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Résumé. Bien qu’étant peu pathogène chez l’humain, le réovirus de mammi-
fère a été, et demeure, un modèle privilégié d’étude de la réplication et de la
pathogenèse virale. Généralement considéré comme étant cytolytique, ce virus
peut parfois établir des infections persistantes à long terme en culture cellulaire.
Dans ce contexte, il constitue en fait un des modèles parmi les plus utilisés
pour démontrer la coévolution entre virus et cellules. Bien qu’initialement sur-
tout limitées au modèle des cellules fibroblastiques de souris L929, les dernières
années ont vu apparaître d’autres études au sein de différents types cellulaires.
L’utilisation de la persistance virale pourrait devenir un outil de prédilection pour
isoler de nouveaux virus mieux adaptés à des utilisations virothérapeutiques, par
exemple en tant qu’agents oncolytiques contre des cancers humains ou animaux.
Une meilleure compréhension du phénomène de persistance, spécialement des
gènes viraux impliqués, s’avère donc essentielle. Le développement de nouveaux
outils, tel que l’utilisation de la génétique inverse, apparaît très prometteur pour
l’atteinte de ces objectifs. Cette dernière approche permet en effet d’établir la
signification biologique de mutations retrouvées chez les virus sélectionnés lors
de la persistance virale.

Mots clés : réovirus, persistance virale, décapsidation, interféron, évolution
virale

Abstract. Although mammalian reovirus exhibits only limited pathogenicity in
humans, it has been, and still remains, instrumental in studies of viral replication
and pathogenesis. Generally considered as cytolytic, this virus can sometimes
establish long-term persistent infections in tissue culture. In fact, in this context,
it constitutes one widely used model to demonstrate coevolution between virus
and host cells. Initially limited to the murine L929 fibroblasts model, further stu-
dies in different cell types appeared in the last few years. Establishment of viral
persistence could also become a preferred approach to isolate new viruses that
are better adapted to their applications in virotherapy, for example as oncolytic
agents against human or animal cancers. A better understanding of the persistence

C
<do

i:1
0.

16
84

/v
ir.

20
19

.0
79

0

phenomenon, especially of viral genes involved, is thus essential. The develop-
ment of new tools, such as reverse genetics, appears very promising to achieve
these objectives. Actually, this last approach allows us to establish the biological
significance of mutations found on viruses selected during viral persistence.
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Figure 1. Fixation et entrée de réovirus. A) Le schéma pré-
sente les principales étapes de l’entrée du virus à partir du virion.
Dans un premier temps, (1) celui-ci se fixe à la surface cellu-
laire par la protéine trimérique de spicule �1 (sphère noire). Après
l’endocytose (2), l’activité des protéases lysosomales permet le
retrait de la protéine �3 (en rouge) et le clivage de la protéine
�1 (en vert) (3), permettant à la particule de traverser la mem-
brane de l’endosome. La sortie de l’endosome (4) s’accompagne
de l’élimination de la protéine �1 et de la portion résiduelle de la
protéine �1. Ces dernières étapes impliquent la participation de
protéines cellulaires jouant le rôle de chaperon moléculaire. La
particule virale se retrouve finalement dans le cytoplasme sous
forme de nucléoïde (ou core), particule complètement dépourvue
de protéines de la capside externe et transcriptionnellement active
(5). Le nucléoïde ainsi relargué dans le cytoplasme permet la syn-
thèse des trois classes d’ARN messager viral (6). B) Le schéma
représente l’entrée virale lorsque le virion est tout d’abord partiel-
lement décapsidé par l’action de protéases extracellulaires. (1) La
particule sous-virale infectieuse (ISVP) se fixe à la membrane (2)
evue

rincipes généraux

ertains virus cytolytiques, comme le réovirus de mammi-
ère (« réovirus » pour la suite du texte), peuvent parfois
tablir une infection non lytique persistante en culture cel-
ulaire. Bien que dépassant le cadre de la présente revue,
’importance de « revisiter » le concept de virus dit « cytoly-
ique » a été récemment soulignée [1]. En effet, le réovirus
e mammifère, bien que normalement considéré cytoly-
ique, peut être libéré de certains types de cellules infectées,
n absence de lyse cellulaire [2, 3].
e phénomène de persistance virale en culture cellulaire,
onc loin d’être seulement une curiosité de laboratoire, peut
onstituer un système expérimental puissant pour l’étude
e certaines étapes importantes du cycle viral de mul-
iplication. L’établissement de la persistance virale peut
’accompagner de changements importants dans les pro-
riétés du virus lui-même, mais également de sa cellule
ôte, et constituer ainsi un modèle biologique pertinent de
a coévolution virus-hôte.
armi les virus de mammifère, le réovirus a été large-
ent utilisé comme modèle de réplication virale et de

athogenèse. Plus récemment, on note un regain d’intérêt
our l’étude de ce virus puisqu’il est actuellement l’objet
’essais cliniques dans des approches virothérapeutiques
ontre divers cancers [4, 5]. Le réovirus, sous son nom
ommercial de Reolysin®, a d’ailleurs reçu le statut de
médicament orphelin », par la Food and Drug Adminis-

ration (FDA) aux États-Unis et par l’Agence européenne
es médicaments (EMA).
l n’est donc pas surprenant que ce virus, en dépit du
ait qu’il soit généralement cytolytique, ait fait l’objet
e diverses études concernant sa capacité à établir et à
aintenir une persistance virale, essentiellement en culture

ellulaire. De telles études ont eu dans le passé un impact
mportant sur notre compréhension de la réplication des
éovirus et de leurs interactions avec les cellules hôtes et ont
ncore le potentiel de contribuer davantage à cette compré-
ension. De plus, de telles approches pourraient aider à
évelopper des applications pratiques pour le réovirus, en
ermettant la sélection de nouveaux variants viraux mieux
daptés à infecter et détruire les cellules cancéreuses, entre
utres choses [6, 7].
e façon surprenante, malgré le fait que la persistance
irale a maintenant été obtenue dans de nombreuses

ignées cellulaires différentes, peu de virus adaptés ont vu
eurs séquences génomiques complètement déterminées.
n effet, seule la séquence du virus adapté aux cellules
ero, virus obtenu dans notre laboratoire, a été complè-

ement déterminée [8]. Les progrès dans les approches
e séquençage permettront certainement de corriger cette
ituation dans un proche avenir. De plus, l’avènement de la
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pour soit être internalisée par endocytose (3) ou, alternativement,
pénétrer directement au travers de la membrane plasmique (3b),
contournant dans les deux cas le besoin en protéases endoso-
male/lysosomale. Dans tous les cas, le nucléoïde est par la suite
généré (4) pour permettre la transcription comme dans le cas du
virion (5, 6).

génétique inverse à partir de plasmides permet maintenant
de confirmer l’importance des différentes mutations obser-
vées chez les virus adaptés. Ces mutations peuvent ainsi
être introduites séparément dans un squelette de virus de
type sauvage, comme effectué dans certains de nos travaux
récents [8, 9].

Comme nous le verrons plus loin, les étapes initiales du
cycle de réplication viral menant à l’entrée du virus sont au
cœur du phénomène de persistance virale (figure 1) [10-12].
À la suite de la fixation de la protéine �1 du virus à la surface
cellulaire, la particule virale est internalisée. La protéine
�1 possède une longue portion hélicoïdale dans la région

Virologie, Vol 23, n◦ 5, septembre-octobre 2019
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l’appellation de virus PI (de persistent infection). Les cel-

V

minoterminale, incluant la séquence à l’extrémité permet-
ant l’ancrage de la protéine au virion. La région centrale
e la protéine permet la fixation aux acides sialiques chez
es souches possédant cette propriété, dont la souche Dea-
ing du sérotype 3, généralement utilisée dans les études de
a persistance virale. La protéine se termine par une région
lobulaire à l’extrémité carboxyterminale impliquée dans la
xation au récepteur protéique le plus largement utilisé par

e virus pour la fixation aux cellules épithéliales, la protéine
AM (junctional adhesion molecule) [10, 13]. Le clivage
es protéines de la capside externe, débutant par la protéine
e capside externe �3, a lieu dans un premier temps suite
l’internalisation de la particule. Par la suite, le clivage de

a protéine �1 de la capside externe permet la génération
e particules infectieuses dites « sous-virales » (infectious
ubviral particles [ISVP]) qui peuvent alors traverser la
embrane des endosomes vers le cytoplasme, permettant

ar la suite l’activation de la transcription à partir de la
apside interne du virus (nucléoïde ou core en anglais).
a décapsidation partielle du virus par des enzymes lyso-
omales, générant les ISVP, est un facteur limitant dans
e nombreux types de cellules [14-18]. Les ISVP peuvent
ussi être générées par clivage protéolytique à l’extérieur
es cellules, permettant de contourner les étapes de décapsi-
ation intracellulaire. À noter que la structure des protéines
1 et du complexe hétérohexamérique �3-�1 [19-21] a été
éterminée et sera discutée plus loin (figure 3 et figure 4).
nviron une douzaine de lignées cellulaires différentes ont
té rapportées comme pouvant être infectées de manière
ersistante par le réovirus dans certaines conditions. Cepen-
ant, cela dépend de la définition donnée à l’infection
persistante ». À titre d’exemple, l’infection de la lignée

ellulaire Tb1-Lu de chauve-souris aboutit à une infection
roductive, mais avec une mort cellulaire minimale [22].
a production de virus semble diminuer lentement avec

e temps sans changements réels dans les cellules ou les
irus. Il s’agirait donc plutôt d’une infection « non lytique »
u « chronique », plutôt que d’une réelle infection per-
istante en tant que telle, comme discutée plus loin. Dans
ertains types de cellules chez lesquelles l’établissement
’une infection persistante a été décrit sans aucun effet cyto-
athique apparent, comme dans les cellules MDCK [23],
n a probablement affaire à un phénomène similaire où la
ersistance virale avec toutes ses conséquences n’est pas
écessairement établie. En fait, nos propres résultats étaient
rès différents dans cette lignée cellulaire (données non
ubliées). Cela soulève la question des variations dans les

ignées cellulaires et virus utilisés d’un laboratoire à l’autre
t complique davantage les comparaisons. De plus, dans
lusieurs cas, les virus et les cellules ont été mal caractéri-
és après établissement de la persistance. Un autre exemple
oncerne l’observation selon laquelle une infection persis-
ante par le réovirus affecte les propriétés de croissance des
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fibroblastes murins BALB 3T3 [24]. Des travaux ultérieurs
ont plutôt démontré que les réovirus infectent préféren-
tiellement les cellules NIH-3T3 transformées alors que
les cellules parentales sont assez résistantes à l’infection
[25, 26]. Cela suggère que le stock cellulaire utilisé lors
de l’établissement de la persistance virale aurait pu être
en partie formé de cellules spontanément transformées au
sein de la culture, comme cela arrive lorsque celles-ci sont
maintenues à confluence pendant un certain temps. Sinon,
une contamination par un autre type de cellule est toujours
possible.
Dans le cadre de cette revue, nous définirons l’infection per-
sistante à réovirus comme une infection établie après une
période de lyse cellulaire chez des cellules où l’infection
est cytolytique dans les conditions usuelles d’infection. La
majorité des cellules sont alors infectées, mais une réinfec-
tion constante est nécessaire pour le maintien de l’infection.
Nous verrons plus loin que cet état s’accompagne de chan-
gements à la fois chez le virus et les cellules concernées.
Nous allons maintenant examiner plus en détail quelques
modèles cellulaires au sein desquels l’infection persistante
par le réovirus a été étudiée de manière plus approfondie.

Le modèle classique en cellules L929

Initialement, l’essentiel des études sur la persistance virale
par le réovirus a été effectué en utilisant la lignée L929 de
cellules fibroblastiques de souris utilisées couramment pour
la multiplication du réovirus. La persistance virale dans
ce modèle cellulaire a été décrite en 1998 [27] ; nous
résumerons brièvement ici les aspects principaux et discu-
terons plus en détail des progrès réalisés depuis cette revue
détaillée.
Lors de l’infection par le réovirus, les cellules L929 sont
rapidement tuées et détruites, parfois en moins de 24 heures
à 37◦ C, selon la multiplicité d’infection utilisée. Cepen-
dant, un tout petit nombre de cellules peut malgré tout
survivre. Ces cellules vont lentement croître avec des
phases fréquentes de « crises » lors desquelles la mort
cellulaire sera importante. Néanmoins, après cette période
relativement longue d’établissement de la persistance, une
population cellulaire peut être sélectionnée. Ces cellules
produisent et libèrent du virus infectieux de manière
continue sans être lysées ; le virus produit reçoit alors
lules infectées de manière persistante peuvent éliminer le
virus lors d’une exposition à long terme à un antisérum neu-
tralisant [28]. De manière intéressante, ces cellules dites
« guéries » sont passablement résistantes au virus sauvage,
mais elles sont facilement détruites lors d’une infection
par le virus PI correspondant. La figure 2A présente un
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Figure 2. Établissement de la persistance virale et coévolution virus-cellule. A) Lors de l’infection de cellules par un réovirus de type
sauvage, la majorité des cellules seront tuées et détruites par cytolyse (en pointillés). Toutefois, quelques cellules peuvent être épargnées
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n virus dit PI (persistent infection) (en noir). Il s’établit un état d’éq
ellules. De telles cellules peuvent être « guéries » de leur infectio
ellules. B) Les cellules originales parentales peuvent être infecté
nfectées de manière persistante (virus PI). Par contre, les cellules
ériode de temps lors de la persistance virale, sont résistantes au

ésumé schématique de l’établissement de la persistance
irale chez les cellules L929 alors que la figure 2B pré-
ente le résultat de la coévolution virus-cellules. Différents
ravaux ont permis de démontrer que les cellules guéries
nt été sélectionnées pour exprimer des taux réduits de
athepsines lysosomales [29, 30] ; ces cellules sont donc
nefficaces à éliminer les protéines de la capside externe
ors de la décapsidation. En parallèle, les virus PI ont, eux,
volué afin d’être en mesure d’infecter les cellules guéries.
es études utilisant l’approche de génétique classique par

change de gènes (réassortiment) ont impliqué la protéine
e la capside externe, �3, ainsi que la protéine de fixa-
ion à la cellule, �1, respectivement dans l’établissement
t le maintien de la persistance virale [31, 32]. À ce jour,
ucun génome complet d’un virus PI complet provenant de
ellules L929 n’a été obtenu, mais la séquence des gènes

odant ces deux protéines qui apparaissent cruciales l’a été.
ependant, ce séquençage n’a pas été effectué directement

ur des produits de PCR, comme habituellement utilisé à
’heure actuelle, mais plutôt par clonage d’ADN complé-

entaire ; cela soulève la possibilité de séquençage d’une
opulation minoritaire non nécessairement représentative
u virus authentique se répliquant au sein des cellules. Il
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ellule pourra évoluer (quadrillée) tout comme le virus pour devenir
re avec libération de particules virales et réinfection constante des
r ajout d’un antisérum neutralisant qui prévient la réinfection des
t détruites avec le virus sauvage ou le virus récupéré de cellules
« guéries », ayant été en contact avec le virus pendant une longue
sauvage de départ, mais sensibles au virus PI.

serait certainement intéressant de confirmer ces séquences
sur différentes populations de virus PI. Cependant, l’étude
des substitutions d’acides aminés de la protéine �3, prin-
cipalement la substitution Y354H, a permis d’établir de
manière claire que ces substitutions rendent le virion plus
sensible aux cathepsines [33]. Cette modification permet
ainsi sa décapsidation dans les cellules guéries alors que
le virus sauvage est bloqué dans ces conditions réduites
en protéases. En conséquence, les virus PI sont résistants
aux inhibiteurs de l’acidification endosomale (acidifica-
tion nécessaire pour permettre la formation des cathepsines
matures) et, plus directement, aux inhibiteurs de protéases
endosomales, tels que le E64 [33-37]. Les virions de virus
PI se comportent donc en quelque sorte comme des ISVP.
La structure par cristallographie aux rayons X permet de
localiser les substitutions d’acides aminés sur la protéine

�3 pour les différents virus PI connus, tel que présenté sur
la figure 3. Comme discuté plus loin, des substitutions au
sein de la protéine �3 sont aussi présentes chez des virus
PI obtenus d’autres lignées cellulaires. La structure molé-
culaire est disponible pour l’homodimère de �3, ainsi que
pour l’hétérohexamère de �3-�1, la composante majeure
de la capside externe, et complétée par la suite par cryomi-
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roscopie du virion [19-21]. Les différentes substitutions
ont toutes localisées sur le petit lobe externe de la protéine
t sont donc susceptibles d’affecter la protéolyse de la pro-
éine �3 [10, 12, 38, 39]. Ces substitutions sont situées à
a surface de la protéine et en dehors de la zone de contact
ntre les deux exemplaires de la molécule sous sa forme
imérique. Les substitutions sont aussi à l’extérieur de la
one de contact entre les deux protéines �3 et �1 dans le
omplexe hétérohexamérique à la surface du virion.
n peut se demander pourquoi les virus de type sauvage
’ont pas acquis cette capacité à se décapsider plus facile-
ent, ce qui peut sembler avantageux. En effet, un tel virus

st plus pathogène et semble se transmettre plus efficace-
ent dans un modèle animal [40]. Il est toutefois possible

u’un pouvoir pathogène accru soit en fait désavantageux à
ong terme pour le virus ; par contre, il est aussi possible que
e test de transmission utilisé ne soit pas un reflet exact de
’impact négatif d’une diminution de la stabilité du virion
ans l’environnement. Quoi qu’il en soit, des études plus
pprofondies des souches de réovirus en environnement
aturel apparaissent nécessaires pour mieux comprendre si
e telles mutations apparaissent ou non, et se maintiennent
u non dans des conditions naturelles.
e rôle exact des substitutions de �1 dans ces virus demeure
eu clair ; il a été suggéré qu’elles peuvent affecter la stabi-
ité du complexe formé par trois exemplaires de la protéine
41], mais l’impact exact n’a pas été étudié de façon appro-
ondie. La détermination de la structure [42, 43] permet
aintenant de localiser les substitutions de manière plus

récise, ce qui confirme leur localisation au niveau de la
égion hélicoïdale (figure 4). Il n’est toutefois pas possible
’affirmer sans ambiguïté qu’elles puissent exercer un effet
ur la stabilité de la protéine [42]. À noter également que
ertaines de ces mutations chevauchent le cadre de lecture
our la petite protéine �1s, codée par le même gène S1 ;
l est donc difficile d’attribuer sans ambiguïté le phéno-
ype aux changements à la protéine �1. L’avènement de
a génétique inverse pourrait probablement mener à une

eilleure compréhension de l’importance de ces substitu-
ions diverses. Fait intéressant, dans deux autres types de
ellules différentes la persistance est aussi accompagnée de
hangements dans la protéine �1 (ou �1s). Ce point sera
iscuté dans une section subséquente.

a situation en cellules Vero
u cours des dernières années, notre laboratoire a carac-
érisé en détail un virus obtenu à la suite de l’infection
ersistante par le réovirus dans les cellules Vero. Ces cel-
ules ont été choisies, car elles semblent posséder au départ
ne capacité limitée à décapsider le virus [14], suggérant
ue l’adaptation dans ces cellules pourrait relever d’un
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mécanisme jouant à un autre niveau que la décapsida-
tion en tant que telle. Elles présentent aussi des défauts
bien connus dans la production antivirale d’interféron et
dans la protéine kinase induite par l’interféron, PKR (pro-
tein kinase double-stranded-RNA-dependent) [44-47]. La
séquence génomique du virus PI obtenu des cellules Vero
nommé VeroAV (pour Vero-cell-adapted virus) a été entiè-
rement obtenue et a révélé des substitutions d’acides aminés
dans quatre des 11 produits de traduction des dix gènes
viraux [8]. L’utilisation de la génétique inverse a ensuite
permis de démontrer qu’une seule substitution d’acides
aminés dans la protéine �1, N198K, est responsable de
l’adaptation du virus aux cellules Vero en augmentant la
liaison aux acides sialiques (figure 4) [9]. Fait intéressant,
dans ce cas, il n’y avait pas de changement dans la pro-
téine �3 ni de changement au niveau de la décapsidation
en tant que telle. Toutefois, la protéine �1 a simultanément
évolué ce qui la rend apparemment plus compatible avec
la protéine �1 modifiée. De manière intéressante, la sub-
stitution N198K dans �1 est apparue en premier lors de
l’établissement de la persistance ; cela suggère qu’il s’agit
bien du déterminant critique de l’adaptation aux cellules
Vero, l’autre substitution (Q78P) étant apparue par la suite.
La mutation dans le gène codant la protéine �1 entraîne éga-
lement une substitution unique d’acides aminés dans une
seconde protéine (�1s), une petite protéine retrouvée dans
un second cadre de lecture sur le même gène [8]. Comme
discuté plus loin, cette substitution serait un déterminant
important de la sensibilité à l’interféron.
En même temps que les substitutions au niveau de la
protéine �1, des changements au niveau de la protéine
�1 sont également apparus. Ces substitutions (E89G et
A114V) sont probablement responsables d’un désassem-
blage accéléré du virion [9, 48]. Cependant, encore là, ces
changements ne sont peut-être pas désirables en conditions
naturelles puisqu’ils entraîneraient une sensibilité accrue
aux protéases dans le tractus gastro-intestinal [9, 48]. À
ce jour, il s’agit du seul exemple d’une modification de la
protéine �1 dans le contexte de la persistance virale. Des
études actuellement en cours au laboratoire, visent à mieux
comprendre l’importance, ou non, de chacune de ces substi-
tutions [49]. Il est intéressant de noter qu’une d’entre elles
(position E89) a été examinée indépendamment par un autre
groupe lors d’études visant à caractériser l’importance de
la boucle formée par la région 72-96 de la protéine [50].
Une substitution à cette position entraînait un phénotype de
petites plages en présence de chymotrypsine, un phénotype

également observé dans nos propres études [9, 48], malgré
le fond génétique différent entre les virus de ces différentes
études. Aussi, alors que la coévolution (ou co-adaptation)
de la protéine �1 et de la protéine �1 est essentielle chez
VeroAV [9], des travaux subséquents ont indiqué un effet
de �1 sur le phénotype d’infectivité attribuable à �1. Cela
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ouligne l’importance d’une compatibilité entre ces deux
rotéines [51-53]. Ces observations sont aussi en accord
vec des études antérieures indiquant un rôle de �1 dans des
hénotypes attribuables au gène S1 [54-58], bien que dans
ertains cas ceux-ci dépendent peut-être du second cadre
e lecture présent et codant pour �1s. En dépit de l’absence
’interaction directe entre les deux protéines, �1 et �1, un
ffet indirect sur la structure de la particule virale pourrait
ffecter l’ancrage ou l’exposition de �1 à la surface de la
articule virale [48].

utres modèles cellulaires

n plus des cellules L929, une autre lignée cellulaire de
broblastes de souris a été étudiée pour la capacité du
éovirus à y établir une infection persistante. Ces cellules,
es fibroblastes embryonnaires de souris sauvages de la
ignée SC1, ont été initialement choisies, car elles pré-
entent une inhibition de la synthèse des protéines de la
ellule hôte réduite et une mort retardée lors de l’infection
59]. Lorsqu’elles sont infectées par un stock de réovirus de
ype sauvage, un pourcentage plus élevé des cellules peut
urvivre, par rapport à la situation observée avec les cellules
929. En conséquence, la persistance est plus facilement
tablie dans ces cellules, mais le phénomène de coévo-
ution de la cellule hôte peut tout de même être observé.
ien que les modifications cellulaires exactes n’aient pas
té examinées, des cellules guéries ont pu être obtenues et
lles présentent également une résistance au virus de type
auvage et une sensibilité au virus PI récupéré à partir de
es cellules (données non publiées). Le séquençage partiel
u virus PI a révélé une substitution d’acide aminé à une
osition différente sur la protéine �3 à proximité de celles
bservées précédemment sur les virus PI obtenus de cellules
929 [48] (figure 3) ; il s’est avéré que le virus était aussi
lus résistant à la présence d’inhibiteurs de décapsidation
données non publiées).
ivers types de cellules humaines ont également été exa-
inés, dont les lignées lymphocytaires Raji et CA46 ainsi

ue les cellules de fibrosarcome HT1080 [60-62]. Un chan-
ement dans la séquence de la protéine �3, suggérant un
livage facilité de la protéine, est également sélectionné
hez ces cellules (figure 3), mais pas toujours exclusive-
ent. Une version tronquée de la protéine �1 a également

té trouvée dans au moins un cas (figure 4). Cela sou-
igne encore l’importance des deux protéines �3 et �1,

eux protéines critiques lors de l’entrée du virus dans la
ellule hôte. Cependant, dans tous ces cas, la séquence
omplète du virus n’a pas été déterminée, ce qui complique
’interprétation.
n dernier cas de persistance virale est celui des cellules de

a lignée CHO (cellules ovariennes d’hamster chinois) avec
élection de virus PI adapté et coévolution virus-cellules
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Figure 3. Position des substitutions d’acides aminés de la pro-
téine �3. A) La structure cristallographique de la forme dimérique
de la protéine �3 (en vert et cyan) (PDB : 1FN9) est présentée [19].
B) L’hétérohexamère composé de trois molécules de la protéine
�3 (cyan) à la surface du virion, coiffant trois molécules de la pro-
téine �1 (en brun pâle) (PDB : 1JMU) est présenté [20]. Les acides
aminés substitués chez divers virus PI sont indiqués sous forme de
sphères rouges sur la structure de la protéine �3.

Virologie, Vol 23, n◦ 5, septembre-octobre 2019
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VeroAV

Figure 4. Position des substitutions d’acides aminés de la pro-
téine �1. La structure cristallographique de la forme trimérique de
la protéine �1 (PDB : 6GAP) [42] est présentée. Les acides aminés
substitués chez divers virus PI sont indiqués sous forme de sphères
rouges, la substitution démontrée comme importante chez le virus
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I isolé de cellules Vero (VeroAV) est indiquée. Les 26 premiers
cides aminés et les 215 derniers acides aminés, comprenant la
tructure globulaire de la protéine, sont absents de cette structure
lignes pointillées). La flèche bleue indique la position de la fin de
a forme tronquée observée chez le virus PI isolé de cellules de
brosarcome humain HT1080. La position de la région de fixation
ux acides sialiques [43] est aussi indiquée (trait vert).

emblable à la situation des cellules L929 [63]. Les études
’ont toutefois pas été poursuivies en vue de mieux carac-
ériser les virus et les cellules obtenus. Ces résultats sont
ussi un peu étonnants, étant donné que des travaux subsé-
uents ont démontré que ces cellules étaient difficilement
nfectées, faute de récepteur protéique pour le virus [64, 65].
ncore là, une différence dans la nature exacte des lignées
tilisées dans ces différentes études explique sans doute ces
ifférences. Il demeure que le principe général de coévolu-
ion virus-cellules semble bien s’appliquer dans ce modèle
ellulaire.

e rôle de l’interféron
ans la persistance virale
e rôle de l’interféron dans la persistance du réovirus
este incertain. Dans les cellules SC1, la persistance virale
st associée à une sécrétion constante d’interféron et à
’activation permanente de PKR [66, 67]. Cependant, dans
es cellules, l’interféron n’est pas protecteur et cet aspect
’a pas été étudié dans d’autres lignées cellulaires infectées
e manière persistante. La persistance virale a également

irologie, Vol 23, n◦ 5, septembre-octobre 2019
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été établie dans les cellules Vero qui sont déficientes en
synthèse d’interféron. L’hypothèse de départ était que cela
devrait permettre au virus d’évoluer, indépendamment de
la contrainte de maintien d’un certain niveau de résistance à
l’interféron. En conséquence, on s’attendait à ce que le virus
résultant soit plus sensible à l’interféron, ce qui a été effecti-
vement le cas. La petite protéine non structurale �1s codée
par le gène S1 s’est révélée être un nouveau déterminant
viral de la sensibilité à l’interféron, indépendamment d’un
effet apparent sur l’induction de la synthèse ou sécrétion
d’interféron [8].

Autres réflexions sur les mécanismes
de l’infection persistante par le réovirus

L’établissement de la persistance du virus est facilité
lorsque des virus ou des conditions expérimentales « atté-
nués », comme l’ajout d’un inhibiteur de la décapsidation,
sont utilisés. L’établissement de la persistance virale est
aussi facilité en utilisant des virus thermosensibles ou des
conditions dans lesquelles une constellation de mutants
viraux sera présente dès le départ, par exemple en utilisant
des stocks de virus à passage élevé [31, 48, 68-71].
Comme pour beaucoup de virus eucaryotes, le(s) méca-
nisme(s) exact(s) conduisant à la lyse cellulaire demeure(nt)
peu connu(s) et pourrai(en)t impliquer plus d’une étape
du cycle viral de multiplication. Certains types de cellules
sont également connus pour être permissifs pour la répli-
cation du réovirus tout en restant viables et en libérant
des virus infectieux. Cela a été observé pour une lignée
de cellules de chauves-souris [22] ainsi que pour des cel-
lules endothéliales et épithéliales [2, 3]. L’utilisation d’un
mécanisme de transport vésiculaire ne peut être exclue pour
cette libération sans lyse cellulaire, surtout à la suite des
observations récentes montrant le remodelage des mem-
branes cellulaires internes au niveau des inclusions virales
dans les cellules infectées par le réovirus [72]. Une autre
possibilité est que le réovirus puisse exploiter la machine-
rie d’autophagie. En effet, au cours des dernières années,
des exemples se sont accumulés concernant l’exploitation
de la machinerie d’autophagie par des virus, cytolytiques
ou non, pour leur assemblage ou leur libération de cel-
lules infectées [73-77]. Plus récemment, la participation
de l’autophagie dans l’activité oncolytique de réovirus, au

moins dans certains types de cellules, a aussi été rappor-
tée [78, 79]. Il est donc possible qu’un tel transport par la
machinerie d’autophagie puisse être exploité par le réovi-
rus pour une libération non lytique, comme elle se produit
chez les cellules infectées de manière persistante. En fait,
l’examen en microscopie électronique de cellules infectées
de manière persistante a révélé la présence de particules
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Figure 5. Représentation schématique des étapes présumées d’établissement et de maintien de la persistance. A) Dans les cellules
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929, des changements dans la région externe de la protéine �3
l’établissement de la persistance virale (1). Des changements su

e fixation �1 apparaîtraient par la suite (2). B) Dans les cellules V
xation aux acides sialiques sur la protéine �1 (en rouge) (1) et so
ein de l’hétérohexamère �3-�1 (2). Plus de détails sont présentés

irales dans des vésicules, certaines pouvant ressembler
orphologiquement à des autophagosomes [17, 23, 29, 66].
ependant, la nature exacte de ces vésicules n’est pas clai-

ement établie. Une activation permanente de PKR lors de
a persistance du réovirus a aussi été notée précédemment
66] ; une telle activité PKR pourrait entraîner une augmen-
ation de l’autophagie [80], contribuant ainsi à la libération
es particules virales indépendamment de la lyse cellulaire.
ous les exemples décrits d’infection persistante par le
éovirus nécessitent une réinfection virale constante. Cela
mplique que le virus complète son cycle de réplication
t que les virions libérés soient infectieux. Cela explique
ue lors d’une exposition assez longue des cellules infec-
ées à des anticorps neutralisants, les cellules sont guéries
un niveau indétectable de production virale, le retrait des
nticorps n’amenant pas un retour de production virale.
es travaux plus anciens avaient suggéré un modèle de la
ersistance dans lequel l’établissement et le maintien de
a persistance sont des phénomènes distincts reposant sur
es changements génétiques différents et graduels au sein

es virus PI. Dans le modèle initial, des changements au
iveau de la protéine �3 étaient vus comme étant essentiels à
’établissement de la persistance, comme discuté plus haut.
u contraire, le maintien de la persistance semblait reposer
avantage sur l’apparition de changements au niveau de la
rotéine �1 [32, 71]. À noter que certaines de ces études ont
uggéré que la protéine �2 puisse aussi être impliquée dans

300
ouge) au sein de l’hétérohexamère de �3-�1 semblent essentiels
uents au niveau de la région hélicoïdale (en rouge) de la protéine

les premiers changements apparaissent au niveau de la région de
ivis d’autres changements (en rouge) au niveau de �1 et de �1 au
s le texte.

l’établissement de la persistance virale. La protéine agirait
en favorisant l’apparition de mutations au sein de la popu-
lation virale utilisée pour l’établissement de la persistance
[71]. Bien que la présence de mutations fréquentes au sein
de la population de virus puisse certainement être un facteur
favorisant l’établissement de la persistance, un rôle de la
protéine �2 semble peu probable ; l’idée que cette protéine
puisse agir comme la polymérase virale n’est plus compa-
tible avec nos connaissances actuelles sur la transcription
et la réplication du génome viral [11].
Dans le modèle des cellules Vero, la substitution d’acides
aminés de la protéine �1, permettant l’adaptation du virus
aux cellules, apparaît dans un premier temps. Par la suite,
le changement de �1s responsable de la sensibilité à
l’interféron et les changements de �1 vont apparaître [48].
On peut donc conclure que des changements dits de « main-
tien » ne seraient pas directement reliés à la persistance en
tant que telle, mais plutôt un résultat indirect de la crois-
sance dans un type donné de cellules. L’ordre et la nature
des changements observés chez les cellules L929 et les

cellules Vero sont résumés schématiquement sur la figure 5.

Importance in vivo

Peu de travaux ont été consacrés aux infections persistantes
à réovirus in vivo. Par le passé, certains travaux ont démon-
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ré l’apparition de mutants viraux sélectionnés in vivo. De
lus, des cellules d’hybridome obtenues après inoculation
u virus peuvent être infectées de manière persistante et
tre guéries in vitro par traitement à l’aide d’un antisérum
eutralisant [81, 82]. Tous ces différents virus PI n’ont pas
té davantage étudiés.
ar ailleurs, l’inoculation de virus PI récupéré de cellules
929 semblait indiquer une plus grande virulence de ceux-
i, du moins lors d’inoculation intracérébrale [83, 84].
inalement, des cellules de lignées tumorales guéries de

eur infection persistante in vitro demeurent sensibles à un
irus sauvage dans le contexte de tumeurs in vivo, et ce
ien qu’elles soient effectivement résistantes in vitro ; les
ellules infectées de manière persistante sont, elles, inca-
ables de former des tumeurs [60, 61]. De toute évidence,
es différents aspects de la persistance in vivo mériteraient
’être davantage étudiés.

a persistance virale comme outil
e sélection de nouveaux réovirus

’évolution in vitro ou l’adaptation des virus à un type
e cellules donné est non seulement très instructive d’un
oint de vue fondamental, mais représente un outil poten-
iel pour produire de nouveaux virus. La sélection ou la
onstruction de nouveaux réovirus mieux adaptés en tant
u’agents virothérapeutiques, vecteurs de gènes, vaccins
u virus oncolytiques a été proposée par plusieurs auteurs
6, 7, 26, 62, 85-89]. En fait, un virus PI sélectionné sur
ne lignée de cellules tumorales démontre par la suite une
tténuation chez les cellules normales, sans altérer son
nfectivité ou la cytolyse de cellules transformées [62]. Par
ontre, dans ce cas particulier, une délétion d’une partie de
a protéine �1 a été observée plutôt que des substitutions
’acides aminés.
e passage en série des virus ou la sélection de clones viraux
ont deux approches possibles pour la sélection de nou-
eaux virus présentant des caractéristiques phénotypiques
ouhaitables [26, 89, 90]. Cependant, l’interaction à long
erme nécessaire pour établir et maintenir la persistance
eprésente un nombre impressionnant de cycles viraux qui
e peut être facilement atteint par ces autres approches.
n outre, l’apparition graduelle de la résistance cellulaire
st sans doute un stimulant de l’évolution virale dans ce

ontexte, par rapport au passage en série, bien que cette
ernière approche se traduise probablement par un autre
ype de pression sélective.
’obtention de virus PI de différents types cellulaires,
ouplée au séquençage du génome de ces virus et à
a confirmation de l’importance des substitutions grâce

la génétique inverse, devrait permettre une meilleure
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compréhension du phénomène de persistance et de coévo-
lution virus-cellule. Il serait certainement aussi intéressant
d’isoler des virus à différents stades de l’établissement de
persistance afin de mieux déterminer la nature des chan-
gements directement reliés et de mieux comprendre le
phénomène de coévolution, dans différentes cellules.

Conclusions

En dépit du fait que le phénomène de persistance virale
par le réovirus a été décrit depuis plus de 40 ans, l’étude
des mécanismes sous-jacents demeure d’actualité. Premiè-
rement, de telles études peuvent permettre une meilleure
compréhension de la biologie du virus au sein de divers
types cellulaires. Deuxièmement, ces études pourraient à
plus long terme permettre d’isoler de nouveaux variants
viraux pouvant être utilisés en virothérapie anticancéreuse
ou dans d’autres applications.
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