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INTRODUCTION

Le genre pestivirus regroupe 3 virus
connus depuis de nombreuses an-
nées : le virus de la peste porcine
classique, Hog Cholera Virus (HCV)
dont Yinfection avait déja été dé-
crite au’ 19e siécle, le virus respon-
sable de la diarrhée virale bovine
(BVDV) et de la maladie des mu-
queuses, infections décrites respec-
tivement par OLAFSON ef al en
1946 et RAMSEY et CHIVERS en
1953, et le virus de la maladie des

frontieres, Border Disease Virus
(BDV), chez le mouton, décrite
quelques  années  plus  tard -

(HUGHES et al, 1959). Dcux bio-
types du BVDYV (cytopathogene ct
non cytopathogene), distinguables
en culture cellulaire, ont été isolés
chez les bovins attcints de maladie
des muqueuses alors que les ani-
maux - infectés de maniére persis-
tante n’hébergent que le biotype
non cytopathogéne (BROWNL]E et
al., 1984)

L’historique, ainsi que la pathogénie
et ’épidémiologie de ces infections
ont déja fait ’objet de plusieurs pu-
blications récentes (MOENNIG,
1990; BROWNLIE, 1990; BOU-
LANGER et al,, 1990). Cet article
sera donc consacré essentiellement
a une synthése des connaissances de
la biologie moléculaire de ces virus.
En effet, depuis que les techniques
de I’ingéniérie génétique ont été ap-
pliquées a ’étude des pestivirus, des
progrés trés rapides ont été réalisés
dans ce domaine.

TAXONOMIE

Les pestivirus, virus enveloppés a
ARN monocaténaire infecticux, dc
polarité positive, classés auparavant
dans la famille des Togaviridae
(WESTAWAY, et al., 1985a), s’en
distinguent par l'absence d’ARN
subgénomique et d’'une queue po-
lyadénylée a leur extrémité 3’

(PURCHIO et al,, 1983; RENARD

Ann. Méd. Vét., 1992, 136, 33-38
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RESUME

Cet article de synthése regroupe
les données récentes concernant
la taxonomie, I'organisation géno-
mique, la stratégie d’expression et
une description des protéines des
pestivirus, ainsi que les différentes
hypothéses avancées afin d’expli-
quer le déclenchement de la mala-
die des muqueuses chez les bo-
vins.

(OSLOSS

et al., 1985) ainsi que par leur orga-
nisation génomique décrite ci- des-
sous (COLLETT et al, 1988c). Ces
différences ~ fondamentales  ont
poussé le comité international de
taxonomie des virus a reclasser le
genre. pestivirus dans la famille des
Flaviviridae créée. en 1985 (WES-
TAWAY, et al,, 1985b) et qui, jus-
qu’a présent, ne comprenait qu'un
seul genre viral, les flavivirus (HOR-
ZINEK, 1991). °

ORGANISATION GENOMIQUE -
ET STRATEGIE D’EXPRESSION

Le génome de 2 souches de BVDV
cytopathogéne: RE-
NARD et al,, 1987 et NADL : COL-
LETT et al., 1988c) ct de 2 souches
de HCV (Alfort: MEYERS et al,
1989a et Brescia: MOORMANN et
al, 1990) ont été clonés et sé-
quencés. Chez ces 2 especes virales;
une seule phase de lecture ouverte
couvrant pratiquement toute la lon-
gueur du RNA (12 a 13 kb) et pou-
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vant coder pour environ 450kD en
protéines a €té mise en évidence
(COLLETT et al., 1988c; MEYERS
‘et al, 1989a; MOORMANN et al,
1990). Deux courtes phases de lec-
ture ouvertes ont également été dé-
‘crites chez la souche bovine NADL
en amont de la longue phase de lec-
ture ouverte, mais elles ne semblent
pas étre fonctionnelles (WISKER-
CHEN et al, 1991; COLLETT et al,
1988c). L’étude de ’organisation gé-
nomique du BVDV (COLLETT et
“al, 1988b et 1991) suggere que,
_comme chez les flavivirus, les pro-
téines de structure sont codées par
le premier tiers du génome a I'extré-
mité 5, tandis que les protéines non
structurales sont codées par les 2/3
restants.

Grace a l'utilissation de sérums di-
rigés contre des protéines de fusion
produites chez E.Coli, COLLETT et
al., (1988b) avaient établi une carte
génomique préliminaire du BVDV
comprenant cependant 2 régions co-
dant pour des polypeptides non
identifiés (Fig. 1A). Afin de complé-
ter cette carte, ces mémes auteurs
ont ensuite produit des sérums di-
rigés contre des peptides synthé-
tiques correspondant a des sé-

(Prgpl16) lui-méme clivé en gp53,
protéine majeure de I'enveloppe vi-
rale et Prp78 donnant, apres clivage
de son extrémité N terminale, la
gp62, précurseur des 2 autres glyco-
protéines virales gp48 et gp25. Les
2/3 restants du génome coderaient
pour des protéines non structurales
dont la premiére, p125, présente la
particularité d’étre clivée unique-
ment chez le biotype cytopathogéne
en p54 et p80. Cette région a été re-
positionnée par COLLETT et al,
(1991) directement apres les génes
codant pour les glycoprotéines (Fig.
1B), alors que dans le premier
schéma présenté par ces mémes au-
teurs (COLLETT et al., 1988b), une
région fortement  hydrophobe
(30kD) séparait les génes codant
pour la gp53 et la p54 (Fig. 1A).

Le dernier précurseur synthétisé
lors de la traduction, Prpl75, subi-
rait 2 types de clivage a son extré-
mité N terminale : une protéine de
10 kD serait libérée ainsi qu’un pré-

curseur de 165kD (Prp165) lui-

méme clivé en une protéine d’envi-
ron 32kD, non encore mise en évi-
dence et un précurseur de 133kD
pouvant aussi résulter d’un clivage
de la Prp165 avec formation égale-
ment d’une protéine p42 de 1/2 vie
trés courte et donnant la protéine de
10 kD et I’hypothétique protéine de
32kD. Le précurseur p133 a lui aussi
une courte 1/2 vie et est clivé en 2
protéines matures p58 et p75 (Fig.
1B). ,

AKKINA (1991), utilisant les
mémes réactifs que I’équipe précé-
dente propose cependant une carte
génomique légérement différente
(Fig. 1C). Selon ce schéma, la pro-
téine p130 (équivalente a la p125 de
COLLETT) aurait un précurseur
pl75 dont lextrémité N terminale
couvrirait la région de 30 kD décrite
initialement par COLLETT et al.
(1988b) et pour laquelle aucune pro-
téine n’avait pu étre mise en évi-
dence. AKKINA décrit également 2
types de clivage du dernier précur-

quences critiques de 15 a 20 ac1des e

aminés et ont proposé une represen-
tation schématique plus complete
de lorganisation génomique du
BVDV (Fig. 1B) (COLLETT et al,
1991). T o

Les différentes protéinc,‘s Virales se-
raient produites suite a une série de

clivages réalisés par des “protéases

d’origine, virale ou cellulaire. Selon
ces auteurs, lors de la traduction, la
polyprotéine serait tout d’abord cli-
vée en 2 protéines stables (p20 et
p125) et 2 précurseurs Prgp140 (pré-
curseur des glycoprotéines) et
Prp175 qui subiraient ensuite plu-
sieurs clivages successifs pour don-
ner les protéines virales.n’lﬁres

La premicre protelne virale pro-
duite par 'extrémité 5’ du:génome
serait une protéine nqn,glycosylce
de 20 kD (p20) de stabilité médiocre
(172 vie d’environ 110 min) (COL-
LETT et al, 1988b). La deuxleme
proteme produite, Prgpl40, serait le
précurseur des glycoprotéines vi-
rales et serait rapidement trans-
formé en un autre précurseur
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seur: le premier, identique a celui
proposé par ' COLLETT et al. (1991),
cliverait le précurseur p172 en p37
et p135, clivée elle-méme en p59 et
p76. Le deuxitme mécanisme
conduirait a Pobtention d’une p96
couvrant les régions codant pour la
p37 et la p59 et d’une p72 corres-
pondant a la p76 dont Pextrémité C
terminale aurait été 1égérement rac-
courcie (Fig. 1C).

PROTEINES VIRALES

Un grand nombre des protéines vi-
rales et des précurseurs mis en évi-
dence par COLLETT et al. (1991) et
AKKINA (1991) ont pu étre identi-
fiés en culture cellulaire, soit direc-
tement, par électrophorése des pro-
téines virales marquées radioactive-
ment, -produites lors d’'un choc
hypertonique inhibant l'initiation de
la traduction des protéines cellu-
laires (DONIS et DUBOVI, 1987a
et b; DONIS et al,, 1991), soit indi-
rectement, par radioimmunopréci-
pitations réalisées a 'aide de sérums
polyclonaux ou d’anticorps mono-
clonaux. Certaines de ces protéines
virales ont €té caractérisées et leurs
fonctions ont été étudiées directe-
ment ou suggérées par comparaison
avec des protéines de séquence et
de fonction connues, plus particuli¢-
rement les protéines des flavivirus:

-p20:

Selon COLLETT et al. (1988b), I'ex-
trémité 5’ du génome coderait pour
une protéine non glycosylée de
20kD. Cette région correspond,
chez les flavivirus, a4 celle codant
pour la protéine de capside et le
précurseur de la protéine de matrice
(COLLETT et al, 1988a). L’hypo-
thése selon laquelle la p20 serait la
protéine de nucléocapside des pes-
tivirus a donc été suggérée (COL-
LETT et al., 1988a). Une étude plus

approfondie de cette protéine a-

montré que, tout comme la protéine
de capside des alphavirus (Togaviri-
dae), elle possédait une activité
d’autoprotéase responsable du cli-
vage entre son extrémité C termi-
nale et le précurseur des glycopro-
téines. Grace a des expériences de
mutation dirigée, 'emplacement du
site catalytique et du site du clivage
ont été proposés (WISKERCHEN

et al, 1991). Cependant, selon
THIEL et al. (1991), cette protéine
serait absente dans les particules vi-
rales et serait donc essentiellement
une protéine non structurale. Par
contre, ces mémes auteurs ont mis
en évidence dans les virions une
protéine pl4 qui serait codée par
une courte séquence en aval de la
p20 et qui correspondrait & la pro-
téine de capside.

-glycoprotéines virales:

Outre la protéine de capside, les vi-
rions seraient constitués de trois gly-
coprotéines d’enveloppe (THIEL et
al., 1991): une gp48 (ou gp44/48 chez
HCV), une gp25 (gp33 chez HCV)
montrant un caractére fortement
hydrophobe ce qui suggére une lo-
calisation transmembranaire, et une

gp33 (gp55 chez HCV) couplée a la
gp25 par des liaisons disulfures
(WEILAND et al, 1990). De telles
liaisons ont également été démon-
trées chez HCV formant des hété-
rodimeres gp33-gp55. et des homo-
dimeres gpS5 et gp44/48 (RUME-
NAPFetal, 1991). °

La gp53 semble jouer un réle pré-
pondérant dans la réponse immune
du bovin puisqu’elle est la cible
d’anticorps monoclonaux neutrali-
sants (MAGAR et al.,, 1988; BOLIN
et al, 1988; DONIS et al, 1988;

WEILAND et al, 1989)./De plus, .

des souris immunisées a I’aide de vi-
rus recombinant de la vaccine conte-
nant un fragment du géne de la gp53
ont produit des anticorps neutrali-
sants spécifiques du BVDV (DU-
BOVletal, 1987). Les mémes résul-
tats ont été obtenus chez la souris et
le porc immunisés a ’aide d’un virus
recombinant de la vaccine conte-
nant les genes de toutes les pro-
téines de structure du HCV (RU-
MENAPF et al,, 1991). La fonction
de la gp53, ainsi que celle de la

gp48, n'est cependant pas encore ;.-

élucidée. La gp48 ne semble jpas'™
jouer un rdle déterminant dans la
neutralisation virale, punsqué peu
d’anticorps monoclonaux - anti-gp48
neutralisants ont été décrits (XUE
et al, 1990; BOULANGER et al,
1991) et que leur titre neutralisant
est généralement assez faible. Cette
protéine pourrait cependant inter-
venir dans d’autres mécanismes mis
en oeuvre par le systétme immuni-

taire de I’animal. En effet, une im-
munisation des porcs 2 I'aide de vi-
rus recombinant contenant les génes

_des protéines de structure a I'exclu-

sion de I'équivalent de la gp53; en-’
traine une protection de I’animal
sans détection d’anticorps neutrali-
sants (RUMENAPF et al., 1991).

-pS4:

La protéine p54 contient une sé-
quence riche en Cys similaire aux
séquences des protéines en doigt dé
Zn pouvant interagir avec les acides
nucléiques (DE MOERLOOZE et
al., 1990). De plus, la comparaison
de plusieurs souches de pestivirus a
mis en évidence la présence, chez
certaines souches cytopathogénes
de BVDV, d’insertions de génes cel-
lulaires localisées dans la région co-
dant pour l’extrémité C terminale
de la p54 et se traduisant par une
modification du poids moléculaire:
de cette protéine et de ses précur-
seurs (AKKINA, 1991). Chez la
souche NADL, la séquence insérée
correspond au géne d’une protéine
cellulaire non identifiée (MEYERS
et al,, 1989a et b), tandis que chez la
souche OSc, l'insert code pour un
monomére - d’ubiquitine animale
(MEYERS et al,, 1989b; BROWN-
LIE, 1990). MEYERS ef al. (1991)
décrivent également, chez une
souche cytopathogéne isolée d’un
animal atteint de maladie des mu-
queuses, 'insertion d’une séquence
correspondant a4 un monomeére
complet - d’ubiquitine, un fragment
d’un second monomere et une du-
plication de la séquence virale co-
dant pour la p80. La p125 codée en
amont de P'insertion ne serait pas
clivée et la p54 ne serait donc pas
exprimée par cette souche. D’autres
souches virales cytopathogénes ne
semblent cependant pas contenir de
telles  insertions (DE MOER-
LOOZE et al, 199())

p8() i

“w
i

La protelne p80, ainsi que son. pré-
curseur p125, analogue a la protéine
NS3 des flavivirus, posseéderait
comme cette derni¢re une activité
hélicase localisée a I'extrémité C
terminale et une activité de sérine
protéase similaire a celle de la try-
psine localisée a son extrémité N
terminale (GORBALENYA et al;
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1989; BAZAN et FLETTERICK,
1989). Deux segments homologues
en acides aminés ont été démontrés
au niveau du géne qui coderait pour
I’hélicase des pestivirus, du virus de
I’hépatite C et 'd’un virus de plantes
" (potyvirus) (MILLER et PUR-
CELL, 1990; LAIN et al., 1990).
WISKERCHEN et COLLETT
(1991) ont démontré que l'activité
protéolytique de la p80 est respon-
sable du clivage entre les diftérentes
protéines'non structurales. Par mu-
tation dirigée, ces mémes auteurs
ont également démontré le role dé-
terminant pour cette activité proté€o-
lytique de la Ser 1842, dont I'appar-
tenance -au site catalytique avait
déja été soupgonnée par BAZAN et
FLETTERICK (1989) et GORBA-
LENYA et al. (1989).

-p75:

Cette protéine pourrait étre FARN
polymérase du BVDYV, puisqu’une
séquence Gly-Asp-Asp, commune 2
toutes les ARN polymérases ARN
dépendantes virales étudiées, a €té
observée dans cette protéine. Cette
séquence est d’ailleurs conservée
également chez HCV et chez la pro-
téine NS5 des flavivirus, analogue a
la p75 des pestivirus (COLLETT et
al., 1988a).

- DECLENCHEMENT

DE LA MALADIE
DES MUQUEUSES

Seuls les animaux infectés de ma-
niere persistante, suite a une trans-
mission transplacentaire du biotype
non cytopathogéne, sont suscep-
tibles de développer la maladie des
muqueuses 2 issue toujours fatale.
Le déclenchement de cette maladie
est associé a lapparition d’une
souche cytopathogéne antigénique-
ment identique & la souche non cy-
topathogéne hébergée. Plusieurs hy-
pothéses peuvent étre proposées sur
I’origine de cette souche cytopatho-
géne:

- une origine exogéne: I'animal in-
fecté de maniére persistante serait
surinfecté par la souche cytopatho-
géne homologue a la souche non cy-
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topathogéne qu’il héberge et prove-
nant d’un animal atteint de maladie
des muqueuses. Une surinfection
peut également avoir lieu suite a
une vaccination a l'aide de virus at-
ténué (PASTORET et al., 1986);

- une origine endogéne expliquant
la genése des souches cytopatho-
génes: CORAPI et al. (1988) ont
montré i 'aide d’'une gamme d’anti-
corps monoclonaux que les 2 bio-
types d’une souche virale de BVDV
isolée chez un animal atteint de ma-
ladie des muqueuses étaient antigé-
niquement semblables. Deux hypo-
theses ont alors été avancées. Selon
la premiére, les souches cytopatho-
génes dériveraient des souches non
cytopathogénes aprés mutation au
niveau du site catalytique ou au ni-
veau du site de clivage (BROWN-
LIE et al, 1987). Une mutation au
niveau du site catalytique est cepen-
dant peu probable, puisqu’il a été
montré que Pactivité protéolytique
de 1a p80 est responsable du clivage
de la plupart des protéines non

structurales du BVDV (WISKER-
CHEN et COLLET, 1991) et qu'un’

seul de ces clivages est altéré chez
les souches cytopathogénes. La
deuxiéme hypothése, impliquant un
phénomene original de recombinai-
son entre des séquences nucléoti-
diques cellulaires et le génome des
souches non cytopathogenes, se
base sur la mise en évidence d’inser-
tions de séquences nucléotidiques

cellulaires dans le géne de la-p54

(voir plus haut) et qui seraient res-
ponsables du clivage de la pl25
(MEYERS et al, 1991). A Theure
actuelle, de telles insertions ont €té
décelées chez plusieurs souches cy-
topathogénes (MEYERS et al,
1991), mais leur absence chez
d’autres souches (DE MOER-
LOOZE et al, 1990) indique que
cette derniére hypothése ne peut
pas 4 elle seule expliquer Pappari-
tion du biotype cytopathogene.

Comme les deux biotypes du BVDV
se distinguent uniquement par le cli-
vage de la p125 chez le biotype cy-
topathogéne, I'apparition de la cy-
topathogénicité doit donc étre liée a
une ou des propriétés des protéines
issues du clivage, distinctes de
celle(s) du précurseur:

- le caractére cytopathogéne pour-

rait par exemple étre di a la pré-

sence du domaine en doigt de Zn
chez la p54, dont activité serait mo-
difiée chez son précurseur en raison
d’une conformation différente (DE
MOERLOOZE et al., 1990).

- la cytopathogénicité pourrait au
contraire résulter de l'activité pro-
téolytique de la p80. Or, cette pro-
téine montre probablement une dis-
tribution intracellulaire différente
chez les deux biotypes. En effet, elle
est libre chez le biotype cytopatho-
geéne, tandis que chez le biotype non
cytopathogéne, elle est liée a la p54
qui posséde une extrémité N termi-
nale trés hydrophobe, suggérant son
association avec des membranes,
ainsi qu'une séquence en doigt de
Zn, suggérant son association avec
des acides nucléiques (WISKER-
CHEN et COLLETT, 1991).

CONCLUSIONS

Malgré les progrés spectaculaires
réalisés ces derniéres années dans
I’étude des pestivirus, les mémes
énigmes restent d’actualité:
Combien de protéines sont codées
par les pestivirus? Quelles sont leurs
fonctions? Le déclenchement de la
maladie des muqueuses, associée a
P’apparition d’un biotype cytopatho-
géne, peut-il s’expliquer par un seul
mécanisme pour toutes les souches
ou le clivage de la p125 résulte-t-il
tantdt d’une mutation, tantot d’un
phénoméne de recombinaison dont
les conséquences varieraient d’une
souche a 'autre? L’étude d’un plus
grand nombre de génomes viraux se-
rait donc nécessaire afin d’éclaircir
les mécanismes présidant a Iappa-
rition du biotype cytopathogéne du
virus BVD.




SUMMARY

- Recent data regarding the mole-
cular biology of the pestivirus
responsible for mucosal disease
(BVD-MD).

This synthesis groups recent data
regarding taxonomy, genomic or-
ganization, expression strategy
and a description of the viral pro-
teins of pestiviruses as well as the
different hypothesis to explain the
starting of the mucosal disease in
bovine.
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