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Virus géants: du mimivirus au lausannevirus

Malgré 'absence de réle pathogéne avéré, la découverte de virus géants et leur étude approfondie a
permis (i) de démontrer que la perte de contenu génétique est plus fréquente en conditions allopa-
triques et que le lausannevirus présente un taux de mutation relativement bas de I'ordre de trois a huit
mutations par année, ainsi que (ii) de documenter 'importance de ’endonucléase et de la nudix hydro-
lase dans la réplication du lausannevirus au sein de I’'amibe. L’analyse du génome de ce virus a égale-
ment contribué a documenter des protéines virales apparentées aux histones eucaryotes qui pourraient
contribuer a la plus grande stabilité du génome de lausannevirus et interagir avec I’ADN de I’h6te ami-

bien.

Le Bradford coccus

En janvier 2001, alors que jeffectuais
un séjour postdoctoral a Marseille, jai
eu le mandat de faire des images de
microscopie électronique de deux
coques différents fournis par Timothy
Robotham, un chercheur anglais spé-
cialiste des amibes et des bactéries in-
tracellulaires d’amibes. Il s’agissait de
Hall coccus et de Bradford coccus.

Le premier, Hall coccus, correspondait
a une souche isolée d'un humidifica-
teur [1], par la suite renommé Para-
chlamydia acanthamoebae en raison de
sa similarité de séquences avec d’autres
membres de 'ordre des Chlamydiales et
de sa croissance intracellulaire avec
deux stades typiques des Chlamydia, les
corps élémentaires et les corps réticulés
[2]. Le second, Bradford coccus, se ré-
véla, lors de cette séance de microsco-
pie, étre présent en grandes quantités
au sein de 'amibe Acanthamoeba poly-
phaga et présentait une structure ty-
pique icosaédrique des virus (figure 1).

Le mimivirus
Une
’équipe marseillaise a permis une pre-

caractérisation détaillée par
mieére description de ce virus géant,
d’une taille similaire a Ureaplasma et
proche génétiquement des Poxviridae
et des Phycodnaviridae, au sein d'une
nouvelle famille de virus: les Mimiviri-
dae [3]. Sa structure icosaédrique et sa
phase d’éclipse typique dans son cycle
cellulaire ainsi que 'absence des génes
communs aux bactéries telles que les
protéines ribosomales indiquaient
clairement sa nature virale [3]. De
plus, 21 génes du mimivirus étaient
homologues a ceux conservés dans la
plupart des NCLDV (nucleo-cytoplas-

mic large DNA virus).

1 Institut de microbiologie de I'Université de
Lausanne, CHUV, Lausanne

Depuis, 'équipe de Didier Raoult a lar-
gement caractérisé le mimivirus, pu-
bliant plus de 100 articles originaux
sur cette famille de virus géants. Leurs
travaux ont permis notamment la dé-
couverte d'un deuxiéme mimivirus pa-
rasité par un virophage [4]. Les tra-
vaux sur les mimivirus ont montré
plusieurs transferts horizontaux entre
les virus géants et différentes bactéries
intra-amibiennes [5,6]. De plus, dans
le cadre d'un travail collaboratif entre
’équipe de Didier Raoult, de Brendan
Loftus et mon équipe lausannoise,
nous avons également pu documenter
un nombre conséquent de transferts
latéraux entre 'amibe du genre Acan-
thamoeba et les virus géants [7].

Figure 1: Le Bradford coccus tel que visua-
lisé par microscopie électronique en janvier
2001, plus tard rebaptisé mimivirus au vu
de sa nature virale et de sa grande taille mi-
mant celle des microbes (microbe-mimic-
king virus). Présence de nombreux virus
avec leur structure icosaédrique au sein de
I’'amibe Acantamoeba polyphaga. Image
prise par microscopie électronique a trans-
mission a un grossissement de 4000x.

La coculture d’amibes

Lorsque je suis rentré en Suisse et que
j'y ai établi mon groupe de recherche,
I'un de mes premiers objectifs a été de
mieux étudier la biologie de Parachla-
mydia acanthamoebae, en raison de ses
mécanismes de virulence partagés avec
Chlamydia Chlamydia
pneumoniae, qui sont des pathogénes
établis, et en raison de son possible role

trachomatis,

comme pathogéne émergeant [8]. Ainsi,
nous avons implémenté a Lausanne la
coculture d’amibes afin découvrir de
nouvelles especes de Chlamydiae [8,9].
Cette technique s’apparente a de la
culture cellulaire mais utilise des
amibes comme tapis de cellule. Cette
coculture utilise (i) une température
basse et une atmosphére humidifiée
afin de prévenir l'enkystement de
I'amibe, ainsi que (ii) des milieux non
nutritifs afin d’accroitre la phagocytose
par les amibes affamées [9,10]. Cet ou-
til nous a permis d’isoler un virus géant
a partir des eaux de la Seine, échantil-

lonnées a Morsang au sud de Paris.
Cette nouvelle espéce de virus géants,
visible en microscopie optique, a été ap-

pelée lausannevirus [11].

Le lausannevirus

Apres filtration (0,22 microns) et réin-
fections d’amibes fraiches avec le fil-
trat, une culture pure dépourvue de 1é-
gionelles a été obtenue. Cette culture
provoquait la lyse des amibes du genre
Acanthamoeba en 24 heures. Fort de
mon expérience a Marseille avec le
Bradford coccus, jai suspecté qu'il
s'agissait d'un virus géant et nous
l'avons caractérisé (i) par microscopie
électronique démontrant la structure
icosaédrique typique, puis (ii) par mi-
croscopie confocale démontrant une
phase d’éclipse quatre heures postin-
fection et une lyse totale des amibes
au-dela de 16 heures postinfection

[11].
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Nos investigations pour déterminer un
possible role pathogéne de ce virus
géant ont été plutdt rassurantes. En ef-
fet, bien que les humains soient régu-
lierement exposés au lausannevirus ou
a des virus apparentés et présentent
une séroprévalence de l'ordre de 2%
[12], il n’a pas été possible par PCR de
documenter d’infections respiratoires
a ce jour (données non publiées). No-
tons que la présence d’anticorps diri-
gés contre le lausannevirus était asso-
ciée a la pratique sportive fréquente et
a une consommation de lait cru [12].

Des protéines apparentées

aux histones eucaryotes

Lanalyse du génome de lausannevirus
[11] a montré sa grande colinéarité
avec le génome de Marseillevirus, un
autre virus géant isolé dans l'intervalle
par l'équipe de Didier Raoult [13].
Ainsi, 71% des protéines de lausanne-
virus avaient leurs plus proches homo-
logues dans le génome de marseillevi-
rus [11]. Ce travail nous a également
permis de détecter des protéines appa-
rentées aux histones des mammiféeres
avec une similarité de séquences avec
les «histone fold» H2A, H2B, H3 ainsi
qu'avec une séquence d’histones pré-
sente chez des archées [11]. La pré-
sence de ces protéines apparentées aux
histones chez lausannevirus et marseil-
levirus pourrait suggérer un role de ces
virus géants comme de possibles pré-
curseurs des histones mammiféeres ac-
tuels. La présence de protéines de type
«histones» permettant de protéger
I'ADN n’est pas surprenante chez des
virus géants qui doivent trouver une
maniére de condenser et décondenser
rapidement leurs longs chromosomes.
Les arbres phylogénétiques ne sont pas
suffisamment forts pour confirmer
I'hypothése d'une origine virale aux
histones eucaryotes. Il se pourrait éga-
lement que les protéines apparentées
aux histones présentes chez lausanne-
virus soient initialement d’origine eu-
caryotes et aient été acquises ultérieu-
rement par les virus géants.

La thymidylate: synthase

du lausannevirus

Une autre découverte intéressante faite
lors de 'analyse du génome de ce virus
fut la présence d’'une dihydrofolate re-
ductase couplée a une thymidylate syn-
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thase sur une protéine bifonctionnelle.
Notre équipe a alors décidé de tester
I'expression de cette enzyme chez la le-
vure. Nous avons ainsi complémenté
une souche haploide de Saccharomyces
cerevisiae délétée du géne codant pour
la dihydrofolate reductase en insérant
un plasmide exprimant la dihydrofo-
late reductase de lausannevirus couplé
a la thymidylate synthase. Ce mutant
de
était capable de pousser en l'absence

complémenté sacchamromyces
de thymidine, démontrant la fonction-
nalité de la dihydrofolate reductase de
lausannevirus [14]. Ainsi, cette enzyme
pourrait représenter une cible théra-
peutique si un jour le role pathogene
de lausannevirus venait a étre docu-
menté. Nous avons alors testé diffé-
rents médicaments agissant sur le mé-
tabolisme des acides foliques et plus
précisément sur la dihydrofolate re-
ductase, et avons pu démontrer que la
dihydrofolate reductase du lausannevi-
rus est résistante au triméthoprime et
a la pyriméthamine. En revanche, nous
avons pu documenter une susceptibi-
lité du lausannevirus au proguanil, un
antimalarique [14].

Evolution de lausannevirus

En 2009, nous avions isolé une souche
Estrella
sannensis, qui poussait trés rapide-

bactérienne, appelée lau-

ment au sein des amibes du genre
Acanthamoeba [15, 16]. Nous avons
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Figure 2: Présence a 'intérieur d’amibes du
genre Acanthamoeba de bactéries corres-
pondant a des légionelles résistantes aux
amibes (fleches blanches) et a de petites
coques (fleches noires), qui se réveleront
correspondre au lausannevirus. Coloration
de Gimenez, grossissement de 1000x.
Image adaptée de Thomas et al. [11].
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Riesenviren: von Mimivirus bis
Lausannevirus

Obwohl fir Riesenviren keine pathogenen Eigenschaf-
ten nachgewiesen wurden, konnte dank ihrer Entde-
ckung und eingehenden Erforschung (i) aufgezeigt wer-
den, dass der Verlust von genetischen Informationen
unter allopatrischen Bedingungen haufiger auftritt und
diese Viren eine relativ niedrige Mutationsrate in der
Grossenordnung von 3 bis 8 Mutationen pro Jahr auf-
weisen, und (i) dokumentiert werden, welche Bedeu-
tung der Endonuklease und der Nudixhydrolase bei der
Replikation des Lausannevirus innerhalb der Amdbe
zukommt. Die genomischen Studien haben ferner zum
Nachweis viraler Proteine beigetragen, die eukaryoti-
schen Histonen &hneln, die die Genomstabilitdt des
Lausannevirus erhdhen sowie mit der DNA des Amo-
benwirts interagieren kénnten.

donc décidé d’évaluer par coculture
d’amibes dans Acanthamoeba 1'évolu-
tion du lausannevirus en condition al-
lopatrique (seule) et en condition sym-
patrique (en présence d’Estrella). Cette
évolution du lausannevirus a été inves-
tiguée sur une période dune année
avec trois passages par semaine, soit
un total de 144 passages [17]. Nous
avons ensuite effectué 'analyse des sé-
quences de génomes a 0,3, 6, 9 et
12 mois. En présence d’Estrella Lau-
sannensis, nous avons observé que le
initialement au

virus, apres avoir

temps zéro et trois mois eu une popu-

lation stable a 10° virions par milli-
litre, présentait parfois une sous-po-
pulation de virus présentant seulement
10% virions par millilitre [17]. Cette
baisse du «set-point» observée dans
certaines sous-populations était vrai-

semblablement liée a une adaptation
du virus afin de le rendre moins patho-
géne vis-a-vis de son hote Acantha-
moeba. Le haut «set-point» corres-
pond a un virus hautement réplicatif
et plutot lytique vis-a-vis de l'amibe,
alors que le virus avec le «set point»
plus bas a hauteur de 10? virions par
millilitre se rapproche d’une certaine
forme de latence.

Une autre chose intéressante que nous
avons observée dans ce travail fut la
perte d'un segment d’ADN dans les
cultures allopatriques durant 'année
étudiée. Notons qu’'apres la méme pé-
riode d'une année, cette méme délé-
tion n’était observée que dans une
seule des huit cultures sympatriques
(en présence d’Estrella), suggérant que

cette réduction génomique pourrait
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Figure 3: Le métabolisme des folates et la dihydrofolate réductase, cible d’action de plu-
sieurs médicaments dont le proguanil, le triméthoprime et la pyriméthamine. Les subs-
tances-clés retrouvées aux différentes étapes du métabolisme des folates sont en noir sur
fond gris, alors que les enzymes sont en bleu. Les deux enzymes (dihydrofolate réductase
et thymidylate kinase) codées par I'un des génes du génome de lausannevirus sont mis en
évidence en rouge. Image adaptée des références 14 et 22, ainsi que du site KEGG et
plus précisément de la carte KEGG 00790 (https://www.genome.jp/dbget-bin/www_

bget?map00790).

étre facilitée en l'absence de concur-
rence extérieure pour la réplication
intra-amibienne. Ainsi, la grande
taille des virus géants pourrait aussi
étre le reflet indirect de leur vie dans
un milieu compétitif en condition al-
lopatrique et leur besoin de maintenir
un large pool de génes (de compé-
tences) dans ces conditions [17], et ne
pas étre seulement lié au «melting
pot» génétique retrouvé en condition
allopatrique, considéré comme favori-
sant les échanges horizontaux de

geénes [5,6,13].

Les endonucléases et la nudix
hydrolase du lausannevirus

Dans cette expérience, nous avons éga-
lement observé la grande stabilité du
génome du lausannevirus puisqu’une
moyenne de 5,8 mutations par méga-
bases par année a été observée en
condition sympatrique pour 8,7 muta-
tions par mégabases par année en
condition allopatrique. Notons que ces
mutations touchaient principalement

des endonucléases, que ce soit en si-
tuation sympatrique ou allopatrique.
Les endonucléases pourraient jouer un
role important dans la réplication vi-
rale, comme démontré chez les chloro-
virus ot ce role d’'endonucléase de res-
triction permet de dégrader 'ADN de
I'hote de manieére précoce [18].

Notons qu’en dehors des mutations do-
cumentées au niveau des endonu-
cléases, aprés une année de repiquages
successifs, des mutations ont égale-
ment été documentées, entre autres au
niveau du géne codant pour la nudix
hydrolase du lausannevirus. La nudix
hydrolase pourrait étre associée a une
plus haute charge virale puisque
comme décrit par Parissh et al., la nu-
dix hydrolase de l'african swine virus a
une activité de decaping sur I'ARN
messager [19]. Cette protéine virale
pourrait donc contréler le ratio ’ARN
messager respectif du virus et de I'hote
et le biaiser en faveur de 'TARN messa-
ger viral. Cette mutation observée uni-
quement en condition allopatrique
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pourrait étre bénéfique au lausannevi-
rus en lui permettant de se répliquer
davantage qu'Estrella lausannensis au
sein de 'amibe.

Conclusion

En conclusion, 'étude des virus géants,
de leur génome, de leur interaction
avec d’autres microbes d’amibes et leur
réplication intracellulaire permet de
mieux comprendre la biologie de ces
virus et leur évolution. De maniére
plus générale, la découverte de nou-
velles espéces nous apporte de nou-
veaux champs d'investigation et il est
important que dans nos laboratoires,
nous fassions preuve de créativité afin
d’'implémenter de nouvelles méthodes
de culture qui nous permettent non
seulement de découvrir la présence de
nouveaux pathogeénes, mais surtout de
mettre a disposition les souches pour
les études approfondies ultérieures.
Ainsi, la découverte récente du Cedrat-
virus lausannensis [20], un parent de
Pithovirus sibericum, nous permet de
réanalyser l'histoire évolutive des Pi-
thoviridae, pour lesquelles la disponibi-
lit¢ d'une souche veille de plus de
30000 ans [21] représente un inesti-
mable témoignage du passé.
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