processus de bourgeonnement de la particule virale a partir de la
membrane cellulaire. La protéine M agit comme un pont entre la nucléocapside et l'enveloppe
virale. Son absence ou des mutations modifiant sa structure seraient responsables de
I’altération de I’assemblage et du bourgeonnement viral. Chez les Rhabdoviridae, la protéine
M interagit avec la ribonucléoprotéine virale en la compactant avant 1’étape de
bourgeonnement (Jayakar et al, 2004; Flood et Lyles, 1999; Garoff et al, 1998; Gaudin et al,
1997; 1995; Newcomb et al, 1982). Pour les virus Parainfluenza humain type 1 (hP1V1) et
PPRYV l’interaction M-N a été mise en évidence (Coronel et al, 2001; 1999; Haffar, 1999).
Chez le hP1V1 cette interaction semble étre un processus spécifique porté par le domaine
variable C-terminale de la protéine N (Coronel et al, 2001). Ce caracteére spécifique de
I’interaction des protéines M et N est aussi le cas avec chez les morbillivirus. En effet, Haffar
(1999) a montré que la protéine M de PPRV pouvait interagit avec les protéines N des virus
RPV et PPRV qui présentent une grande homologie de séquence, en revanche aucune
interaction n’est observée avec la nucléoprotéine du virus de la rage. Cela pourrait indiquer
que les sites d’interaction de la protéine M sur la protéine N des virus RPV et PPRV seraient
conserveés entre ces virus mais absent sur la protéine N du virus rabique. Les résultats de nos
travaux confirment cette hypothése. Ils ont permis d’identifier sur la protéine N de PPRV

quatre sites d’interaction avec la protéine M:

- Site 1: aa '"ILAQVWILLAKAVTA'#*
- Site 2: aa **RRFMVSLILDIKRTP?*,
- Site 3: aa *** GGLNFGRSYFDPAYF**,
- Site 4: aa “'SAEALFRLQAMAKI*®.

Tous ces sites sont localisés dans des zones bien conservées de la protéine N au sein
du groupe morbillivirus selon 1’alignement des séquences réalisé par Diallo et al, (1994). Ils
sont repartis sur toute la séquence de la protéine N: site 1 en N-terminale, sites 2 et 3 dans la
partie centrale et le site 4 en C-terminale.
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Nos travaux ont aussi montré que la co-expression de la protéine N avec la protéine M
modifie considérablement la répartition de la protéine N dans la cellule. Alors que la protéine
N exprimée seule est essentiellement intra cytoplasmique, sa co-expression avec la protéine
M I’entraine vers la membrane. Cette localisation membranaire de la protéine N et donc de la
nucléocapside virale est certainement précurseur de 1’étape du bourgeonnement virale dont la

protéine M est responsable.

La capacité de la protéine M a induire le bourgeonnement a partir de la membrane
cellulaire pour former des vésicules a la surface cellulaire a été confirmée avec 1’expression

seule de la celle-ci dans les cellules.

2.3. Modification génétique du virus vaccinal PPR a partir du géne de la
nucléoprotéine: Délétion ou mutation des domaines non-essentiels de la

nucléoprotéine

Depuis quelques années il est possible de générer des virus a ARN négatif a partir de
leur génome (Peeters et al, 1999; Baron et Barrett, 1997 ; Conzelmann, K.-K. 1996). Cela a
permis le remodelage du génome viral de certains virus par génie génétique pour produire des
vecteurs viraux de génes étrangers dont les protéines correspondantes sont utilis€ées pour des
traitements thérapeutiques et la vaccination. Dans le cas du MV, un virus génétiquement
modifié par élimination du fragment de 504 nucléotides non codant du géne de la protéine F a
pu étre produit (Radecke et Billeter, 1997, Radecke et al, 1995). La modification du génome
de MV par insertion de génes étrangers pour générer des MV recombinant (MVr) ont
également été produits (Lorin et al, 2004; Wang etl, 2001; Singh et al, 1999a; 1999b).
L’injection du MVr exprimant la glycoprotéine d’enveloppe du HIV (virus de
I’immunodéficience humaine) chez la souris a généré une réponse humorale et cellulaire

contre toutes les protéines du MV et cette protéine de HIV (Lorin et al, 2004).

Pour le développement d’un vaccin qui puisse permettre de faire une différenciation
sérologique entre les animaux vaccin€s et infectés avec les virus PPRV sauvages, le projet de
recherche dans lequel s’inscrivent nos travaux a opté pour la modification génétique de la
souche vaccinale PPRV a partir du remodelage de la nucléoprotéine et donc de son gene. Le
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choix de la protéine N pour la détermination du marqueur dans un vaccin DIVA, est di au
pouvoir d’induction de cette protéine pour une production élevée d’anticorps spécifiques
cours des infections a morbillivirus. Le remodelage de cette protéine par élimination de
séquence aa permettrait de différencier les anticorps anti-protéine N produits chez les
animaux vaccinés et a ceux des animaux infectés par les souches sauvages de PPRV. Avant
de pouvoir passer au stade du remodelage du géne de nucléoprotéine par délétion ou
mutation, nous avons identifié les déterminants antigéniques majeurs et les zones non-
essentielles de cette protéine. Les résultats montrent que la région N-terminale semble étre
plus immunogéne que la région C-terminale et chacune de ces régions joue un rdle dans la
réplication virale. La région N-terminale est indispensable pour la formation de la
nucléocapside. D’autre part, différents sites sur la protéine N interagissent avec la protéine M
et ceux-ci sont repartis sur tout le long de la nucléoprotéine. Enfin il a été montré chez le MV
que la phosphoprotéine virale interagit avec le domaine variable C-terminal de la protéine N
(Bourhis et al, 2006, 2005, 2004; Kingston et al, 2004; Johansson et al, 2003; Liston et al,
1997)

L’implication de chacune des régions N-terminale et C-terminale de la protéine N dans
la formation du virus semblent rendre difficile le remodelage du géne N par délétion pour la
production de virus vaccinal recombinant modifié. Néanmoins pour le MV, la séquence aa
505 & 525 de la nucléocapside ne serait pas indispensable a la réplication virale (Zhang et al,
2002) et donc pas impliquée dans les interactions de la protéine N. Il serait intéressant de
confirmer ce résultat avec le PPRV en recherchant les sites d’interaction de la protéine P sur
la protéine N. Ensuite il faudra déterminer si la séquence aa 505-525 de la protéine N est
immunogene et capable d’induire la production d’anticorps chez les animaux. On pourra ainsi
dans des travaux futurs envisager des mutations dans cette séquence pour éliminer d’éventuels
épitopes reconnus par des anticorps dirigés contre ce domaine. Si par contre la séquence aa
505 a 525 n’est pas immunogene, on pourrait envisager sa délétion et exprimer une protéine N
en fusion avec un peptide étranger immunogene inséré a la place de cette séquence, cela, sans
affecter ses interactions et fonctions. Ainsi les animaux vaccinés avec un virus vaccinal PPR
dont la séquence aminoacides 505-525 du géne N aura été¢ remodelée auront un profil des
anticorps différent par rapport a ’infection avec le virus sauvage. La différenciation entre

animaux vaccings et infectés serait ainsi facilitée a partir de tests de diagnostic sérologique.
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Annexe

Normes recommandées pour les systémes de surveillance épidémiologique de la peste
bovine/Procédure OIE

Titre précédent: Rapport de la consultation d'experts sur les systemes de surveillance de la peste
bovine (Paris, 16 - 18 aolt 1989). Ce document est aujourd’hui largement connu, de maniére

informelle, sous le nom de Procédure OIE. Il a été¢ approuvé par le Comité international de
I'OIE en mai 1998.

Objectifs du document:
a. prouver qu'un pays ou une zone est indemne de peste bovine,

b. déclarer un pays ou une zone indemne de peste bovine.

Définition et objectifs de la surveillance

Pour prouver qu'un pays ou une zone est indemne d'une maladie ou d'une infection, il est
indispensable d'assurer la surveillance de cette maladie en faisant appel:

a. a un systeme de déclaration des signes de la maladie, relevés par les services
vétérinaires ou les propriétaires d'animaux,

b. a un programme intensif d'examen d'un €chantillonnage représentatif des populations
hétes, afin de déceler les signes cliniques ou tout autre indice de maladie ou de transmission de
l'infection. Dans les deux cas, toute suspicion de la maladie entrainera une mise en quarantaine,
des examens de confirmation diagnostique et les mesures de prophylaxie nécessaires. La
surveillance implique, par conséquent, l'application de mesures officielles dés l'observation
d'indices de maladie ou d'infection. Cette approche s'oppose au simple suivi, qui comporte
¢galement le recueil des données sur le terrain, mais n'implique aucune mesure officielle au vu
des résultats.

Etapes a suivre pour déclarer un pays indemne de peste bovine:

Conformément aux principes généraux €laborés a 1'OIE pour l'évaluation des situations
sanitaires, un processus en trois €tapes est envisagé pour atteindre ou démontrer le statut de
pays indemne de peste bovine. Une fois qu'un pays est indemne et que la réintroduction de la
maladie est improbable, ce pays peut se déclarer lui-méme provisoirement indemne de peste
bovine, sous réserve de satisfaire aux critéres énumérés ci-apres.

Les étapes ultérieures font 1'objet d'un contrdle international, sous les auspices de 1'OIE. Un
pays déclaré provisoirement indemne de peste bovine depuis au moins 3 ans et répondant aux
criteres ci-dessous peut étre déclaré indemne de peste bovine par I'OIE. Aprés un nouveau délai
d'au moins un an, un pays qui respecte des critéres plus rigoureux en matiere de peste bovine
peut étre déclaré indemne d'infection de peste bovine.
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Les critéres spécifiques proposés pour chaque é€tape du processus sont les suivants:

Pays déclaré provisoirement indemne de peste bovine

Pour qu'un pays, ou une zone d'un pays, puisse se déclarer provisoirement indemne de peste
bovine, il doit remplir les conditions suivantes (voir tableau)

1. absence de maladie cliniquement décelable depuis au moins 2 ans;

ii. existence d'un service vétérinaire capable de surveiller I'évolution de la situation
zoosanitaire dans le pays;

iil. réalisation d'enquétes par ce service en présence de tout signe clinique évocateur de
peste bovine;

iv. présence d'un systétme de déclaration efficace, a la fois du terrain vers
I'administration vétérinaire centrale et de cette derniére vers I'OIE;

v. existence d'un systeme fiable permettant de prévenir l'introduction de l'infection par
des contrdles adaptés aux frontieres, des mesures de quarantaine, etc.;

vi. arrét total des vaccinations contre la peste bovine a la date de la déclaration, cette
décision devant étre notifiée par écrit a I'OIE et aux pays limitrophes, avec mention de la date
d'arrét des vaccinations.

Pays déclaré indemne de peste bovine.

Un pays ou une zone dans lequel (ou dans laquelle) aucune vaccination contre la peste bovine
n'est intervenue depuis au moins 5 ans et dans lequel (ou dans laquelle) aucun signe de la
maladie n'a été observé au cours de cette période peut étre déclaré(e) indemne de peste bovine
par 1'OIE, sous réserve des conclusions de la Commission pour la fievre aphteuse et autres
épizooties, et a condition que le pays concerné ait appliqué un systéme correct de déclaration
des maladies pendant toute cette période et continue d'appliquer ce systéme.

Ou
Un pays, ou une zone d'un pays, qui s'est déclaré provisoirement indemne de peste bovine peut
étre déclaré par I'OIE indemne de peste bovine, sous réserve de répondre aux critéres suivants
(voir tableau I):
1. absence de manifestation clinique de peste bovine depuis au moins 5 ans;
ii. absence d'utilisation de vaccins de la peste bovine depuis au moins 3 ans chez toutes

les especes sensibles a la maladie, et absence d'utilisation de vaccins hétérologues contre la
peste bovine depuis au moins 3 ans chez les bovins, les buffles et les yaks;
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iii. existence dun systéme de surveillance clinique et d'un systtme de déclaration
appliquée a la peste bovine, aptes a déceler les cas cliniques éventuels;

iv. réalisation d'examens sur le terrain et en laboratoire (incluant une évaluation
sérologique) en présence de tout signe clinique évocateur de peste bovine, afin d'en réfuter le
diagnostic éventuel;

v. Pour conserver ce statut, le pays doit continuer a remplir ces conditions jusqu'a ce
qu'il soit déclaré indemne d'infection de peste bovine et doit présenter annuellement a 1'OIE
une synthése de la situation.

S'il est difficile pour un pays d'étre déclaré indemne de peste bovine a 1'échelle nationale
et en une seule étape, il peut demander a I'OIE que cette déclaration ne s'applique qu'a
certaines de ses zones, sous réserve:

1. que chaque zone proposée ait des frontiéres bien délimitées;

ii. que la zone indemne de peste bovine soit séparée du reste du pays et des pays
infectés adjacents par une zone de surveillance ou des barriéres physiques ou géographiques,
et que des mesures zoosanitaires empéchent effectivement 1'introduction de 1'infection;

iii. qu'aucune manifestation clinique de peste bovine n'ait été constatée dans la zone
depuis au moins 5 ans;

iv. qu'aucun vaccin contre la peste bovine n'a été utilisé chez toutes les especes
sensibles a la maladie depuis au moins 3 ans, et qu'aucun vaccin hétérologue contre la peste
bovine n'a été utilisé chez les bovins, les buffles et les yaks depuis au moins 3 ans;

v. que le pays utilise dans cette zone a la fois un systéme de surveillance clinique et un
systéme de déclaration des maladies applicable a la peste bovine et permettant de déceler toute
forme clinique susceptible d'étre présente;

vi. que tous les signes cliniques évocateurs de peste bovine dans ces zones fassent
l'objet d'examens sur le terrain et en laboratoire (incluant une évaluation sérologique), afin de
réfuter I'éventualité d'un diagnostic de peste bovine;

vii. qu'existent des mesures efficaces permettant de prévenir la réintroduction de la
maladie dans ces zones, en provenance d'autres zones ou d'autres pays.

Si certaines zones sont déclarées indemnes de peste bovine, le pays n'est pas pour autant
dispensé de respecter les criteres requis pour étre déclaré indemne de peste bovine a 1'échelle
national; pour prétendre obtenir ce statut, il doit satisfaire & toutes les exigences
susmentionnées.

En cas de foyer localisé temporaire de peste bovine, résultant de la réintroduction de la
maladie dans un pays qui est a moins de 2 ans de remplir les conditions nécessaires pour étre
déclaré indemne de maladie, des mesures spéciales peuvent étre prises (y compris une

- 130 -



vaccination limitée autour du foyer) pour I'éradiquer. Le pays ne pourra alors prétendre étre
déclaré indemne de maladie qu'un an apres la date de la derniére observation ou de la derniére
vaccination (si celle-ci est ultérieure).

Dans de telles circonstances, le pays doit montrer & la Commission pour la fiévre aphteuse et
autres épizooties qu'il ne s'agissait pas d'une infection endémique et que les mesures prises ont
permis d'éradiquer la maladie.

Pays déclaré indemne d'infection de peste bovine.

Lorsqu'aucune vaccination contre la peste bovine n'a été effectuée depuis au moins 10 ans et
qu'aucune preuve de la maladie ou d'une infection par le virus de la peste bovine n'a été
rapportée pendant cette méme période, un pays peut étre déclaré par I'OIE indemne d'infection
de peste bovine, sur la base des conclusions de la Commission pour la fiévre aphteuse et autres
épizooties chargée de vérifier les situations sanitaires, sous réserve quun systeme de
déclaration approprié des maladies soit en place de fagon permanente et qu'il l'ait €té pendant
la totalité de cette période.

Ou

L'OIE peut déclarer indemne d'infection un pays dans lequel des vaccinations ont €té
effectuées au cours des 10 derniéres années ou dans lequel des manifestations cliniques de
peste bovine ont été observées, si les critéres suivants sont remplis:

i. pays déclaré indemne de peste bovine au moins un an auparavant et continuant a satisfaire
aux exigences nécessaires pour obtenir ce statut;

ii. existence d'un systeéme efficace de surveillance sérologique depuis au moins 2 ans, donnant
des résultats qui démontrent l'absence d'infection ; cette surveillance doit aussi s'appliquer aux
autres animaux domestiques sensibles ainsi qu'aux bovins;

iii. réalisation de recherches sur l'infection dans les espéces sauvages sensibles, lorsque celles-
ci représentent des populations importantes. Des échantillonnages doivent étre effectués dans
tous les cas possibles. Des échantillonnages stratégiques doivent aussi étre réalisés chez les
animaux domestiques des zones adjacentes a celles hébergeant de fortes populations de gibier
afin de faciliter la détection du virus dans ces populations. Les résultats doivent montrer
l'absence d'infection.

Un pays respectant ces critéres peut demander a étre déclaré indemne d'infection de peste
bovine par ['OIE.

Seul un pays peut étre déclaré indemne d'infection de peste bovine, cette déclaration ne
pouvant pas s'appliquer a une zone a l'intérieur du pays.

En cas de foyer temporaire localisé de peste bovine, résultant de la réintroduction de la
maladie dans un pays qui est & moins d'un an de remplir les conditions nécessaires pour étre
déclaré indemne d'infection, des mesures spéciales peuvent étre prises pour éliminer le foyer
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(exception faite des vaccinations). Le pays concerné ne pourra alors prétendre €tre déclaré
indemne d'infection de peste bovine qu'un an apres la date a laquelle le dernier cas a été
observé. Un systéme efficace de sérosurveillance devra étre appliqué au cours de cette année
afin de confirmer que le virus n'a pas été disséminé€.

Dans de telles circonstances, le pays doit montrer a la Commission pour la fievre aphteuse et
autres €pizooties qu'il ne s'agissait pas d'une infection endémique et que les mesures prises ont

permis d'éradiquer la maladie.

Pour conserver ce statut, le pays doit continuer & appliquer un systéme efficace de déclaration
des maladies, apte a déceler les cas éventuels de peste bovine
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TITRE en anglais:

Study of the nucleoprotein of the viruses of Rinderpest and Peste des Petits Ruminants:
Molecular characterization of the interactions domains and the antigenic structures.

RESUME en anglais

The study of the antigenic structures of the nucleoproteins of the viruses of Rinderpest and
Peste des Petits ruminants showed that the N-terminal region of this protein is
immunodominant. The studies of cartography of anti-N monoclonal antibody show that it
possible to locate in this region common epitopes and also specific epitopes for each of these
two viruses. The tests competition ELISA (cELISA), developed with some of these specific
monoclonal to each virus detect unfortunately as well anti-PPR and bovine anti-RP serums.
This crossing would be probably the steric resultant of obstruction generated by antibodies
fixed on the épitopes common to the both viruses but close to the specific sites. Part of our
work concerned the analysis of the protein-protein interactions from PPRV. The results show
that the N protein region at N-terminal, amino acids 1 to 240, covers the domain of the N-N
interaction. Four sites on N protein are able to bind to the protein M were identified. These

sites are preserved in the Morbillivirus groups.
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RESUME en francais

L’étude des structures antigéniques des nucléoprotéines (N) des virus de la peste
bovine et de la peste des petits ruminants a montré que la région N-terminale est
immunodominante. Les études de cartographie d’anticorps monoclonaux anti-N ont permis de
localiser dans cette région des épitopes communs mais aussi des épitopes spécifiques & chacun
des deux virus. Les tests de compétition ELISA (cELISA), développés avec certains de ces
monoclonaux spécifiques a chaque virus détectent aussi bien des sérums anti-PPR et qu’anti-
peste bovine. Ce croisement serait probablement la résultante d’encombrement stérique
engendré par des anticorps fixés sur les épitopes communs aux deux virus mais proches des
sites spécifiques.

Une partie de nos travaux a porté sur 1’analyse des interactions protéine-protéine du virus
PPR. Ils ont permis de localiser le domaine d’interaction N-N dans la zone couverte par les
240 premiers aminoacides de N. Quatre régions capables de se lier & la protéine M ont été
identifiées sur la protéine N. Les séquences de ces zones d’interaction N-M sont conservées

au sein groupe Morbillivirus.

DISCIPLINE: Biologie santé, Virologie
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structure antigénique/ protéine de matrice.
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