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Introduction

Les virus a ARN sont caractérisés par un taux de mutation tres important comparé aux virus a
ADN, et a fortiori aux autres organismes vivants. Cela implique une grande variabilité géné-
tique, qui facilite notamment 1’échappement a la réponse immunitaire et les rend redoutables
d’un point de vue épidémiologique. En conséquence, I’étude des dynamiques mutationnelles
de ces virus, particulierement la mise en évidence des facteurs favorisant les mutations, apparait
indispensable pour lutter efficacement contre les maladies dont ils peuvent étre responsables.

10-2 |

@ Viroids
10-3 1
10-4 ;
10-5 4

10-6 |
10-7 |

Mutation rate
(substitution/nucleotid/infectious cycle)

10-8 | dsDNA ‘ Higher
viruses Bacteria eukaryotes

N )

1010 Lower
10-11 - eukaryotes

102 103 104 10° 106 107 108 109 1070
Genome size (nucleotids)

Figure 1 : Taux de mutation de certains organismes en fonction de la taille de leur génome
(Elena, Sanjuan 2005)

Sept groupes d’organismes vivants sont représentés sur ce graphique : les taux de mutation représentés sur ce
graphique sont parmi les plus divers trouvés dans la littérature scientifique pour un groupe donné. En ordre de
grandeur, le taux de mutation d’un organisme a tendance a diminuer lorsque la taille et la complexité de
I’organisme augmente, et/ou que 1’organisme utilise I’ADN par rapport a I’ARN comme support génétique.
Egalement, le groupe des virus 8 ARN (notre groupe d’intérét) présente un taux de mutation compris entre 10 et
10" s/n/cycle infectieux (parmi les plus élevés de tous les organismes vivants ici représentés).

Chez les virus a ARN, le taux de substitution par nucléotides par cycle infectieux est
globalement compris entre 10° et 10* s/n/cycle infectieux (Figure 1). Or les mutations par
substitution sont de loin les plus fréquentes chez les virus a ARN, elles sont quatre fois plus
fréquentes que les mutations indel notamment (définies par I’insertion ou la délétion d’un ou
de plusieurs nucléotides dans une séquence d’ARN par rapport a une séquence de référence,



celle du type sauvage en général) (Sanjuan et al. 2010). On peut donc approximer avec une
bonne précision le taux de mutation chez ces virus par leur taux de substitution.

Une fois ceci fait, deux problemes majeurs persistent dans 1’évaluation actuelle des taux de
mutation : décompter uniquement les mutations survenues au cours d’un seul événement de
copie (1)) et prendre en compte le biais de la sélection naturelle (2)).

1) Détermination du taux de mutation : n’évaluer que les mutations survenues au cours
d’un unique événement de copie

Les virus peuvent se répliquer suivant deux modes : mode linéaire (« stamping-machine mode
») ou binaire (Sanjuan et al. 2010). Suivant le mode linéaire, un seul brin matrice (issu du virion
qui a infecté la cellule) est utilisé pour créer de multiples brins d’ARN, et les brins d’ARN
néoformés ne deviennent des matrices que lorsque les virions issus de cet événement de copie
(=réplication) infectent une autre cellule. A contrario, suivant le mode binaire, les brins
néoformés deviennent immédiatement des brins matrices pour I’ ARN-polymérase virale. Dans
la réalité, les virus ont un mode de réplication intermédiaire entre ces deux modeéles théoriques,
plus ou moins proches du mode linéaire (bactériophages ¢$6 et $X174) ou binaire (poliovirus-
1) suivant leur espéce (Sanjuan et al. 2010).

Or, pour calculer un taux de mutation qui permette véritablement une comparaison entre virus,
on doit s’exprimer en nombre de mutations par unique événement de copie. Mais en comparant
directement le génome du virus originel qui a infecté la cellule et ceux des particules virales qui
sortent de cette derniere apres sa lyse ou qui s’accumulent dans la cellule, on observe (sauf si
le mode de réplication du virus est strictement linéaire) des mutations accumulées au cours de
plusieurs événements de copie, ce qui ne permet pas de calculer strictement un taux de mutation.
Le taux issu de cette comparaison directe est mesuré en mutations/cycle infectieux, et il peut
étre de une fois (mode de réplication trés proche du lineaire : bactériophage ¢6, selon Sanjuan
et al. 2010) a dix fois (mode de réplication trés proche du binaire : poliovirus-1, selon Sanjuan
et al. 2010) plus élevé que le taux en nombre de mutations par événement de copie.

» Pour remonter aux taux en mutations/ événement de copie a partir des séquences
d’ARN obtenues a I’issue de 1’étape de multiplication in vivo, on peut utiliser une
méthode de comparaison de sequences (Yasukawa et al. 2017).
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ARN a : ARN du virus originel, dont la séquence sert de
[\ | comparateur pour déterminer les mutations vraies

|
ARN A1 ) TP ! J ARN C1 T ARN D1

|
ARN A2, A3 et A4 ARN B2 et B3 v J ARN C2

ARNSs créés dans un 17 ARNSs créés dans un 2e ARNSs créés dans un 3¢ ARNSs créés dans un 4¢
temps temps temps temps
Début du temps de contact virus- Fin du temps de contact virus-cellule
cellule (par lyse de la cellule provoquée par
les expérimentateurs)
Evénement de copie (ARN 1 : Mutations vraies (erreurs de réplication Mutations artéfactuelles (erreurs de
ARN1 —> ARN2 “°N° pie (A o ; ; ® @O piicai tre ARN

matrice; ARN 2 : néoformé) avec 'ARN a comme matrice) replication avec un autre que

’ARN a comme matrice)

Figure 2 : Méthode de comparaison de séguences pour remonter aux mutations vraies
(Yasukawa et al. 2017)

L’ARN a est copié dans un premier temps pour former ’ARN A1l (en bleu), puis ’ARN a et ’ARN A1l sont
copiés pour former I’ARN B1 et A2 respectivement (en rouge), et ainsi de suite avec les événements de copie
générant les ARN indiqués en orange puis en jaune dans la Iégende de la figure. Or les mutations pertinentes
pour calculer le taux de mutation de ce virus (a partir de la séquence de I’ARN a, dont on dispose), sont

uniquement celles apparues pour les événements de copie ayant utilisé I’ARN a comme matrice. Pour exclure les
autres mutations (mutations artéfactuelles), on utilise une étape de traitement informatique qui vise a reconstruire

les « familles » (A, B, C et D) d’ARN a partir des proportions d’ARN présentant telle ou telle mutation (ce sont
ces proportions qui détermineront si une mutation est considérée comme vraie ou pas)

La méthode Yasukawa (représentée ici pour un virus au mode de réplication
parfaitement binaire) se base sur la proportion d’ARN avec telle ou telle mutation pour
déterminer s’il s’agit ou non d’une mutation obtenue a partir de I’ARN du virus ayant
infecté la cellule (A1, B1, C1, DI sur le schéma), ou d’un autre ARN séparé de I’ARN
originel par plus d’un événement de copie (tous les autres ARN du schéma). Selon
I’étude de Sanjuén et al. de 2010, les virus & ARN simple brin ont un mode de réplication
tres proche du binaire dans la majorité des cas, on peut donc considérer les proportions
de mutations vraies et de mutations artéfactuelles, présentées dans un cas simple sur ce
schema, comme valide. En utilisant un traitement informatique et en garantissant
expérimentalement un nombre global d’événements de copie faible (via une période de
temps bréve entre début de mise en contact de 1’échantillon viral originel et lyse de la
cellule par les expérimentateurs), on peut réussir a établir les liens de « filiation » des
différents ARN recueillis, en se basant sur ces proportions. On remonte donc au hombre
de mutations vraies générées au cours du nombre d’événements de copie de I’ARN a

ayant eu lieu, et donc au taux de mutation du virus a ARN utilisée.
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» On peut egalement calculer un taux en nombre de mutation par événement de copie en
utilisant un test de fluctuation de Luria-Delbruck. 11 s’agit de la méthode dont nous
discuterons le plus dans la suite de cette these (cf notamment partie I, 4)). Cette méthode,
employée par Sanjuan et al. dans leur étude de 2010, ne comporte pas d’étape de
séquencage. Elle permet donc de s’affranchir des erreurs qu’impliquent celui-ci (détails
en partie 1, 2)), et ne nécessite pas d’étape de traitement informatique complexe comme
celle de I'étude de 2017 de Yasukawa et al.

Pour récapituler sur ces moyens d’évaluer seulement les mutations survenues au cours d’un
unique événement de copie, la méthode Yasukawa présente I’avantage de ne pas imposer de
protocole expérimental tres précis, elle permet de s’adapter aux besoins des expérimentateurs
en utilisant une étape de traitement informatique a posteriori. Mais comme dans la population
virale initiale, il est quasiment impossible d’obtenir 2 virions avec des génomes identiques
(c’est-a-dire pour le traduire sur la figure 2, avec des molécules d’ARN a identiques), il existe
une imprécision inhérente & la méthode. A contrario, le test de fluctuation de Luria-Delbriick
impose de partir d’une population virale clonale avec un phénotype précis, elle constitue un
protocole expérimental & elle toute seule. Cependant elle ne nécessite pas de connaitre la
séquence exacte de chacun des virions de la population initiale, seules les séquences des loci
codant pour le phénotype d’intérét ont besoin d’étre connues avec précision, ce qui présente un
grand avantage vu qu’il n’existe quasiment pas 2 génomes viraux identiques dans une
population virale, aussi clonale qu’on essaye de la générer. C’est la principale raison pour
laquelle il s’agit de la méthode de détermination du taux de mutation la plus utilisée dans la
littérature scientifique en général (Sanjuan et al. 2010).

2) Détermination du taux de mutation : prendre en compte le biais de la sélection natu-
relle

Comme on désire évaluer le taux de mutation du virus a un moment tres ponctuel (un seul
événement de copie), en excluant donc son taux d’évolution sur une période temporelle plus
importante (qui s’exprimerait par exemple en substitution/nucléotide/an), un deuxiéme
probléme se pose : s’affranchir du biais de la sélection naturelle, qui aboutit a 1I’élimination de
certains mutants.

En effet, toutes les expériences visant a mesurer des taux de mutation viraux in vivo passent par
une étape de multiplication : une petite population virale clonale est inoculée a un organisme
vivant dans lequel ces virions se multiplient et acquierent progressivement des mutations par
rapport a la séquence génomique de la population initiale. Comme les virus se répliquent tres
vite, il est souvent difficile de n’avoir que les virions issus d’une seule génération virale apres
cette étape de multiplication, il y a souvent deux ou trois (voire plus) géenérations. Dans des
conditions expérimentales normales, les virus qui présentent des mutations déléteres a court
terme se répliquent donc moins que les autres (sélection naturelle), il y aura donc moins de
virions a I’issue de la multiplication in vivo, et le taux de mutation calculé se retrouvera donc
sous-estimé. D’ou I’importance de mettre en place des conditions expérimentales pour
lesquelles les virus ayant subi des mutations déléteres peuvent se répliquer au méme titre que
ceux ayant conservé la sequence sauvage et ceux ayant acquis une mutation avantageuse :

neutralité sélective. Deux exemples de moyens d’y parvenir sont présentés ci-dessous.
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» Un exemple de telles conditions est détaillé dans un article de Tromas et Elena paru en
2010.

. ) Plant de tabac NIB
* TE-Virus fonctionnel
Plant de tabac sauvage (exprimant la protéine NIB) (exprimant la prqté'\ne NIE)

“d :*i TE-Virus non fonctionnel b :":' ’
(n’exprimant pas la protéine NIB) (d

* Inoculation d’'une

population virale clonale a
I'intérieur de plusieurs
feuilles

W

Extraction des ARN viraux
présents dans la plante
(feuilles inoculées) a la fin
d’une durée At

mutations)

Séquencgage des ARN
(dénombrement des | | | | -

E Réplication du virus dans

uniquement des ARN des

Inoculation d’une
population virale clonale a
I'intérieur de plusieurs

feuilles
{. Yy Réplication du virus dans
. la plante
an
Extraction des ARN viraux
présents dans la plante
(feuilles inoculées) a la fin
d’une durée At
Prise en compte des ARN Séquengage des virus
de tous les virus (y compris — (dénombrement des
—— e——
ceux ayant subi une —— — UtatiONS)
mutation délétére) e —

Figure 3 : Principe de [’expérience de Tromas et Elena de 2010 visant a imposer la
neutralité sélective

A gauche : Le virus est inoculé dans un plant de tabac sauvage, en conséquence les virus n’exprimant pas la
protéine Nuclear Inclusion B (NIB) ne se trouvent pas dans des conditions favorables pour se répliquer => ils ne
serviront pas de matrice pour former de nouveaux ARN et seront dégradés => Seuls les ARN ne présentant pas
de mutations délétéres sur le géne NIB seront comptabilisés dans le calcul du taux de mutation du virus =>
Imprécision

A droite : Le virus est inoculé dans un plant de tabac exprimant la protéine NIB, en conséquence les virus
n’exprimant pas celle-ci trouveront quand méme des conditions favorables a leur réplication => ils pourront
servir de matrice pour former de nouveaux ARN, et ne seront pas dégradés => Tous les ARN, y compris ceux
présentant des mutations délétéres sur le gene NIB seront comptabilisés dans le calcul du taux de mutation du
virus => Elimination de la précédente source d’imprécision, neutralité sélective

Dans cet article, les manipulateurs ont créé une souche de tabac transgénique, dans
laguelle le gene codant pour la protéine NIB (essentielle a la réplication du virus de la
gravure du tabac) avait été inséré dans le génome végétal. Ainsi les virus ayant subi une
mutation délétére concernant la protéine NIB pouvaient quand méme survivre et étre
pris en compte dans les calculs par la suite. La neutralité sélective a bien été mise en
place ici, en se focalisant sur la protéine la plus essentielle dans le cycle de vie de ce
virus.

» On peut aussi imposer la neutralité sélective en introduisant, dans le génome du virus
cette fois, une séquence exogéne neutre selectivement parlant pour le virus (comme le
gene codant pour la Green Fluorescent Protein par exemple). Celle-ci sera copiée au fur
et a mesure des replications virales, et les expérimentateurs pourront ensuite mesurer
les mutations survenues dans cette séquence en particulier.
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Figure 4 : Protocole pour s affranchir de la sélection naturelle dans la détermination
d’un taux de mutation viral a [’aide d’'une séquence exogéne (Pauly, Procario,

Lauring 2017)

La population virale de départ (la plus clonale possible) présente dans son génome un transgéne codant pour une
protéine P (donnant lieu a un phénotype facilement évaluable et neutre pour le virus) non fonctionnelle, a une
mutation prés. On met ensuite en culture des aliquots de cette population virale dans des puits contenant des
cellules réceptives et sensibles (64 ici), et on effectue plusieurs arréts de réplication et transfert de plaque en
plaque séquentiels a des intervalles de temps réguliers et brefs At (pour avoir le moins d’événements de
réplication possibles entre chaque transfert= limitation de la sélection naturelle). Au bout d’un certain nombre
(pré-défini) de transferts, un certain pourcentage de cultures virales aura subi au moins une fois la mutation
aboutissant a un retour de P & un phénotype fonctionnel (30,2% ici), qui permettra d’obtenir, a partir du nombre
de transferts et de la quantité estimée de virons dans chaque culture cellulaire, le taux de mutation du dit-virus
affranchi de la sélection naturelle.

(Figure 4) Pour ce faire, il faut prendre de petits échantillons viraux pour les transférer

de plaque en plaque au bout d’une durée At (qu’on choisit identique et breve), et
s’intéresser aux cultures exprimant une protéine P fonctionnelle (qui sont les cultures
dans lesquelles une mutation de la séquence exogéne introduite a eu lieu), codée par la
séquence exogene introduite a une mutation pres, a la fin des étapes de transfert. La
sélection naturelle est ici prise en compte, car la séquence exogéne est neutre
sélectivement parlant pour le virus, et les transferts multiples de plaque en plaque de
petits échantillons viraux permettent de diminuer fortement la compétition entre les
différents variants viraux présents au sein de chaque population.
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Objectif du travail de these :

Pour permettre une comparaison, les taux de mutation dans la suite de cette thése seront
exprimés en mutation/événement de copie. (Sanjuan et al. 2010) Les substitutions constituant
la trés grande majorité des mutations chez les virus a ARN, on effectuera 1’approximation
suivante pour des raisons de commodité : taux de mutation ~ taux de substitution. Enfin, les
virus @ ARN ayant des tailles de génome différentes, il faut bien entendu ramener ce taux de
mutation global au taux de mutation par nucléotide.

On exprimera par la suite les taux de mutation des différents virus considérés en nombre de
substitutions/nucléotide/événement de copie. Une fois cette base posée, des questions
surviennent naturellement : comment les chercheurs déterminent-ils les taux de mutation des
virus a8 ARN et, au-dela, quels sont les facteurs favorisant un taux de mutation plus ou moins
important au sein d’une espéce virale ou d’une famille virale ? Parmi ces facteurs potentiels,
nous allons nous intéresser tout particulierement a la segmentation du génome.

En effet, certains virus a ARN présentent un génome segmenté. Un premier avantage de la
segmentation est qu’un génome fragmenté en plusieurs morceaux occupe un volume moins
important qu’un génome de méme taille mais codé en une seule molécule d’ARN (Ojosnegros
et al. 2011). Cela permet de diminuer les contraintes exercées de I’intérieur sur la capside du
virus, ce qui est favorable d’un point de vue énergétique.

Le deuxieme avantage, sur lequel on se focalisera par la suite, est que les brins d’ARN issus de
la réplication du génome des virions peuvent se mélanger et étre échangés au sein d’une méme
cellule. Ainsi, lors de la co-infection d’une méme cellule, un virion présentant une mutation
bénéfique sur I’un des segments constitutifs de son génome, et une mutation délétere sur un
autre segment, peut ainsi échanger ce dernier avec un segment indemne en provenance d’un
autre virion : son infectivité s’en trouvera rétablie, c’est le phénomene de complémentation
virale (cf partie 111, 1)).

Cependant, la segmentation présente aussi des désavantages pour un virus. Le plus évident est
la difficulté a empaqueter au moins un exemplaire de chaque fragment dans les particules
virales formées ; or un génome non complet se traduira le plus souvent par un virion non viable
(Nakatsu et al. 2016).

L’objectif de ce travail de theése est donc finalement d’étudier la question suivante : est-ce que
le caractere segmenté d’un virus a ARN permettrait de tolérer un taux de mutation plus éleve,
grace a la possible complémentation des segments génomiques ?
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Partie | : Les méthodes de détermination du taux de mutation

1) Les trois méthodes disponibles pour la détermination expérimentale d’un taux de mu-
tation viral, avec focus sur les techniques de séquencage

Avant toute chose, il convient d’introduire une distinction importante, pour bien définir le taux
de mutation qui sera notre objet d’étude. Le taux de mutation (« mutation rate ») est la proba-
bilité a laquelle les mutations se produisent dans un génome viral en particulier ; alors que la
fréquence des mutations (« mutation frequency ») est la proportion de mutants dans une popu-
lation virale (Peck, Lauring 2018).

On exprimera par la suite le taux de mutation en substitution/nucléotide/copie (cf introduction).
De plus, le taux de mutation étant variable selon les régions du génome (Visher et al. 2016), on
indiquera dans toute la suite le chiffre correspondant a la moyenne des taux calculés sur 1’en-
semble du génome d’une espece virale.

Ce cadre défini, étudions plus avant les trois principales méthodes utilisées par les chercheurs
actuellement pour la détermination d’un taux de mutation chez les virus a ARN : le séquencage
génomique, la méthode d’accumulation des mutations et le test de fluctuation de Luria-

Delbriick (Peck, Lauring 2018).

Concernant la premiére méthode, on peut distinguer deux principales méthodes de séquencage
génomique utilisées par les chercheurs, avec leurs avantages et inconvénients respectifs :

- le séquencage Sanger : il s’agit de la méthode la plus précise, avec 99,9% de fiabilité (Sevilla,
de la Torre 2006). Elle est surtout adaptée pour séquencer de petites molécules d’ARN (aux
alentours de 102 nucléotides) mais comme les protocoles de séquencage impliquent souvent de
fragmenter le génome viral (d’une taille bien inférieure a un génome eucaryote), cela ne
constitue pas un inconvénient de taille. Par contre, comme elle ne permet le séquencage que
d’un seul génome viral a la fois, il est donc obligatoire de reproduire de nombreuses étapes afin
de séquencer un nombre suffisant de génomes viraux obtenus a la suite de I’étape expérimentale
de multiplication in vivo, ce qui est tres chronophage.

- Séquencage haut débit: cela recouvre plusieurs méthodes un peu moins précises de
séquencage (99,5% de fiabilité pour la majorité d’entre elles), mais qui sont beaucoup plus
rapides, et permettent 1’analyse simultanée de nombreuses molécules (et donc de séquencer des
génomes beaucoup plus longs). Pour cette raison, ce sont les plus utilisées actuellement, mais
comme moins précises que la méthode Sanger, elles nécessitent obligatoirement une étape de
correction des erreurs de séquencage (Glenn 2011).

Il convient donc d’évaluer quelles sont les sources d’erreurs possibles lorsqu’on utilise le
séquencage pour quantifier le taux de mutation d’un virus, et comment les prendre en compte.
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2) Premiére méthode de détermination du taux de mutation : le séquencage génomigue,

avec correction des erreurs artéfactuelles par rétro-transcription circulaire

Le séquencage est la méthode la plus directe, au cours de laquelle I’ARN des virus issu du
nombre le plus faible possible d’événements de copie (au moyen d’un temps de contact trés
faible entre virus et cellules) est recueilli, puis subi une étape de RT-PCR (Rétro-Transcription,
puis amplification par Réaction de Polymérisation en Chaine) et de séquencage proprement dit
(Smith et Inglis, 1987). Cependant, il présente plusieurs sources d’imprécision de mesure,
parmi lesquelles :

X/
°

séquencage uniquement des génomes avec une fitness importante (au moins équivalente
a celle du type sauvage), peu de séquencage des virions avec des mutations déléteres,
pas de séquencage des virions avec des mutations létales.

mesure du taux de mutation en substitution/nucléotide/cycle infectieux, ce qui implique
d’utiliser une méthode de comparaison de séquence sur les ARN viraux obtenus
expérimentalement pour le convertir en substitution/nucléotide/événement de copie.
Parmi ces méthodes de comparaison, nous avons déja détaillé la méthode Yasukawa en
introduction, figure 2. Celle-ci permet bien, en comparant directement le génome du
virus originel qui a infecté la cellule et ceux des virions qui sortent de cette derniére ou
aprés sa lyse (plusieurs évenements de copie subis; obtention du taux en
substitution/nucléotide/cycle  infectieux), de  remonter au  taux en
substitution/nucléotide/événement de copie. Mais comme elle se base sur une
population virale initiale qui, bien que clonale, présente des différences de génome entre
les virions, il existe forcément une imprécision lorsque I’on calcule un taux de mutation
en comparant la séquence initiale (en réalité plusieurs séquences non identiques entre
les virions initiaux) et les séquences génomiques des virions obtenus en fin
d’expérience.

nécessité d’une étape de transcription inverse (€tant donné que nous étudions des virus
a ARN) puis d’amplification par PCR et de séquencage, qui sont toutes sources d’erreurs
supplémentaires (interférant donc avec I’identification des mutations vraies). Selon
I’étude de Peck et Lauring de 2018, il y autant de mutations introduites par ces trois
étapes que de mutations vraies produites par les polymérases virales (observation
réalisée grace a I’utilisation de rétrotranscription circulaire, cf ci-dessous).

Pour pallier cela, il existe deux solutions expérimentales, le barcoding et le séquencgage
circulaire. La figure 5 détaille le principe de ces deux techniques, appliqués a un virus a
ARN simple brin :
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Figure 5 : Utilisation du barcoding et du séquencage circulaire pour discriminer mutations

vraies et dues au séquencage/PCR/rétro-transcription (Lou et al. 2013)

(A) Barcoding: On identifie les segments d’ARN viraux via une étape de rétro-transcription et de liaison a des
séquences code-barre. Puis ces segments sont amplifiés et séquencés. L’étape finale de traitement informatique
permet d’avoir accés directement aux séquences des segments présents dans le virus, mais ne permet pas de
corriger les erreurs de rétro-transcription, qui sont générées avant 1’étape d’amplification et donc indétectables.
(B) Séquencage par rétro-transcription circulaire: Les segments d’ARN viraux sont circularisés individuellement,
puis servent de matrice a une rétro-transcriptase spéciale qui génére une longue molécule d’ADNCc¢ avec des copies
de I’ADNCc correspondant au segment viral cote-a-cote. Puis cette longue molécule sera segmentée aléatoirement
et séquencée. L’étape de traitement informatique devra donc reconstruire le segment viral originel a partir de la
fragmentation aléatoire de I’étape 3B, mais permettra d’isoler les mutations vraies de toutes les sources d’erreur
artéfactuelles (I’étape de rétro-transcription et d’amplification ayant lieu en méme temps dans cette méthode)

La méthode du barcoding, comme on le voit sur ce schéma, présente 1’inconvénient de
ne pas corriger les erreurs de la transcriptase inverse (erreurs introduites des 1’étape 1A).
Ces erreurs seront par la suite impossibles a distinguer des mutations vraies (les erreurs
de rétro-transcription persistent dans la séquence consensus de 1’étape 4A), ce qui est
problématique pour évaluer de fagon fiable un taux de mutation.

C’est pourquoi nous allons nous intéresser a la méthode la plus efficace pour detecter
les erreurs des trois sources sus-citées : le séquencage par rétrotranscription circulaire.
Selon celui-ci, I'ARN génomique viral obtenu est fragmenté afin d’obtenir des
fragments de taille compatible avec les techniques de séquencage utilisées (fragments
originels). Les fragments d’ARN sont circularises (1B), puis servent de matrice a une
transcriptase inverse avec activité de deplacement de brin, ce qui permet la synthése
d’une longue molécule d’ADNc composée de nombreuses répétitions cote-a-cote de la
séquence correspondant au fragment génomique viral (2B). Il faut considérer qu’a
I’étape 2B du schéma, il y a déja des erreurs par rapport a la séquence génomique du
virus récolté, mais seules les erreurs qui sont présentes sur I’ensemble des segments
d’ADNCc ainsi formés correspondront aux Vvéritables mutations : c'est la clé de vodte de
toute la méthode. Cette longue molécule d’ADNCc sera ensuite séquencée (3B), ce qui
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nécessite de la fragmenter aléatoirement. Enfin, I’étape de traitement informatique (4B)
permettra, a partir de ces fragments aléatoires, d’identifier les fragments originels du
génome viral («read » sur le schéma), de reconstruire la séquence virale récoltée
(« consensus sequence » sur le schéma) et de déterminer ce qui correspond aux
mutations véritables présentes a 1’origine sur I’ARN viral : ce sont les erreurs (par
rapport au génome du virus de type sauvage utilisé pour infecter la cellule) présentes
sur absolument tous les fragments originels. Cette technique permet de réduire
considérablement le nombre d’erreurs artéfactuelles (Lou et al. 2013), mais elle est trés
lourde a mettre en place.

3) Deuxiéme méthode de détermination du taux de mutation : la méthode d’accumula-
tion des mutations

En raison de tous les inconvénients qu’implique le séquengage, et de la lourdeur de protocole
expérimental nécessaire pour les compenser, il peut étre judicieux d’utiliser une méthode de
détermination indirecte.

La méthode d’accumulation des mutations, elle, implique de soumettre des populations virales
a des « goulets d’étranglement » de maniere séquentielle (en faisant des transferts de « clones
viraux » d’une plage de lyse donnée a une nouvelle population de cellules par ex), pour éviter
la sélection vis-a-vis des mutations délétéres (Peck, Lauring 2018). Un transfert de virus
récoltés d’une plage de lyse implique de sélectionner une seule plage de maniere aléatoire pour
inoculer une tres faible quantité de clones viraux au lot de cellules suivant.

On définit une unité virale formant colonie (UvFC) comme le nombre de plages de lyse
apparaissant sur une gélose présentant une concentration cellulaire donnée. Il s’agit d’une unité
de mesure de la quantité de particules virales infectieuses présente dans un échantillon. En
sélectionnant continuellement une seule UVFC a chaque cycle de passage, on peut fixer les
mutations déléteres dans la population virale, et ainsi les détecter par sequencage. Cependant,
bien que cette méthode permette de détecter les mutations délétéres, ce n’est toujours pas le cas
pour les mutations létales.

En connaissant le nombre de cycle infectieux nécessaires a la formation d’une plage de lyse (et
le mode de réplication du virus, souvent proche du binaire), cette méthode permet d’obtenir le
taux de mutation en substitution/nucléotide/cycle infectieux. Cette méthode est cependant peu
fiable pour des comparaisons entre virus, comme vu en introduction.
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4) Troisieme méthode de détermination du taux de mutation : le test de fluctuation de
Luria-Delbriick

a) Principe du test

Le test de fluctuation de Luria-Delbriick, autre méthode indirecte, mesure directement le taux
de mutation en substitution/nucléotide/événement de copie, quel que soit le mode de réplication
(Luria, Delbriick 1943). Il consiste a ensemencer a partir de la méme source un grand nombre
de cultures paralleles a I'aide d'un petit inoculum et a analyser le retour de la population des
différentes cultures a un phénotype spécifique. L’inoculum doit contenir le nombre le plus
faible possible de virus, et leur génome doit étre connu autant que possible (méme si en pratique,
c’est avant tout la séquence des loci aboutissant au phénotype d’intérét qu’il faut absolument
connaitre).

La version la plus utilisée de cette expérience consiste a partir d’une population virale au
phénotype altéré. Elle repose le plus souvent sur 1’utilisation d’un géne rapporteur (géne codant
pour des protéines liées a un phénotype mesurable : résistance a un médicament, a un anticorps
monoclonal, fluorescence...). Ce gene rapporteur doit idéalement étre neutre sélectivement
parlant, mais le test procure une bonne estimation du taux de mutation méme si le géne ne I’est
pas tout a fait (Sanjuan et al. 2010). Prenons I’exemple d’un test pour lequel le géne rapporteur
est celui codant pour la Green Fluorescent Protein (GFP) : dans ce cas, dans la population virale
initiale (1a plus clonale possible dans 1’idéal), tous les virus devront avoir intégré en leur génome
un géne de GFP comportant une (ou plusieurs) substitution précise par rapport au géne GFP
sauvage, qui rend la GFP produite non fluorescente (phénotype altéré). La population initiale
est donc non fluorescente, et les substitutions sont considérées comme représentatives des
mutations dans leur ensemble (Sanjuén et al. 2010). Le nombre de sites de substitutions qui
sépare le géne introduit du gene GFP fonctionnel sera noté Ts. Il faut également connaitre le
nombre de substitutions sur chacun de ces sites, parmi les trois possibles, qui aboutissent a un
retour du gene GFP a une séquence fonctionnelle (noté Ns, idéalement identique entre tous les
sites). Une fois cette population virale initiale générée, on inocule comme décrit ci-dessus des
échantillons de cette population de tailles identiques et connus a un grand nombre de cultures
cellulaires en parallele (étape de multiplication in vivo). Puis on attend qu’il y ait au moins une
culture comportant au moins un virion au phénotype non altéré, donc au moins un virion
fluorescent dans notre exemple. On stoppe alors la réplication virale artificiellement dans toutes
les cultures simultanément, puis on dénombre alors le nombre de virions final présents dans les
cultures (par PCR quantitative par exemple).

Ensuite, pour calculer le taux de mutation du virus utilisé, Luria et Delbrick ont utilisé la
propriété suivante : bien que la distribution du nombre de mutants par culture dépende du mode
de réplication et de la sélection naturelle, la fraction de cultures comportant au moins un mutant
au phénotype non altéré Po (C’est-a-dire au moins un mutant fluorescent dans notre exemple)
n’en dépend pas. Etant donné que les mutations sont des événements rares et aléatoires, leur
nombre par culture doit suivre une distribution de Poisson. Elles se produisent donc avec une
probabilité Po= e™NINO) o m est le taux de mutation amenant a la réversion du phénotype
altéré par copie de brin et N1-No est la croissance de la population a cette génération. En
obtenant Po et Ni-No a I’issue de I’expérience de fluctuation, on peut calculer m (en
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substitution/nucléotide/événement de copie). Enfin, en prenant en compte que seules deux
substitutions, parmi les trois possibles, aboutissent a une réversion de la non-fluorescence ici
(Ns=2), on peut calculer psmicopy= 2m/Ts = -2 X In (Po) / ((N1-No) X Ts)

Exemple théorique : Si on considere que dans le géne de la GFP introduit dans une certaine
expérience, 14 substitutions séparent la séquence de ce dit-gene de celle d’un géne codant pour
une GFP fonctionnelle, qu’on a Ns=3 sur chacune de ces 14 substitutions, qu’on réalise 100
cultures de virus, que notre nombre initial de virus introduit est de 100 particules virales, qu’on
a stoppé la réplication virale dans les cultures dés I’apparition de la premiere culture
fluorescente (Po= 1/100=0,01), et que le nombre moyen final de virions obtenu dans les cultures
est de 1x10° particules virales, on obtient alors un taux de mutations pour ce virus de : p= -3 X
In (0,01) / (14 x (10%-100)) = 4,29 x 107 substitutions/nucléotide/copie.

Une autre version du test, celle utilisé dans 1’expérience originale de 1943 (Luria, Delbriick
1943), consiste a prendre des virus sans phénotypes particuliers au départ, et a suivre ensuite la
fraction de cultures ne comportant que des mutants non viables (c’est-a-dire ayant subi une
mutation Iétale).
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b) Limites du test

Ce test s’affranchit de tous les inconvénients des précédentes méthodes, ce qui permet de
mesurer précisément le veritable taux de mutation. Cette méthode présente le désavantage de
n’évaluer les mutations qu’en un locus précis du génome du virus (celui du géne rapporteur),
alors qu’il est avéré que les taux de mutation sont différents selon les régions du génome
étudiées (Visher et al. 2016). Mais cela peut étre pallié en introduisant plusieurs génes
rapporteurs en différents loci du génome (par exemple plusieurs génes altérés codant pour une
protéine fluorescente), et a mesurer ensuite le degré d’expression de la protéine d’intérét (le
degré de fluorescence dans I’exemple précédent). Parmi les autres conditions d’utilisation de
cette méthode, il faut connaitre précisément tous les loci qui peuvent aboutir au résultat
phénotypique recherché (directement ou indirectement), et connaitre leur état chez les virus
générés avant 1’étape de multiplication in vivo (évident dans le cas de la fluorescence).
Egalement, il faut s’assurer que les génes codant pour I’ARN polymérase des virions considérés
ne présentent aucune mutation par rapport au type sauvage, car cela influera inévitablement sur
le taux de mutation de ces virions (Smith et Inglis, 1987). Par exemple, au cours de la réplication
de ’ARN qui s’effectue de I’extrémité 5’ vers I’extrémité 3’ (pour le brin néoformé), certaines
ARN-polymérase ARN-dépendantes de virus possedent une activité de correction (dite
exonucléase 3°-5”), qui influe bien entendu sur le taux de mutation de ce virus (te Velthuis et
al. 2010). Une ARN-polymérase dont la sous-unité a activité exonucléasique présente une
mutation peut voir son fonctionnement altéré, et donc le taux de mutation calculé sur ce virus
expérimental ne sera pas représentatif du virus de type sauvage. Enfin, il faut bien sdr veiller,
lors de I’étape de multiplication in vivo, a mettre en contact initialement les cellules avec un
petit échantillon de clones viraux, dont le génome doit étre le plus proche possible les uns des
autres, et surtout comporter une séquence du gene rapporteur parfaitement identique. Cette
population virale initiale peut étre obtenu par génétique inverse, en transfectant une cellule avec
des plasmides de séquence connue et identique, qui correspond a ’intégralité de la séquence
génomique virale plus a la séquence du gene rapporteur modifiée comme il se doit.

Si on se place toujours dans I’approximation définie en introduction (a savoir que le taux de
mutation des virus a ARN est équivalent au taux de substitutions par nucléotide), une autre
limite est a prendre en compte : chaque substitution (A->U, C->G, C->A ...) se produit avec
une probabilité propre.

Dans I’article de Pauly, Procario et Lauring de 2017, c’est pour cette raison que les manipula-
teurs ont effectué un test de fluctuation avec douze sous-groupes de virus Influenza A, aux
génomes viraux construits de telle maniére qu’a chaque fois c¢’était une substitution différente
qui amenait a la réversion de la non-fluorescence. Le gene rapporteur utilisé codait pour la
Green Fluorescent Protein (GFP), ce qui constitue un bon choix car le caractére « fluores-
cent/non fluorescent » est neutre sélectivement pour un virus (cf deuxiéme paragraphe). Les
auteurs ont également pris soin de placer les génes rapporteurs dans des zones représentatives
(au regard du taux de mutation) de la majorité du génome de 1’Influenza (selon une analyse in
silico de la structure secondaire de son ARN). Par cette méthode, ils ont détermine un taux de
mutation pour le virus influenza A de u= 2x10" s/n/copie environ.
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5) Récapitulatifs des différentes méthodes de détermination du taux de mutation

Pour résumer, voici I’ensemble des différents avantages et inconvénients de ces méthodes de

détermination (Tableau 1).

Méthode

Avantages

Inconvénients

Séquencage haut débit

-Permet de distinguer les
taux de mutation des
différentes  régions du
génome

-Permet  de  connaitre
précisement la sequence
génomique du virus, et
donc d’identifier  les
mutations autres que les
substitutions comme telles

- Nécessite une étape de
comparaison de séquences pour
remonter au taux de mutation en
s/n/copie

- Nécessite une étape permettant
d’identifier les mutations
artéfactuelles
(barcoding/séquencage circulaire)
- Biaisé vis-a-vis des mutations
délétéeres et létales (nécessite une
adaptation de protocole pour
prendre en compte I’effet de la
sélection naturelle)

mutations

Méthode d’accumulation des

- Non biaisé vis-a-vis des
mutations délétéres

-Permet  de  connaitre
précisement la sequence
génomique du virus, et
donc d’identifier les
mutations autres que les
substitutions comme telles

- Nécessite une étape de
comparaison de séquences pour
remonter au taux de mutation en

s/n/copie
- Nécessite une étape permettant
d’identifier les mutations

artéfactuelles
(barcoding/séquencage circulaire)
- Biaisée vis-a-vis des mutations
létales

Delbriick

Test de fluctuation de Luria-

- Pas d’erreurs de RT-PCR,
ni de séquencage

- Indépendant de I’effet de
la sélection naturelle

- Obtention directe du taux
de mutation en s/n/copie
(permet de comparer avec
d’autres especes virales)

- Requiert un géne rapporteur
séquencé, donnant lieu a un
phénotype mesurable

- N’¢évalue le taux de mutation que
dans une seule région du génome
- Ne permet d’identifier que les
substitutions (qui sont cela dit les
plus fréquentes des mutations)

Tableau 1 : Avantages/inconvénients des différentes méthodes de détermination du taux de

mutation

Au bilan, ces méthodes présentent toutes des avantages et des inconvénients, mais la plus fiable,
celle qui fait office de référence pour le calcul des taux de mutation, reste le test de fluctuation

de Luria-Delbrick.

Conclusion partie 1: Ainsi, ils existent différentes méthodes de détermination, présentant
chacune plus ou moins de limites a prendre en compte pour calculer un taux de mutation fiable.
Grace a ces outils, il est possible d’¢tudier quel est I’impact d’'une augmentation ou d’une
diminution du taux de mutation sur la « fitness » (valeur évolutive) d’un virus, et ainsi de savoir
quels sont les facteurs expliquant que certains virus soient plus tolérants que d’autres a une
augmentation de leur taux de mutation.
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Partie Il : Etude d’une possible influence de la segmentation génomique sur la
tolérance a des taux de mutation élevés

1) De grands écarts de taux de mutation entre les différentes espéces de virus a ARN

Intéressons-nous maintenant aux facteurs qui expliquent la tolérance aux mutations des virus a
ARN, autrement dit les facteurs expliquant les différences de taux de mutations observées entre
certaines espéces virales. Comme vu dans la partie précédente, il existe trois grandes méthodes
de détermination du taux de mutation, avec de nombreuses déclinaisons possibles au sein de
chaque méthode. Voici les taux de mutation p déterminés sur plusieurs espéces virales au
moyen d’une de ces méthodes:

Virus considéeré Génome Taux de mutation p estimé (en Méthode de
segmenté s/n/copie) détermination du taux
Virus de la oui 2,6 x 10 (Combe, Sanjuan 2014) | Test Luria (résistance
chorioméningite a un anticorps
lymphocytaire monoclonal dirigé
(ARN +) contre la
glycoprotéine
d’enveloppe G) *
Virus de la oui 6,7 x 10 (van Vloten-Doting, Séquencage direct
mosaique de la Bol, Cornelissen 1985) (méthode Sanger)
luzerne (ARN
+)
Virus de la non 4,75(41,7) x 10°® (Tromas, Elena Séquencage direct
gravure du 2010; Sevilla, de la Torre 2006) (haut débit)
tabac (ARN +)
Virus de la non 6 x 10 (Sanjuéan et al. 2010) Méthode
stomatite d’accumulation des
veésiculeuse mutations
(ARN -)

Virus influenza oui 2,1(£0,5) x 10" (Pauly, Procario, | Test Luria (réversion
A (ARN -) Lauring 2017) de la fluorescence)
Virus de la non 2(40,2) x 10 (Zhang et al. 2013) | Test Luria (réversion

rougeole (ARN de la fluorescence)

)

Le phénotype d’intérét utilisée dans le calcul de p est mentionné directement dans le tableau.

Tableau 2 : Quelques exemples de taux de mutation de différents virus a ARN

* Pour faire un test de fluctuation de Luria-Delbriick en utilisant la résistance a un anticorps comme phénotype
d’intérét, il faut faire se répliquer un virus de type sauvage dans de nombreux puits de culture (ou se trouvent des
cellules) en paralléle, pendant environ deux jours, puis récolter les virus. Ensuite, on expose ces virus a une solution
de I’anticorps utilis¢, puis on filtre cette solution avec une matrice constituée de billes recouvertes d’anticorps
complémentaires des anticorps monoclonaux (qui permet de recueillir uniquement les virus dont le géne codant
pour la protéine complémentaire de 1’anticorps n’a pas muté). Enfin, on dénombre les virus retenus par le filtre et
ceux qui ont réussi a passer, et on obtient alors la fraction de virus ayant subi une mutation conférant la résistance
a D’anticorps dans chaque culture, et donc la proportion Po de cultures dont 100% des virus sont résistants a
I’anticorps. A I’aide des formules détaillées en partie I, 4), a), on peut finalement calculer le taux de mutation p.
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On constate des différences de taux de mutation importantes, jusqu’a un ordre de grandeur.
Mais ces résultats peuvent parfois s’expliquer par des différences de méthode utilisées.

Considérons par exemple, dans l'article de Sevilla et de la Torre de 2006, deux taux de mutation
viraux en particulier : celui du virus de la chorioméningite lymphocytaire (5.5x10- s/n/copie,
selon cet article), et celui du virus de la stomatite vésiculeuse (7,3 x 10 s/n/copie, selon ce
méme article). Les taux sus-cités ont été déterminé par méthode directe, ¢’est-a-dire une étape
de RT-PCR (transcription inverse, puis amplification par réaction de polymérisation en chaine),
puis une étape de séquencage haut débit.

Ces deux mémes virus ont également vu leur taux de mutation déterminé dans I’article de
Combe et Sanjuan de 2014. Et dans ce dernier, il est mentionné un taux de mutation de 2.6x10~
® s/n/copie pour le virus de la chorioméningite lymphocytaire, et un taux de 6,15 x 10 s/n/copie
pour le virus de la stomatite vésiculeuse. Ces taux ont été mesurés avec un test de Luria-
Delbriick, avec comme phénotype évalué la résistance a un anticorps monoclonal dirigé contre
la glycoprotéine d’enveloppe du virus étudié.

On voit bien que sur une méme espéce virale, un simple changement de méthode suffit a
modifier le taux de mutation calculé : le p calculé via un séquencage est supérieur au |t issu
d’un test de fluctuation de Luria-Delbriick (a cause des sources d’erreurs non prises en compte
par le sequencage, cf partie I, 2)). Pour identifier les facteurs intrinséques aux virus influant sur
la tolérance aux mutations, il convient donc de comparer des études utilisant des méthodes de
détermination les plus proches possibles, et bien entendu des virus assez proches
phylogénétiqguement parlant (ne pas comparer un virus a ARN de polarité difféerente (+/-) par
exemple).
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2) Analyse d’un premier cas de divergence du taux de mutation U : le virus de la gravure
du tabac et le virus de la mosaique de la luzerne

A partir du tableau 2 , intéressons-nous au cas de deux virus & ARN positif, dont le taux de
mutation a été déterminé par séquencage pour tous deux. Dans I’article de Tromas et Elena
publié en 2010, les auteurs ont déterminé le taux de mutation du virus de la gravure du tabac
(Tobacco etch potyvirus : TEV), un virus a ARN(+) non-segmenté. Ils ont utilisé une méthode
de transcription inverse suivi d’un séquencage haut debit avec barcoding et traitement
informatique. Cela permet d’exclure facilement les mutations artéfactuelles dues a
I’amplification et au séquencage proprement dit, mais les erreurs de transcription inverse
demeurent non prises en compte (cf partie 1, 2)). D’autre part, ils ont inoculé diverses souches
de virus de la gravure du tabac a des plants de tabac transgéniques : ceux-ci expriment la
protéine Nib (Nuclear inclusion protein b), nécessaire a la réplication du TEV. De cette maniere,
la protéine Nib est présente en toutes circonstances dans le cytoplasme des cellules végétales,
ce qui permet aux virions de TEV présentant une mutation délétére sur le géne codant pour la
protéine Nib de pouvoir survivre malgré tout, et d’étre donc séquencés ensuite. C’est une
maniere de s’affranchir du biais de la sélection naturelle (cf premiére partie). A I’issue de leurs
expériences, le taux de mutation obtenu était de prev= 4,75(%1,7) x 10 s/n/copie.

L’article de van Vloten-Doting, Bol et Cornelissen de 1985, lui, étudie le virus de la mosaique
de la luzerne (Alfalfa Mosaic Virus : AMV), qui est un virus a ARN (+) segmenté en trois
parties. Les auteurs ont également utilis¢ une méthode de transcription inverse suivi d’un
séquencage direct. lls ont grace a cela déterminé un taux de mutation de pamv= 6,7 x 10°
s/n/copie, donc plus élevé d’au moins un ordre de grandeur que son parent le TEV. On aurait
donc tendance a conclure que c’est un facteur intrinséque a ces virus : par exemple, le fait que
I’AMYV soit un virus au génome segmenté alors que ce n’est pas le cas du TMV. Mais cette
comparaison est biaisée, notamment par le fait que le séquencage utilisé par van Vloten-Doting,
Bol et Cornelissen suivait la méthode Sanger (une des rares techniques disponibles a 1’époque
de I’étude), a contrario de Tromas et Elena qui ont utilisé un séquencage haut débit. De plus,
le protocole de van Vloten-Doting, Bol et Cornelissen ne comprenait aucun des mécanismes de
correction des erreurs artéfactuelles (transcription inverse, PCR, séquencage) mis en place par
Tromas et Elena (qui ne corrigent pas non plus les erreurs de transcription inverse), ni de moyen
de prendre en compte ou de s’affranchir de 1’effet de la sélection naturelle. Or, nous avons vu
en premiere partie que tous ces aspects constituent une grande source de biais expérimentaux,
ce qui empéche d’identifier de facon valide un facteur intrinseque a ces virus expliquant leur
grande différence de taux de mutation.
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3) Analyse d’un deuxiéme cas de divergence du taux de mutation p : le virus de la rou-
geole et le virus influenza A

a) Présentation du cas

Comparons maintenant deux autres espéces virales aux taux de mutation mentionnés dans le
tableau 2 : le virus de la rougeole (Measles Virus : MSV) et le virus influenza A (InfAV). Il
s’agit de deux virus @ ARN (-), ce facteur intrinséque n’entrera donc pas en jeu par la suite.
Dans les articles de (Pauly, Procario, Lauring 2017) et (Zhang et al. 2013), les auteurs ont in-
troduit des genes rapporteurs codant pour la GFP au moyen de plasmides dans des virus In-
fluenza A et de la rougeole respectivement. Ils ont ensuite effectué un test de fluctuation de
Luria-Delbriick en étudiant le retour au phénotype fluorescent (caractere « fluorescent/non fluo-
rescent » neutre sélectivement) comme moyen pour déterminer le taux de mutation. Il s’agit de
la famille de méthodes la plus fiable comme vu dans la précédente partie, et toutes les conditions
de validité de ce test ont été respectées dans ces deux études (nombre de substitutions donnant
lieu a la réversion de la fluorescence connue, etc...). Les auteurs ont ainsi déterminé un taux de
mutation de respectivement piniav= 2,1(£0,5) x10°s/n/copie pour le virus influenza A et Umsv=
2(40,2) x10®s/n/copie pour le virus de la rougeole.

L’utilisation par ces auteurs d’une méthode strictement identique pour déterminer le taux de
mutation de ces deux virus dans ces études permet de se pencher plus avant sur les autres fac-
teurs (ou autres potentiels biais) donnant lieu a cette différence de p conséquente (1 ordre de
grandeur environ).
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b) Analyse d’un premier biais de comparaison potentiel : la taille du génome

Un facteur intrinseque aux virus reconnu comme influant sur leur taux de mutation est la taille
du génome. On constate globalement une légére corrélation négative entre taille du génome et
taux de mutation chez les virus a ARN (Sanjuan et al. 2010) (Peck, Lauring 2018) .

Prenons I’exemple de la famille des Nidovirales (coronavirus, torovirus, ronivirus), dont les
membres présentent les tailles de génome les plus élevées de tous les virus & ARN (de 20 a 40
kb environ). Il s’agit d’une des rares familles de virus a ARN a posséder une ARN-polymérase
ARN dépendante (ApAd) présentant une activité correctrice (sous-unité NSP12 (Non-
Structural Protein) pour les coronavirus, parmi les 16 sous-unités que compte leur ApAd), et
donc des taux de mutations bien plus faibles (te Velthuis et al. 2010). Eckerle et al., dans leur
étude de 2010, évalue notamment le taux de mutation d’une souche de SARS-CoV (Severe
Acute Respiratory Syndrom—Coronavirus) au moyen d’un séquengage circulaire haut débit, a
U ~ 5 x 107 s/n/copie. IIs ont préalablement déterminé, au moyen d’essais de culture et
d’établissement d’une courbe étalon, le nombre d’événement de copie ayant lieu chez la souche
de SARS-CoV utilisée en fonction du temps ; sachant cela, ils ont mis en place un nombre
d’événements de copie trés faible pour leur expérience d’évaluation du taux de mutation (par
un temps de contact bref) entre virus et cellules, ce qui limite grandement I’influence de la
sélection naturelle, et permet de se dispenser de 1’utilisation d’une méthode de comparaison de
séquence. Les inconvénients du séquencage pour déterminer le taux de mutation décrits en
premiére partie étaient ainsi compenseés.

Concernant le facteur taille du génome, le virus de la rougeole a un génome de 15 894
nucléotides de long (Zhang et al. 2013), celui du virus Influenza A fait 13 588 nucléotides de
long (Pauly, Procario, Lauring 2017) et celui du SARS-CoV utilisé fait 29 903 nucléotides de
long (Eckerle et al. 2010). On constate qu’on observe quasiment le méme écart de taux de
mutation (facteur 10) entre I’InfAV et le MsV qu’entre le MsV et le SARS-CoV, alors que les
tailles de I'InfAV et du MsV sont quasi-similaires, contrairement aux tailles du MsV et du
SARS-CoV entre lesquelles il y a un facteur 2. Le facteur taille ne suffit donc pas a expliquer
la grande différence de taux de mutation entre MsV et InfAV mise en évidence plus haut.
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C) Analyse d’un deuxieme biais de comparaison potentiel : la région du génome

Un autre facteur expérimental qui pourrait expliquer la différence de taux obtenue entre le MsV
et I’InfAV est la région du génome dans laquelle a été insérée le transgéne de la GFP. En effet,
peut-étre une différence de taux de mutation est-elle présente au sein méme du génome de ces
deux virus suivant les régions de leur génome considérées, ce qui peut constituer un biais.

Concernant I’expérience de Zhang et al. de 2013, ce biais a été pris en compte par les
expérimentateurs. Ils ont construit expérimentalement plusieurs populations clonales de départ
de virus de la rougeole, pour lesquels le transgene de la GFP a été inséré a cing endroits (&
chaque fois différents) au sein du cadre de lecture de la molécule d’ARN du MsV. Il s’agit
d’une des sources d’incertitude expliquant le taux de pmsv= 2(+0,2) x10°s/n/copie déterminé
dans leur expérience. Globalement, le taux de mutation déterminé reste toujours compris entre
1,8x10° et 2,2x10° s/n/copie, il apparait donc qu’il n’y a pas spécialement de
« régionalisation » du taux de mutation au sein du cadre de lecture du génome du virus de la
rougeole.

Pour I’expérience de Pauly, Procario et Lauring de 2017, les expérimentateurs ont également
pris en compte ce biais d’une manicre similaire. Ils ont pris soin d’insérer le transgeéne dans
deux régions différentes au sein de chacun des huit segments d’ARN du virus Influenza A. Cela
explique I’incertitude plus élevée que dans I’expérience de Zhang et al., mais le pintav reste
cantonné entre 1,6x10 et 2,6x10°® s/n/copie, ce qui est toujours significativement différent du
Mmsv. Ainsi donc, ’effet de « régionalisation » ne suffit pas non plus a expliquer la différence
de taux de mutation observée entre ces deux virus.

Au final, au vu de la trés grande similitude entre les protocoles de détermination du taux de
mutation du MsV et de I'InfAV détaillés plus haut, et de I’absence de biais évident contribuant
a cet écart conséquent de taux de mutation, un facteur intrinseque de différence entre ces deux
virus est ici le plus probable. Parmi ces facteurs intrinseques, celui qui semble le plus a méme
d’influer sur le taux de mutation de ces deux virus est la segmentation du génome. En effet, le
virus Influenza A présente un génome segmenté en huit fragments, tandis que le génome du
virus de la rougeole est d’un seul tenant. Les virus a ARN (-) segmentés sembleraient donc
capables sélectivement parlant de supporter un taux de mutation plus élevé que les virus a ARN
(-) non-segmentés.

Conclusion partie 2 : Il existe donc bien des virus a ARN plus robustes que d’autres aux
variations de leur taux de mutation (et notamment & son augmentation). Un facteur explicatif
en particulier semble se dégager, qu’il convient d’investiguer plus en profondeur: la
segmentation ou non du génome du virus.

29



Partie 111 : Bénéfices possibles de la complémentation

1) Définition

La segmentation est un caractere particulierement important dans 1’étude des génomes viraux.
En effet, en découpant son génome en plusieurs fragments, le virus recrée en quelque sorte les
chromosomes multiples des eucaryotes. Cela permet 1’existence chez les virus de phénomenes
génétiques décrits a I’origine dans ce taxon, dont 1’un nous intéresse tout particuliérement : la
complémentation.

La complémentation, telle que définie chez les eucaryotes (Fincham, 1966), fait réference au
processus génétique selon lequel deux variants d’un méme organisme avec différentes
mutations homozygotes récessives qui donnent lieu au méme phénotype mutant (par rapport au
type sauvage), lorsqu’accouplés, produisent une progéniture avec le phénotype sauvage.

Adaptée aux virus, on pourrait décrire la complémentation comme suit : processus génétique
par lequel deux virus d’une méme espéce porteurs de certaines mutations delétéres sur des
segments génomiques différents, lorsqu’infectant une méme cellule, parvienne a recréer un
virus fonctionnel.
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Pour bien comprendre 1’ambivalence de la complémentation, voici une situation concrete :

Co-infection
d’une cellule

Virus de la méme
espece

(8

e \!
e“\‘o\"‘i ‘\e«\""\

o

IRONA
N g

Segment d’ARN (3 segments Cc?mpllémentation
différents dans cet exemple) negative

Complémentation
positive
@ Mutation bénéfique pour le virus

@ Mutation délétere pour le virus

Figure 6 : Principe de la complémentation virale

Deux virions de la méme espéce infectent une méme cellule (ici & 3 segments). L’un de ces virions présentent dans
son génome un segment avec une mutation bénéfique et un autre segment avec une mutation délétere (par rapport
au type sauvage), I’autre virion ne présente aucune mutation délétére par rapport au type sauvage sur aucun de ses
segments. Lors de la co-infection, les segments d’ARN de ces 2 virions (bien plus nombreux dans la réalité) vont
se trouver mélangés dans la cellule. A partir de ce pool commun de segments d’ARN, des virions néo-formés qui
présentent une mutation bénéfique (ici sur le segment 1) et aucune mutation délétere (ici sur le segment 2) pourront
émerger (=virions avantagés sélectivement) ; a I’inverse, des virions néo-formés qui présentent une mutation dé-
Iétére (ici sur le segment 2) et aucune mutation bénéfique particuliére sur un autre segment émergeront également
(désavantageés sélectivement). Ces 2 aspects font partie d’un méme phénoméne génétique : la complémentation
virale.

Ainsi, la complémentation peut permettre de créer des virus avec un génome ne présentant plus
aucune mutation délétere, uniqguement des mutations bénéfiques, ce qui constitue un indéniable
avantage. Mais elle génere aussi des virions ne présentant que des mutations délétéres, qui se-
ront donc totalement inutiles et méme néfastes lors d’une co-infection future. Il convient donc
d’analyser quel est I’impact global de la complémentation sur une population de virus a ARN,
a la lumic¢re de ’effet des mutations chez ces virus et du taux auxquels elles se produisent
notamment.
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2) Etat des lieux de I’effet d’une mutation sur la fitness chez les virus 8 ARN

En préambule, il convient de comprendre qu’analyser la relation entre la complémentation et le
taux de mutation d’un virus a ARN, c’est analyser I’effet de cette interaction sur la fitness. Il
faut donc séparer tout d’abord 1’effet du taux de mutation sur la fitness (2)), puis I’effet de la
complémentation sur la fitness (3)) pour étudier enfin I’effet de [D’interaction
mutation/complémentation sur une population de virus & ARN (4)).

Dans un premier temps, étudions donc I’effet d’une mutation aléatoire (dont la fréquence
augmente lorsque le taux de mutation augmente par définition) sur la fitness d’une population
de virus a ARN.

Pour ce faire, nous allons nous pencher sur 1’étude de Sanjuén de 2010. Il s’agit d’une analyse

de travaux expérimentaux sur le Virus de la Stomatite Vésiculaire (VSV ; Sanjuan et al. 2004a),
sur le virus de la mosaique du tabac (TEV ; Carrasco et al. 2007) et sur le virus de la fievre
hémorragique de Crimée-Congo (CCHFV ; Deyde et al. 2006). Parmi ces virus, seul le CCHFV
présente un génome segmenté (en trois fragments). Ces auteurs ont cherché a calculer E(s),
I’effet moyen sur la fitness d’une unique substitution nucléotidique aléatoire chez un virus a
ARN, sur leurs virus respectifs.

» Dans ce but, ils ont généré aléatoirement (loci calculés par un algorithme type random)
des mutations réparties en de multiples endroits (plus de cinquante loci dans ces trois
études) du génome du virus d’intérét (pour le CCHFV, dont le génome est segmenté,
des mutations ont été générées sur tous les segments). Ils ont ensuite mis en compétition
une population de virus mutés (mutant 1, mutant 2, mutant 3, ... mutant k) avec une
population de virus de type sauvage. La taille des populations était identique au départ
(c’est-a-dire Fréquencew (mutant k) / Fréquencer (Type Sauvage) = 1), et elles ont été
mise en contact toutes deux avec une population de cellules au sein du méme milieu de
culture. Les expérimentateurs stoppent ensuite la réplication virale a I’issue d’une durée
tr, qu’ils choisissent breve de sorte que 1’effet d’apparition de nouvelles mutations au
cours des cycles de réplication viraux, inévitable, n’influe que peu sur les proportions
finales des deux variants viraux. En dénombrant les quantités des deux variants dans le
milieu & la fin de ty, ils obtiennent finalement la fitness du mutant k considére : sk =
Fréquencey (mutant k) / Fréquencer (Type Sauvage). lls ont ensuite regroupé les
résultats obtenus pour tous les différents mutants d’une espece virale et ont obtenu
I’effet moyen d’une mutation sur la fitness chez cette espece E(s). Il apparait que cet
effet moyen est globalement bien conservé chez les trois virus étudiés ici, avec E(Svsv)=
0,1, E(stev)= 0,13 et E(sccHrv)=0,2.

> De plus, ces trois auteurs ont également classe les k mutations étudiées en fonction de
la variation de fitness qu’elles occasionnaient. IIs ont ainsi obtenu un certain nombre de
mutations de chaque catégorie pour le total des cinquante ou plus mutations étudiées, et
en divisant par le nombre total de mutations étudiées, la probabilité p qu’une mutation
aléatoire tombe dans telle ou telle catégorie. Leurs résultats sont résumés dans le tableau
3:

32



Intervalles de fitness Probabilité pour une mutation aléatoire
Catégorie de correspondants décidés d’appartenir a la catégorie
mutation par les auteurs
Létale $<0,01 pL cchrv= 0,2 PL vsv= pL TEV=
0,18 0,19
Fortement délétéere 0,01<=s5<=0,3 PD ccHFV= PD vsv= Po TEV=
0,07 0,09 0,11
Moyennement 0,3<s<=0,7 Pmd CCHRV= Pmd vsv= Pmd TEV=
délétere 0,27 0,25 0,28
Faiblement délétére 0,7< s <=0,95 Pfd CCHFV= Prd vsv= Prd TEV=
0,26 0,29 0,23
Neutre 0,95< s <=1,05 Pn cCHFV= Pn vsv= Pn TEV=
0,15 0,12 0,14
Bénefique s>1,05 Pb CCHFV= Pb vsv= Pb TEV=
0,05 0,07 0,04

Tableau 3 : Résultats sur la distribution de la fitness conféré par les mutations chez 3 virus a
ARN (d’apres Sanjuan et al. 2004a, Carrasco et al. 2007 et Deyde et al. 2006)

On observe, en additionnant les probabilités des catégories autres que neutre et
bénéfique, que la probabilité qu’une mutation aléatoire soit délétére chez un virus a
ARN est comprise entre 78% et 80% ; a titre de comparaison, chez les eucaryotes, on
estime qu’il y a 70% de probabilité qu’une mutation soit délétére (Eyre-Walker et al.
2002). Ainsi, les mutations sont beaucoup plus souvent déléteres que bénéfiques chez
les virus 8 ARN.

» Toujours selon le tableau 3, les mutations a effet modéré sur la fitness (que ce soit en
bien ou en mal) sont plus fréquentes que celles avec un effet important : on peut voir
que prd + Pn > PL + Pp + Po pour les trois espéces étudiées. Une hypothése explicative de
Sanjuan de 2010 est que si un effet fort des mutations sur la valeur évolutive du virus
(Mutational Fitness Effect) présente 1’avantage de favoriser une plus grande variabilité
phénotypique, et une élimination plus rapide des mutations déléteres, cela empéche
I’accumulation de mutants neutres potentiellement bénéfiques par la suite.

Au bilan, la donnée la plus importante a retenir est que les mutations ont un effet moyen sur la
fitness majoritairement délétere chez les virus a ARN (E(s) compris entre 0,1 et 0,2). Parmi les
rares moyens via lesquels les virus peuvent se débarrasser de ces fréquentes mutations délétéres,
la complémentation entre particules virales apparait comme le plus évident. Il convient donc
d’analyser 1’effet de la complémentation sur la fitness d’une population de virus a ARN.
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3) Bénéfices et inconvénients de la complémentation pour une population virale

a) Reflexions théoriques sur les bénefices et inconvénients de la
complémentation

Dans un deuxiéme temps, nous allons nous pencher sur ’effet de la complémentation sur la
fitness d’une population de virus a ARN.

Dans la revue de Hutchinson et al. de 2010, les auteurs ont fait la synthése de nombreux articles
sur les virus influenza A, visant au départ a étudier I’empaquetage des segments génomiques
dans les nouvelles particules virales. Deux avantages a créer un virion a partir d’un pool de
segments d’ARN sont mis en exergue.

D’une part, la capacité a reconstituer un génome sans erreur a partir d’une sélection de segments
mal copiés et correctement copiés, grace a des « checkpoints » lors de I’assemblage, et a un
mécanisme de sexualité (=échange de matiére génétique) au sens large du terme. Cela permet
d’échapper au “Muller’s ratchet” (I’accumulation irréversible de mutations délétéres dans un
génome issu d’une reproduction asexuée). Comme le disent bien les auteurs, cet aspect est par-
ticulierement important pour les virus & ARN, qui ont un taux de mutation trés important, et
une forte probabilité qu’une mutation aléatoire soit délétere (cf (Sanjuan 2010), partie 111, 2)).
Et la reconstruction d’un génome entier fonctionnel, aprés une mutation délétere acquise de
quelque maniére que ce soit (altération du génome par un agent externe (UV, ...), erreur de
réplication, ...), est permise par un phénomene majoritairement : la complémentation (Sugiura,
Tobita, Kilbourne 1972).

D’autre part, cette complémentation permet au virus d’acquérir des alléles bénéfiques selon les
auteurs. Dans le cas du virus Influenza A, des assemblages génomiques de virus humains et
animaux ont été décrits, ce qui génere de nouvelles souches génétiques au potentiel pandémique
trés important. Et innover rapidement est crucial dans la course de vitesse qu’est 1’évolution ;
comme le disait métaphoriquement le scientifique et auteur Lewis Carroll : « Here [confronté
a I’évolution], you see, it takes all the running you can do to stay in the same place. » (Lewis
Carroll, « Alice Through the Looking-glass », 1871).

Cependant, la segmentation génomique nécessite la transmission de chacun des segments au
nouveau virion pour qu’il soit infectieux. Cela ne pose pas de problémes lors d’infections a
haute multiplicité (transmission par des vecteurs biologiques (arthropodes...) ou contamination
verticale) : les auteurs en veulent pour preuve 1’existence de virus avec une stratégie de génomes
multipartites (particulierement pour les virus de plantes), qui ne peuvent exister qu’en cas
d’échange génétique. Mais en cas d’infection a basse multiplicité (transmission par aérosol,
contact de 1’eau), toutes les particules virales n’incorporent pas forcément tous les segments
génomiques fonctionnels

, et seront donc non infectieuses.

Ainsi, le phénomene de complémentation souffre d’une premiére limite : il ne peut se mettre
en place que lors d’une infection a haute multiplicité. Pour donner un ordre de grandeur, selon
Iarticle de von Magnus de 1954, cette multiplicité d’infection doit étre d’au moins 102 parti-
cules virales dans la population initiale. Cette étude a eté réalisée en utilisant des virus influenza
A comme modele, mis au contact d’une colonie de cellules embryonnaires de souris : le virus
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avait donc directement accés a une population de cellules sensibles (ce qui n’est pas toujours le
cas, par exemple lors de franchissement de la barri¢re d’espéce).

Dans la suite de cette thése, la complémentation sera réguliérement assimilée a la multiplicité
d’infection, car elle est directement proportionnelle a celle-ci (Marshall et al. 2013).

b) Interaction entre la complémentation et la sélection naturelle : une fitness
populationnelle diminuée a pression de sélection faible, mais augmentée a
pression de sélection forte

Evaluons maintenant les effets potentiellement bénéfiques ou délétéres de la complémentation
via I’expérimentation. Dans I’¢tude de Gao et Feldman de 2009, les chercheurs ont construit un
modele mathématique, suivi d’une simulation informatique, pour explorer les mécanismes re-
liant la complémentation et d’autres facteurs évolutifs : mutation, recombinaison et épistase.
L’épistase est définie comme 1’interaction entre les mutations qui se produisent.

Dans leur modele mathématique, ces chercheurs sont partis d’une population clonale de virus
a ARN avec trois segments. Ils ont mis en équation le nombre de virus issus de chaque généra-
tion avec zéro, un, deux ou trois segments mutés en fonction des quatre forces évolutives men-
tionnées ci-dessus (mutation, recombinaison, épistase et complémentation). Donc du point de
vue de leur modéele, quatre segments mutés (impossible, vu que le virus théorique qu’ils consi-
dérent n’a que trois segments) équivalent a une perte de fonctionnalité totale pour le virus dont
c’est le génome.

Pour prendre en compte 1’effet de 1’épistase sur la fitness, ils ont utilisé des coefficients d’épis-
tase ¢ (passage d’un & deux segments mutés) et n (passage de deux a trois segments mutes) dans
leurs formules. Pour prendre en compte celui de la mutation, ils ont utilisé une valeur moyenne
de I’effet de la mutation sur la fitness d’un virus a ARN, notée S, variant entre S= 0,1 et S= 0,2
suivant leurs simulations (chiffres tirés de 1’étude de Sanjuan de 2010, cf partie 111, 2), avec S
équivalent a E(s)).

Nombre de
mutations du 0 1 2 3 4ou+
virus par
rapport au
type sauvage

Fitness 1 e-S e-ZS(Hs) e-3$(1+s+q) 0

Tableau 4 : Parties des équations permettant de prendre en compte [effet de |’épistase et des
mutations (Gao et Feldman, 2009)

Les equations permettant de prendre en compte 1’effet de la complémentation et de la recombi-
naison ne seront pas détaillées ici, en raison de leur complexité. On peut juste en retenir que la
complémentation est traduite par la multiplicité d’infection (cf partie II1, 3), a)).

A I’issue de manipulations, ils obtiennent une formule calculant la fréquence de virus avec zéro,
un, deux ou trois segments d’ARN mutés apres chaque événement de copie en fonction des
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fréquences du cycle précedent et des differentes forces évolutives susmentionnées. Nous allons
nous intéresser plus particulierement & leur comparaison de populations virales au sein des-
quelles la complémentation et la valeur S varient, résumée sur la figure 7. Le coefficient S
correspond a I’effet moyen de la mutation sur la fitness d’un virus, autrement dit a I’effet de la
sélection naturelle sur la population virale. Plus S est faible, plus une mutation aléatoire s’ave-
rera délétere, plus I’effet de la sélection naturelle est fort sur la population virale.

Interaction entre la complémentation et la sélection
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Figure 7 : Interaction entre la complémentation et la sélection, avec u=0,01, ¢ =0,0, n =

0,0 et S variant comme indiqué sur la Iégende (selon les données de (Gao, Feldman 2009))
La fitness moyenne de populations virales théoriques en fonction de la fraction de co-infection virale (proportion-
nelle a la complémentation comme expliqué plus haut) a été évaluée, pour une sélection naturelle faible (S=0,1),
modérée (S=0,15) et forte (S=0,2). L’interaction entre les mutations est considérée nulle (¢ = 0, 1 = 0 dans le
modéle mathématique).

Sur le graphique 7, on observe que plus la sélection naturelle a tendance a éliminer d’individus
viraux de la population (c’est-a-dire plus S est faible), plus ce sont les populations virales ou la
complémentation est prévalente (c’est-a-dire ou les infections multiples sont fréquentes) qui
ont tendance a avoir la fitness la plus élevée.

On dénote également qu’a court terme la complémentation a un effet Iégérement négatif sur la
fitness globale de la population : 1égére décroissance de la fitness populationnelle sur la figure
7 pour S=0,2. Par contre, elle a un effet bénéfique sur le long terme, ou les conditions environ-
nementales seront sans doute amenées a changer, c’est-a-dire pour le traduire sur la figure 7
que le coefficient S aura tendance a diminuer : l1égére croissance de la fitness populationnelle
sur la figure 7 pour S=0,15, et a fortiori pour S=0,1.
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La conclusion des auteurs est qu’une forte complémentation diminue légérement la fitness
d’une population virale, mais accroit significativement sa robustesse vis-a-vis de la sélection
naturelle. En effet, les différences de fitness observées sur la figure 7 peuvent paraitre minimes
(fitness toujours comprise entre 0,9 et 1 dans n’importe lequel des cas de figure étudiés), mais
sur le long terme, ces différences peuvent s’accumuler et produire un effet biologique impor-
tant. Parmi les mécanismes qui peuvent expliquer cet effet sur une période de temps longue de
la complémentation, il est possible qu’elle entretienne un haut niveau de diversité génétique
dans la population virale.

C) Une explication possible a I’augmentation de la robustesse Vis-a-vis de la
sélection par la complémentation : favoriser une grande diversité génétique
dans la population

Pour vérifier si la complémentation est effectivement favorable a une grande diversité
génotypique d’une population virale, nous allons nous pencher sur 1’étude de (Frank, 2001).
Celle-ci s’intéresse a la relation entre divergence génétique et divers facteurs, qui peuvent étre
reliés a la complémentation.

Les chercheurs prennent comme modeéle un virus a deux segments, A et B, et sur chaque
segment est considéré un géne a deux alléles, 1 et 2 (le gene situé sur le segment B et présentant
I’alléle 1 sera donc noté B1). Avec ce modele, ils dégagent une formule quantifiant la pénalité
causée par les hybridations génétiques, qui dépend des corrélations respectives entre la
fréquence de ’allele Ax et celle de ’allele Bx et de la taille effective de la population, Ne.

Les corrélations entre fréquence d’alléles sont quantifiées ici par quatre coefficients, compris
entre -1 et 1 : Corr(Fa1,Fg1), Corr(Fa1,Fg2), Corr(Faz,Fg2), et Corr(Faz,Fg1). A titre d’exemple,
si on considere que les genes A et By ont un effet fortement délétere sur la fitness du virus
lorsque présents ensemble dans un méme genome, on aura Corr(Fat,Fs1) proche de -1.

Ne, elle, est reliée a la multiplicité d’infection par la formule Ne= C x mn (C=nombre de cellules
hotes ; my= moyenne de la multiplicité d’infection sur la population). Or la multiplicité
d’infection (nombre de virus infectant la méme cellule en moyenne) traduit directement la
complémentation. La complémentation est donc proportionnelle a la taille effective de la
population virale.
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A partir de ce modele, les auteurs ont ensuite utilisé une simulation informatique pour quantifier
la facilité avec laquelle la population diverge d’une situation initiale en considérant les deux
génotypes AiB1 et A2B> comme favorables (et les génotypes AiB> et AiB> comme défavo-
rables) et en partant d’une population composée a 70% de A1B1 et 30% de A2B>. lls ont calculé
le temps que mettaient la population a inverser ses proportions, c¢’est-a-dire a passer a 70% de
A:B: et 30% de A1B:. Cela requerait de traverser des « vallées » ou la fitness est mauvaise
(Corr(Fa1,Fe1) et Corr(Faz,Fs2) > 0; Corr(Fa1,Fsz) et Corr(Faz,Fs1) < 0). lls ont finalement
constaté que, pour mn>=2 (c’est-a-dire a partir du moment ou au moins deux virus infectent la
méme cellule), le temps d’attente entre I’inversion de fréquence du génotype A1B1 au génotype
A2B:2 diminue beaucoup lorsque la multiplicité d’infection augmente.

Le modéle suggére donc qu’une multiplicité d’infection accrue, ¢’est-a-dire une complémenta-
tion accrue augmente la facilité d’une population a diverger de fréquences génotypiques ini-
tiales. Ainsi, la diversification génétique de la population virale s’en trouve bien favorisée. Les
auteurs suggerent que ce serait en augmentant les perturbations stochastiques (synonymes de la
dérive génetique) dans la population que la complémentation favoriserait le changement des
fréguences genotypiques initiales au cours des générations.

Mais il ne s’agit que d’une conjecture. Maintenant que nous avons établi les effets de la com-
plémentation sur la fitness de la population virale (notamment 1’effet bénéfique a long terme :
favorise la robustesse vis-a-vis de la sélection naturelle en entretenant une haute diversité gé-
nétique), nous allons nous pencher sur les facteurs qui modulent ces effets de la complémenta-
tion, en particulier le taux de mutation .
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4) Conditionnalité des bénéfices/inconvénients de la complémentation & un parametre :
le taux de mutation ()

Dans un troisiéme temps, nous allons enfin étudier 1’effet de I’interaction entre taux de mutation
et complémentation sur la fitness d’une population de virus a8 ARN.

L’étude de Segredo-Otero et Sanjuan de 2019 considere un virus théorique a deux segments
d’ARN. A I’aide d’un mod¢le mathématique, ils analysent deux facteurs en relation avec la
complémentation : I’appartenance a une unité d’infection collective, et le taux de mutation p.
D’une part, les auteurs montrent que la complémentation au sein d’une unité d’infection col-
lective (un ensemble de virus associés capable d’infecter une méme cellule, comme par exemple
des virus adsorbés a la surface d’une bactérie) a un effet delétere sur la fitness globale de la
population sur le court terme, a sélection naturelle constante : c’est-a-dire avec un effet des
mutations sur la fitness constant (S ou E(s) pour reprendre les notations précédentes).

En effet, les multiplicités d’infection €levées favorisent I'évolution des particules interférentes
défectueuses (DIP) et d'autres types de virus défectueux qui se répliquent aux dépens des virus
"auxiliaires" entierement fonctionnels ((Marriott, Dimmock 2010), (Rezelj, Levi, Vignuzzi
2018)). Etant donné que les DIP ont des séquences plus courtes et bénéficient de virus auxi-
liaires sans réciproque, un phénoméne d’erreur-catastrophe se produit : il y a invasion de la
population virale par des virus incompétents qui sont dépendants des autres (« tricheurs so-
ciaux »), et cela réduit considérablement I'aptitude (fitness) de la population virale (Turner et
Chao, 1999) (Diaz-Munoz et al., 2017). Par conséquent, les avantages de la complémentation,
s'ils existent, pourraient étre compensés par les cofits issus de I'émergence des DIP (qu’elle
promeut).

Les auteurs nuancent néanmoins leurs propos en admettant que les effets délétéres de la com-
plémentation sont peu marqués lorsque les virus membres de la méme unité d’infection sont
issus d’une méme cellule.

D’autre part, ils mettent en lumiére deux aspects tres importants, sur la relation entre la com-
plémentation et le taux de mutation chez un virus a ARN. Ceux-ci sont visibles sur la figure 8
(Segredo-Otero, Sanjuan 2019).
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Interaction entre la complémentation et le taux de mutation
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Figure 8 : Interaction entre la complémentation et le taux de mutation, avec S = 0,2, ¢ = 0.0,
n = 0,0 et u variant comme indiqué sur la légende (selon les données de (Segredo-Otero, San-

juén 2019))
La fitness moyenne de populations virales théoriques en fonction de la fraction de co-infection virale (proportion-
nelle & la complémentation comme expliqué plus haut) a été évaluée, pour un taux de mutation par événement de
copie nul (u=0), élevé (u=0,005) et tres élevé (u=0,01). L’interaction entre les mutations est considérée nulle (g
=0, n = 0 dans le mod¢le mathématique).

Premierement, lorsque le taux de mutation p de ce virus au génome bisegmenté est tres faible,
la complémentation n’a pas d’effet sur la fitness de la population : visible sur la figure 8 pour
pu=0. C’est logique, car si les virus ont tous un génome quasiment identique, une redistribution
des segments d’ARN entre virus n’aura que peu d’influence sur le génotype des futures parti-
cules virales.

Deuxieémement, pour des taux de mutations élevés, plus il y a de complémentation au sein de
la population virale, plus la fitness globale de la population augmente.

Au bilan, selon ce modéle mathématique, plus le taux de mutation du virus est élevé, plus le
phénoméne de complémentation s’avére bénéfique pour lui. On peut néanmoins nuancer en
remarquant que les taux de mutation de 0,005 et 0,01 s/n/c présentés sur ce graphique sont
beaucoup plus élevés que les taux de mutation in vivo des virus & ARN (cf partie 1l, 1) pour
exemples).
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Il convient de valider ce résultat théorique par une expérience sur une population de virus a
ARN présentant un p élevé. Parmi eux, le virus Influenza A est un modele de choix, avec son
taux de pintav= 2,1(£0,5) x10°s/n/copie (selon Pauly, Procario, Lauring 2017, cf partie 2).
L’étude de Brooke et al. de 2013 s’intéresse a I’éventuel intérét évolutif de la complémentation
sur cette espece-modele. Comme vu auparavant (partie 111, 2), dernier paragraphe), la segmen-
tation du génome des virus influenza A permet des réassortiments génétiques rapides, mais
complique eégalement le fait de pouvoir assembler un génome viral en entier. Les auteurs ont
recherché 1’expression de quatre des douze protéines du virus (HA, NA, NP et NS1) a I’issue
d’infections de cellules MDCK (cellules de reins de chien) a différentes MOIL. Résultat : seule-
ment une ou deux protéines exprimées sur les trois essentielles au virus (HA, NA et NP) pour
une MOI de 4, contre 100% d’expression des trois protéines pour une MOI de 5x102.

Ces protéines virales étaient recherchées via une méthode d’immunofluorescence, avec des an-
ticorps monoclonaux associés a des fluorochromes. Leurs expériences montrent de fagon plus
large que plus la MOI augmente, plus la proportion de virions qui expriment toutes leurs pro-
téines augmente aussi (preuve du bénéfice de la complémentation), quel que soit le type de
cellule utilisé (ils ont également expérimenté avec des ceufs, des cellules de souris et des cellules
de cochon d’Inde) et la souche d’influenza A utilisée. Ainsi, trés peu de virions sont infectieux
a faible MO, c’est-a-dire sans complémentation.

Ces chercheurs concluent a I’issue de cette étude que les virus influenza A ne sont en fait qu’un
essaim de virions semi-infectieux pour lesquels la complémentation est non seulement béné-
fique, mais indispensable a leur survie dans la nature. Ainsi, évaluer I’infectivité d’un VIA a
une faible MOl revient a sous-estimer grandement le potentiel infectieux de la population virale
dans son ensemble.
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5) Evaluation d’un biais dans I’analyse des effets de la complémentation

I1 convient cependant de vérifier qu’il n’existe pas d’autres facteurs que la complémentation
qui sont proportionnels a la multiplicité d’infection (auquel cas ce ne serait pas forcément celle-
ci qui serait responsable, a u élevé, de ’augmentation de la fitness de la population virale). Se-
gredo-Otero et Sanjuan, dans tous les articles qu'ils ont rassemblés pour leur synthése de 2019,
n’en identifie qu’un seul qui remplirait cette condition : le Ps, décrit par Hutchinson et al. dans
leur article de 2010.

Cette valeur Ps (« packaging-signals ») est en fait une quantification de la présence plus ou
moins importante de mécanismes d’empaquetage spécifique : plus Ps est proche de 1, plus cela
signifie qu’il y a des mécanismes permettant d’empaqueter a chaque fois un exemplaire de
chaque segment du génome de ce virus (elle est comprise entre 0 et 1). A titre d’exemple, les
auteurs ont calculé une valeur Ps de 1 pour le bactériophage phi 6, de 10~ pour le Gumboro
Virus, de 1,6x10°2 pour le virus influenza A et de 5x10°2 pour le virus de la chorioméningite
lymphocytaire. Le génome des quatre virus évoqués est séparé en respectivement 6, 2, 8 et 2
segments d’ARN.

Cela signifie que le GumbV (virus de la bursite infectieuse) est plus proche du modéle aléatoire,
oU un mécanisme existe pour distinguer les segments d’ARN du génome viral des autres seg-
ments d’ARN présents dans la cellule avant de les incorporer au virion, mais c’est tout. Dans
ce cas, plus le virus empaquéte de segments, plus la probabilité qu’il y ait au moins un exem-
plaire de chacun des deux segments du génome viral est grande. Le bactériophage phi 6, lui, est
tres proche du modele spécifique : des mécanismes d’assemblage spécifiques existent et garan-
tissent qu’un unique exemplaire de chacun des segments est empaqueté avant le bourgeonne-
ment du virus.

Pour savoir si ¢’est bien la présence plus ou moins importante de signaux d’empaquetage Spé-
cifiques qui est responsable des effets attribués précédemment a la complémentation (c’est-a-
dire plus p est élevé, plus ce facteur présente un effet bénéfique important sur la fitness de la
population virale), les auteurs ont mis en relation les taux de mutation p des quatre virus étudiées
(extraits de Sevilla, de la Torre 2006 ; Pauly, Procario, Lauring 2017 ; Combe, Sanjuan 2014)
avec leur valeur Ps déterminée. Ces taux ne sont pas toujours déterminés suivant la méme mé-
thode, mais tous les biais inhérents a ces différentes méthodes ont été pris en compte dans ces
études, et les écarts conséquents d’ordre de grandeur entre les valeurs (comme on peut le voir
sur la figure 9 ci-dessous) permettent quand méme de tirer des conclusions.
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Figure 9 : Relation entre la prévalence des signaux d 'empaquetage (Ps) et le taux de muta-
tion () chez les virus a ARN (selon les données de Hutchinson et al., 2010)

La prévalence des signaux d’empaquetage a été calculée par les auteurs en analysant plusieurs articles quantifiant
la proportion du nombre total de segments d’ARN du virus considéré qui étaient présents par particule virale au
bout d’une certaine durée de culture. Sur ce graphique, -log(Ps) est inversement proportionnel a cette prévalence
de signaux d’empaquetage. Les valeurs de taux de mutation (i, en s/n/c) retenues par les auteurs correspondent a
des valeurs issues de plusieurs articles, et obtenues via des tests de fluctuation de Luria-Delbriick. Sur ce graphique,
-log(p) est inversement proportionnel au taux de mutation de ces virus. Aucune corrélation significative entre ces
deux paramétres n’est mise en évidence par ce graphique (la courbe de régression tracée informatiquement est
plate).

En observant la figure 9, on se rend compte que la Ps est indépendante du taux de mutation
chez les virus a ARN considérés (courbe de tendance presque plate). Donc son effet ne varie
pas suivant les variations du taux de mutation, contrairement a celui de la complémentation.

Ainsi donc, le Ps, bien que proportionnel a la multiplicité d’infection, n’explique pas les effets
susmentionnés sur la fitness. Ceux-ci pourraient donc étre attribuables a la complémentation.
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6) Comment font les virus &8 ARN qui ne peuvent pas bénéficier de la complémentation
génomique ?

Pour finir, afin d’étre sir de bien attribuer les effets bénéfiques de long terme décrits plus haut
a la complémentation chez les virus a ARN et uniquement a ce trait, nous allons nous pencher
sur un modeéle de virus a ARN non segmenté (donc chez lequel la complémentation n’est pas
possible) : le VSV (Vesicular Stomatitis Virus).

Dans I’étude de Wilke, Reissig, et Novella de 2004, les auteurs ont étudié une population de
VSV présentant deux génotypes : une proportion P1;i de la population est de type sauvage (WT),
et une proportion P2; est de type MARM (virus résistants a un anticorps monoclonal). Ils ont
ensuite exposé des inocula de cette population a une population de cellules BHK-21, dans un
milieu de culture tout a fait classique (ne contenant pas d’anticorps monoclonaux auxquels les
virus MARM sont résistants). lls ont fait varier les proportions P1 et P2 initiales entre leurs
différentes séries d’expériences (avec toujours P2; > P1;), ainsi que la quantité initiale de virus
dans I’inoculum (c’est-a-dire la MOI).

Ils ont constaté que les proportions finales P1s et P2¢, a I’issue de cing cycles infectieux, étaient
globalement toujours les mémes quelles que soient les proportions initiales, et tres en faveur du
virus WT (P1f ~ 80% pour une MOI de 10 particules, P1¢ ~ 70% pour une MOI de 1000
particules). Ils ont également calculé la fitness relative du variant MARM par rapport au WT :
cette fitness était globalement toujours inférieure a celle du type sauvage, mais la différence
était moindre au fur et a mesure que la MOI augmentait (un mécanisme explicatif sera évoqué
plus bas).

Ainsi, ’absence de segmentation, et donc de complémentation, chez un virus a ARN permet
d’atteindre rapidement un optimum vis-a-vis de la sélection naturelle. Cependant, il est tres
compliqué de changer ensuite les fréquences génotypiques de cette population : sa rapidité
d’évolution s’en trouve donc considérablement affaiblie. Cela peut s’avérer tres préjudiciable,
surtout dans un cas comme celui-ci, ou un alléle qui se trouve étre faiblement délétére dans la
situation actuelle s’avére tout a fait bénéfique lorsque 1’environnement change (apparition
d’une réponse immunitaire dans ce cas précis).

Cependant, on constate quand méme une moins grande différence de proportions finales entre
les deux variants WT et MARM du VSV a haute MOI qu’a basse MOI. Pour I’expliquer, nous
allons nous pencher sur une autre étude. Celle réalisée en 2004 par Novella, Ball et Wertz
exploite une particularité genétique du VSV : I’expression de ses génes dépend de la position
du geéne considéré sur I'unique chromosome viral, en 1’occurrence plus le gene est loin de
I’extrémité 3’ du génome, moins il est transcrit. Dans le virus sauvage, ¢’est donc les protéines
nécessaires en plus grande quantité dont les genes correspondants sont les plus proches de
I’extrémité 3. L’ordre de disposition des virus sauvages (WT) est 3°’-NPMGL-5" (avec N la
protéine de capside, P la phosphoprotéine, M la protéine de matrice, G la petite sous-unité de
I’ ARN polymérase ARN-dépendante du VSV et L la grande sous-unité de I’ ARN polymérase).
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Les auteurs ont mis en compétition des variants viraux avec les positions des genes N et L
conservées par rapport au WT, mais avec d’autres dispositions des trois autres génes au milieu :
GMP, GPM, MPG
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Conclusion

Pour conclure, les taux de mutation particulierement élevés des différents virus a ARN peuvent
étre mesurées de plusieurs maniéres différentes, qui ont chacune leurs avantages et leurs limites.
Parmi elles, le test de fluctuation de Luria-Delbriick, lorsqu’on respecte ses conditions de vali-
dité, s’impose comme la méthode la plus fiable, permettant de prendre en compte au mieux le
biais de la sélection naturelle, et d’éviter la lourdeur protocolaire nécessaire pour corriger les
erreurs inhérentes au séquencage.

Gréace a cette méthode, les scientifiques ont été en mesure de mettre a jour d’importantes diffé-
rences de taux de mutation entre les différentes espéces de virus a ARN : ces valeurs s’étendent
de 107 & 1077 substitution/nucléotide/événement de copie. Et le facteur le plus probable pour
expliquer ces importantes différences de taux de mutation est la segmentation ou non du ge-
nome de I’espéce virale considérée.

Le caractére segmenté a tendance a favoriser un taux de mutation plus important chez les virus
a ARN. Ce taux de mutation plus élevé pourrait étre lié au phénoméne de complémentation
génétique. Celle-ci présente a priori de nombreux inconvénients chez ces virus : diminution de
la fitness globale de la population, invasion de celle-ci par des virus « tricheurs », ... Cependant,
ces effets négatifs perdent beaucoup de leur ampleur plus le taux de mutation du virus considéré
est important. De nombreux effets bénéfiques sont alors visibles : favorisation de la divergence
génotypique a partir d’une population initiale (augmentation de sa rapidité d’évolution en
guelque sorte), accroissement important de sa diversité et de sa robustesse vis-a-vis de la sélec-
tion naturelle, purge plus rapide des mutations délétéres sur le moyen terme.

Au final, pour des virus @ ARN a taux de mutation élevé, comme le virus influenza, la complé-
mentation s’avére méme indispensable, avec une infectivité dérisoire d’une particule virale con-
sidérée individuellement devant celle de la population infectante dans son ensemble.

Cependant, un autre phénomene que la complémentation pourrait expliquer le fait qu’une
population de virus a ARN segmentés présentant des mutations délétéres sur certains de leurs
segments génomiques demeure apte sélectivement parlant : certains de ces virus sont capables
de polyploidie. Cela a été mis en évidence notamment sur le virus de la rougeole (Rager et al.
2002) : ces virus présentent donc en leur sein plusieurs copies de génome compléte, et seraient
donc capables de produire en toutes circonstances des lots de protéines différents suivant les
copies de génome intégrées, ce qui leur conférerait une grande capacité d’adaptation a leur
milieu sur le long terme.

Ainsi, pour analyser plus en détail les effets de la complémentation chez les virus a ARN, il
pourrait étre intéressant de segmenter artificiellement le génome chez une espece virale dans
laquelle il n’est pas segmenté, et de pouvoir ainsi individualiser le plus fidelement possible les
effets de ce phénomene génétique, par comparaison avec une population virale sauvage.
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Relation entre la complémentation et le taux de mutation des virus a ARN

Auteur: Raphaél Villeneuve

Résumé

Les virus a ARN présentent un des taux de mutation les plus élevés de tous les organismes vivants ; or certaines
mutations peuvent engendrer une perte de fonctionnalité. Ce travail s’axe sur un mécanisme propre aux virus a
génome segmenté pouvant compenser les mutations déléteres : la complémentation.

Cette thése bibliographique établit I’unité substitution/nucléotide/événement de copie comme celle qui permet une
comparaison fiable entre les taux de mutation des différentes espéces virales. Plusieurs méthodes de mesure du taux
de mutation sont ensuite détaillées, la fagon dont elles prennent en compte le biais de la sélection naturelle et les
erreurs artéfactuelles notamment. Si elles ont toutes leurs avantages et leurs inconvénients respectifs, la plus fiable
reste le test de fluctuation de Luria-Delbriick.

Fort de ce constat, deux comparaisons, entre a chaque fois deux virus &8 ARN dont I’un présente un génome segmenté
et I’autre non, ont été réalisés. Le but était d’isoler la corrélation entre segmentation/non-segmentation et taux de
mutation. Ces comparaisons permettent de mettre en évidence un taux de mutation des virus a ARN segmenté plus
élevé d’un ordre de grandeur que celui des virus & ARN non-segmentés. La comparaison entre une estimation
expérimentale du taux de mutation du virus de la rougeole et une de celle du virus influenza A en particulier, utilisant
toutes deux un test de fluctuation et ne présentant aucun biais a ’analyse, incite a analyser cette constatation plus en
profondeur.

Enfin, plusieurs pistes de réflexion sur les mécanismes permettant d’expliquer cette plus grande tolérance aux
mutations des virus & ARN segmentés par rapport aux espéces non segmentés sont analysés. A ’issue de I’examen
de travaux expérimentaux théoriques, la complémentation apparait comme un processus tout a fait pertinent pour
expliquer cet écart de taux de mutation entre ces deux catégories de virus 8 ARN.

Mots-clés : ARN, Complémentation, Mutation, Virus

Relationship between complementation and mutation rate in RNA viruses

Author: Raphaél Villeneuve

Abstract

RNA viruses have one of the highest mutation rates of all living organisms; however, these frequent mutations can
cause a loss of functionality. This bibliographic thesis focuses on a mechanism specific to viruses with segmented
genomes that can compensate for deleterious mutations: complementation.

This work first establishes the substitution/nucleotide/copy event unit as the one that allows a reliable comparison
between the mutation rates of different viral species. Several methods for measuring the mutation rate are then
detailed, the way in which they take into account the bias of natural selection and artifactual errors in particular.
While they all have their respective advantages and disadvantages, the most reliable remains the Luria-Delbriick
fluctuation test.

Based on this observation, two comparisons, each time between two RNA viruses, one of which has a segmented
genome and the other not, were carried out. The goal was to isolate the correlation between segmentation/non-
segmentation and mutation rate. These comparisons highlight a mutation rate of segmented RNA viruses that is an
order of magnitude higher than the one of non-segmented RNA viruses. The comparison between an experimental
estimate of the mutation rate of the measles virus and the one of the influenza A virus in particular, both using a
fluctuation test and presenting no bias in the analysis, encourages us to analyze this observation more thoroughly.
Finally, several avenues for reflection on the mechanisms explaining this greater tolerance to mutations in segmented
RNA viruses compared to non-segmented species are analyzed. After examining theoretical experimental work,
complementation appears to be a completely relevant process to explain this difference in mutation rates between
these two categories of RNA viruses.

Keywords: RNA, Complementation, Mutation, Virus
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