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Résumé

Le géne viral UL24 du virus de I'nerpés simplex 1 (VHS-1) est conservé parmi tous les
virus de la famille des Herpesviridae. La protéine UL24 contient une partie N-terminale qui est
hautement conservée parmi les orthologues de cette protéine dans divers virus herpes. Plusieurs
études ont démontré I'importance d'acides aminés hautement conservés dans la partie N-
terminale d'UL24 dans les modifications nucléolaires induites par le VHS-1 et dans la
pathogenése dans un modele murin d'infection oculaire. En revanche, la partie C-terminale
d'UL24 est pauvrement conservée, et son role durant l'infection n'est pas encore déterminé. Des
résultats antérieurs ont démontré que lorsqu'exprimée seule, la partie C-terminale d'UL24 se
retrouve au Golgi en contexte de transfection transitoire. Notre hypothese est qu'il y a des résidus
dans la partie C-terminale d'UL24 qui sont importants pour la localisation et les fonctions de la
protéine dans le cytoplasme. Une série de vecteurs d'expression mammifére encodant UL24 du
VHS-1 avec des délétions dans la partie C-terminale ont été produits. De maniére intéressante, il
a été observe que plusieurs formes délétées d'UL24 se localisent majoritairement dans le noyau
en contexte de transfection transitoire de cellules COS-7. En analysant la séquence primaire de la
partie C-terminale de la protéine UL24, il a été trouvé que le résidu T195 correspond a un site
putatif de phosphorylation et la région comprise entre les acides aminés 250 et 258 correspond a
un possible signal d'export nucléaire (NES). La mutagenese dirigée ciblant des résidus prédits a
faire partie d'un NES (L253, F254, V256, V258) a significativement augmenté la localisation
nucléaire d'UL24 dans les cellules COS-7 transfectées, suggérant que cette protéine peut faire la
navette entre le noyau et le cytoplasme dd a la présence d'un NES identifié dans la partie C-
terminale de la protéine; cependant, I'export nucléaire d'UL24 n'a pas eu d'impact sur la
distribution de la nucléoline. Pour déterminer I'importance de I'export nucléaire de la protéine
UL24 pendant l'infection, des virus recombinants contenant des mutations ponctuelles dans
UL24 du VHS-1 ont été produits en utilisant le systeme « Bacterial Artificial Chromosome »
(BAC). Il a été observé que dans les cellules infectées par le virus possédant des mutations dans
le NES, la protéine UL24 est seulement détectée dans le noyau. Quoique la leptomycine B
(LMB), un inhibiteur de I'export nucléaire dépendant de CRM-1 (exportine 1), bloque I'export
nucléaire d'UL24 en contexte de transfection, le traitement des cellules infectées avec la LMB n'a
pas eu d'effet sur la localisation d'UL24. Cela suggére que I'export nucléaire d'UL24 du VHS-1

se fait de facon indépendante de cette exportine ou il peut avoir de la redondance avec d'autres
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voies d'export. Par ailleurs, il a été observé que le virus possédant des mutations dans le NES
d'UL24 a produit de gros syncytia comparables a ceux d'un virus déficient en UL24. Cependant,
il n'a pas été observé de différences dans sa réplication virale en comparaison au virus de type
sauvage. Ces resultats ont mis en évidence la présence d'un NES dans la partie C-terminale de la
protéine UL24 du VHS-1 et cette propriété nouvellement découverte pourrait jouer un réle dans
le contexte d'infection virale particulierement dans les étapes tardives de la morphogenese virale

dans le cytoplasme.
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Abstract

The UL24 gene of herpes simplex virus 1 (HSV-1) is conserved among all Herpesviridae
members. The UL24 protein contains an N-terminal portion that is highly conserved between the
orthologs of this protein in other Herpesviridae. Previous studies showed the importance of
several conserved amino acids in the N-terminus of UL24 for nucleolar modifications induced by
HSV-1 as well as for pathogenesis in a mouse model of ocular infection. In contrast, the C-
terminal domain of UL24 is poorly conserved and when expressed alone accumulates in the
Golgi apparatus; however, its role during HSV-1 infection is unknown. Herein, we tested the
hypothesis that there are residues in the C-terminal domain of UL24 that are important for the
localisation and the functions of the protein in the cytoplasm. A series of mammalian expression
vectors encoding UL24 of HSV-1 with nested deletions in the C-terminal domain were
generated. Interestingly, in transient transfection experiments a pronounced nuclear staining was
observed in COS-7 cells for several UL24 deleted forms. Examination of the primary sequence
of the C-terminus portion of UL24 revealed that the amino acid T195 corresponds to a putative
site of phosphorylation and the region between the amino acids 250 and 258 corresponds to a
possible nuclear export signal (NES). Site directed mutagenesis targeting residues predicted to
make up an NES (L253, F254, V256, V258) significantly enhanced nuclear localisation of the
full length protein in transfected COS-7 cells suggesting that this protein is able to shuttle
between the nucleus and the cytoplasm due to the presence of the NES; however, blocking the
nuclear export of UL24 had no impact on the distribution of nucleolin. To determine the
importance of this function during infection, recombinant viruses were generated by introduction
of point mutations into the HSV-1 genome cloned as a Bacterial Artificial Chromosome (BAC).
It was observed that infection with a virus that encodes UL24 harboring substitutions in the NES
led to accumulation of UL24 in the nucleus. Leptomycin B (LMB), an inhibitor of CRM-1-
dependent nuclear export blocked nuclear export of UL24 in transfected cells; however, in
infected cells, LMB did not have an effect on the localisation of UL24 protein. This result
suggests that either UL24 nuclear export is independent of CRM-1 or that there is redundancy
with other export pathways. A virus that encodes a UL24 protein with mutations on the NES
resulted in a syncytial phenotype similar to that observed for a virus that lacks UL24 (UL24X).
Nevertheless, unlike UL24X, replication of this virus was not distinguishable from that of the

corresponding wild type strain. In summary, we discovered a NES in the C-terminal portion of



the HSV-1 UL24 protein. This newly discovered property may play a role in the context viral

infection, particularly in the latter stages of viral morphogenesis in the cytoplasm.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1  Levirus de I'herpes simplex

1.1.1 Classification

Le virus de I’herpés simplex (VHS) appartient a I'ordre Herpesvirales. Selon la plus
récente classification faite par le Comité International sur la Taxonomie de Virus (ICTV)
(Davison et al., 2009), l'ordre Herpesvirales comprend trois familles; les Herpesviridae, les
Alloherpesviridae et les Malacoherpesviridae. Le VHS fait partie de la grande famille des
Herpesviridae. Ces virus sont grandement disséminés dans la nature et infectent une grande
variété d’hdtes comme les mammiféres, les oiseaux et les reptiles (Davison et al., 2009). 1l existe
huit virus herpes humains (HHV) qui ont été isolés (HHV-1 a -8) et divisés en trois sous-familles
en fonction de leurs propriétés biologiques et la similarit¢ de leurs génomes; les
Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae, et les Gammaherpesvirinae (Davison, 2002, Subak-
Sharpe et al., 1998).

Les Alphaherpesvirinae sont des virus neurotropes pouvant infecter une large gamme
d'hétes. Ces virus ont un cycle de réplication court, une propagation rapide en culture cellulaire
et la capacité d'établir la latence dans les neurones de ganglions sensitifs (Roizman et al., 2013).
Les VHS-1 et 2 ainsi que le virus de la varicelle (VZV) sont compris dans cette sous-famille de
virus herpés humains. Les Betaherpesvirinae sont des virus ayant un spectre d'hote restreint. lls
sont capables d'infecter les cellules lymphoides ou d'autres tissus. lls ont un cycle de réplication
long et une propagation lente en culture cellulaire. De plus, ils peuvent entrer en latence
principalement dans les leucocytes et les cellules endothéliales (Jarvis et al., 2002, Roizman et
al., 2013). Cette sous-famille comprend le cytomégalovirus humain (HCMV), le HHV-6 et HHV-
7. Finalement, les virus appartenant a la sous-famille Gammaherpesvirinae infectent les
lymphocytes B et T. Ils ont un cycle de réplication long et sont oncogéniques (Roizman et al.,
2013, Wen et al., 2010). Dans cette sous-famille, on retrouve le virus d’Epstein-Barr (EBV) et le
virus du Sarcome de Kaposi (KSHV).



1.1.2 Pathogenése du VHS-1

Le VHS-1 est caractérisé pour sa capacité a envahir et a se répliquer dans le systéme
nerveux ainsi que pour sa capacité a etablir une infection latente (Roizman et al., 2013).
L'infection au VHS-1 est tres répandue dans la population mondiale. Ainsi, il a été estimé que
plus de 85% de la population mondiale est seropositive pour le VHS-1 (Spruance et al., 1996).
L'incidence de l'infection au VHS-1 dépend de plusieurs facteurs incluant I'age, la situation
géographique et socio-économique des individus (Whitley et al., 2001). La transmission du VHS-
1 se fait par contact direct avec les sécrétions d'un individu infecté. L'humain est le seul réservoir
pour la transmission du VHS-1 (Whitley et al., 2007).

Le VHS-1 est I'agent infectieux causant plus communément des feux sauvages. Le VHS-1
est également responsable de cas de dermatites, d'infections affectant I'appareil visuel,
d'encéphalite et d'herpés génital (Fatahzadeh et al., 2007, Whitley et al., 2007). Les infections
génitales causées par le VHS-1 comprennent des symptomes cliniques moins séveres que celles
causées par le VHS-2 qui est l'agent infectieux le plus souvent associé a cette pathologie
(Lafferty et al., 2000). Par ailleurs, il existe des risques de complications chez les nouveau-nés et
les personnes immunosupprimées. Chez les nouveau-nés, l'infection herpétique est
symptomatique et fréqguemment mortelle. Les complications peuvent inclure des formes
disséminées au niveau de plusieurs organes tels que le systéeme nerveux central, le foie, les
poumons, les glandes surrénales, la rate, le pancréas et la peau (Whitley et al., 2001). Dans ces

cas, des traitements antiviraux seront nécessaires.

Les infections au VHS-1 peuvent étre traitées avec des antiviraux de type acyclovir,
valcyclovir et famcyclovir (Kimberlin et al., 2007, Wilson et al., 2009). 1l s'agit d'analogues de la
guanosine qui inhibent la réplication de I'ADN viral. Néanmoins, la résistance virale a I'acyclovir
a été observee chez les personnes immunosuprimees, (Morfin et al., 2003) rendant le traitement

plus complexe.

Jusqu'a présent, aucun vaccin n'est disponible contre le VHS-1. Il est donc d'une grande
importance d'étudier les mécanismes moléculaires de la pathogenése du VHS-1 afin de permettre
I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques qui pourront mener au développement de

nouveaux antiviraux ou méme a la création d'un vaccin.



1.1.3 Structure du VHS-1

La particule virale du VHS-1 est constituée de quatre composantes: un cceur contenant la
nucléocapside composée d'un génome viral et une capside icosaedrique, une couche protéique qui
entoure la capside, nommée le tégument, et une enveloppe bilipidique dans laquelle sont insérées

diverses glycoprotéines virales (Roizman et al., 2013) (Figure 1).

Le VHS-1 posséde un génome d’ADN double brin d'une longueur de 152 kb qui code
pour plus de 80 protéines (Roizman et al., 2013). 1l est composé de deux régions appelées unique
longue (U,) et unique courte (Us). Ces deux régions contiennent des genes qui se retrouvent en
une seule copie dans le génome. Chacune de ces deux regions est encadrée par des séquences
inversement répétées (Baines et al., 2007). Lors de la réplication du VHS-1, U, et Us peuvent
étre inversées pour former quatre isomeres du génome viral (Delius et al., 1976, Hayward et al.,

1975) présents en concentrations équimolaires (Bataille et al., 1997).

Glycoprotéines 2
\
o

N, 2
Enveloppe EoR
lipidique
Tégument

Capside

Génome viral

Figure 1. Structure du VHS-1. Schéma montrant les différentes parties formant le virion. Les différents
composants sont identifiés sur la figure. Tirée et modifiée de

http://www.bio.davidson.edu/people/sosarafova/assets/bio307/jehodge/page01.html



La capside contenant le génome viral est composée de 162 capsomeéres. Elle a une
symeétrie icosaédrique T=16 pour la couche externe et une symétrie T=4 pour la couche interne
(Schrag et al., 1989). La capside est composee de huit protéines virales telles que la protéine VP5
qui est la protéine majeure, VP19C, VP23, VP24, VP26, UL6, UL17, UL25 (Loret et al., 2008).

Le tégument protéique est composé de 23 protéines virales, entre autres, les protéines
ICPO, ICP4 et VP16 qui jouent un role dans l'initiation de la transcription virale (Loret et al.,
2008), la protéine « virion host shut-off » (vhs) qui entraine la dégradation des ARNm grace a
son activité RNase intrinseque; cette fonction exclut toutefois les ARNm viraux lorsque la
protéine virale VP16 est synthétisée (Knez et al., 2003, Lam et al., 1996) et la protéine VP1-2 qui

joue un réle dans lI'assemblage des virions a la fin du cycle viral (Kelly et al., 2009).

L'enveloppe virale contient plusieurs glycoprotéines virales ainsi que certaines protéines
de membrane non-glycosylées encodées par les génes UL20 (Ward et al., 1994) et US9 (Brideau
etal., 1998).

1.1.4 Cycle de réplication du VHS-1

Le cycle de réplication du virus commence avec l'entrée du virus dans la cellule héte
(Figure 2). Dépendemment du type cellulaire, le virus peut entrer par endocytose pH-dépendante
ou -indépendante ou par fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique (Clement et
al., 2006, Connolly et al., 2011, Nicola et al., 2005, Nicola et al., 2003). Les glycoprotéines de
I'enveloppe du VHS-1 assurent I'attachement et la pénétration du virus dans les cellules. D'abord,
les glycoprotéines gB et gC s'attachent a I'héparine sulfate de la surface de la cellule (Pertel et al.,
2001, Shieh et al., 1992, WuDunn et al., 1989). Bien que ce processus augmente l'efficacité de
I'infection, gC ne semble pas étre indispensable a cette étape puisqu'en son absence, gB lie
I'néparine sulfate (Griffiths et al., 1998, Herold et al., 1994). Cet attachement permet a gD
d’interagir avec trois classes de récepteurs : le médiateur de 1’entrée du virus herpes (HVEM),
membre de la famille des récepteurs de nécrose tumorale (Montgomery et al., 1996), la Nectine 1
et 2, des molécules d’adhésion de la superfamille des immunoglobulines, et finalement I’héparine

sulfate 3-O (Laquerre et al., 1998, Shukla et al., 1999). Cette interaction permet d'initier la fusion



en induisant un changement conformationnnel de gD, ce qui expose un domaine pro-fusion
(Cocchi et al., 2004). En présence de gD, gB catalyse la fusion des membranes. Des interactions
de gB avec la chaine lourde de la myosine de type Ila (NM2a) et avec la glycoprotéine associée a
la myéline ont aussi été rapportées (Arii et al., 2010, Suenaga et al., 2010). Le complexe gH/gL
est requis pour l'attachement du virus aux intégrines, mais leur rble dans la fusion est di a

I'interaction avec gB, ce qui mene a la formation du complexe de fusion (Chowdary et al., 2010)

Suite a la fusion, la capside du virus et les proteines du tégument font leur entrée dans le
cytoplasme de la cellule. La capside est transportée vers la membrane nucléaire via les
microtubules et le génome du virus est relaché dans le noyau (Dohner et al., 2005, Sodeik et al.,
1997). L'ADN viral se circularise (Garber et al., 1993) et la transcription des genes viraux se fait
de facon séquentielle par la polymérase a ARN 11 cellulaire (Honess et al., 1974, Preston et al.,
1976). Les génes du VHS-1 sont classés en trois groupes selon leur expression dans le temps: les
génes immédiats précoces ou alpha (a), les génes précoces ou béta () et les genes tardifs ou
gamma (y). Tout d'abord, les facteurs de transcription cellulaires « Octamer binding protein-1 »
(Oct-1) et « Host Cell Factor » (HCF) et la protéine virale VP16 permettront la transcription des
génes a (Campbell et al., 1984, LaBoissiere et al., 2000, Post et al., 1981). Ces génes codent pour
des facteurs de transcription nécessaires a 1I’expression d’autres génes viraux. Les génes B codent
pour des protéines qui sont impliquées dans la réplication de I'ADN viral. La réplication du
génome viral se fait selon un mécanisme de cercle roulant produisant des concatémeéres de

génome viral (Boehmer et al., 1997, Falkenberg et al., 2000).

Finalement, il y a transcription des génes tardifs qui sont divisés en deux groupes : les
partiellement tardifs (yl ou « leaky late ») et les tardifs (y2 ou «true late »). L'expression des
genes vyl est stimulée par la réplication de I'ADN viral tandis que les génes y2 ne sont pas
exprimés lorsque la réplication virale est inhibée (Holland et al., 1980). Ces genes sont

principalement impliqués dans la formation de la structure du virion.

L'encapsidation du génome se fait dans le noyau. Les protéines structurales (VP5, VP19C,
VP23 et VP26) sont transportées au noyau afin d'y former la capside. Les capsides vides vont
contenir une seule copie de génome par un processus qui implique simultanément le clivage de
I’ADN concatémérique en unités monomériques, et I’empaquetage de 1’ADN, afin de former la

nucléocapside (Conway et al., 2011). La protéine UL15 ainsi qu'UL26 semblent étre importantes



dans le clivage de I’ADN pendant la réplication. Plusieurs protéines virales telles que UL6, 15,
17, 25, 28, 32 et 33 sont necessaires dans le processus d'empaquetage de I’ADN viral dans les
capsides néoformées mais les mécanismes impliquées dans ce processus restent a étre elucidés
(Roizman et al., 2013).

Par la suite, les nucléocapsides s'enveloppent a partir de la membrane nucléaire interne,
d’ou elles acquierent une enveloppe primaire et certaines protéines du tégument (Mettenleiter,
2002). Les virus enveloppés fusionnent avec la membrane nucléaire externe, et les
nucléocapsides alors libérées dans le cytoplasme de la cellule sont enveloppées a leur tour lors du
bourgeonnement a partir des compartiments de Golgi ou des endosomes (Harley et al., 2001,
Mettenleiter, 2004, Turcotte et al., 2005). Ces virus enveloppés sont déplacés a la surface de la
cellule par un transport vésiculaire. Le virus sort de la cellule par fusion de la vésicule a la

membrane cellulaire (Johnson et al., 2011).
1.1.5 Role de proteines dans les étapes tardives du cycle viral du VHS-1

Certaines glycoprotéines et protéines virales jouent un rble dans les étapes
d'enveloppement, dé-enveloppement, ré-enveloppement et transport vésiculaire du virus a la

membrane plasmique.

Pendant le processus d'enveloppement, le virus acquiert son enveloppe primaire a partir
de la membrane nucléaire interne. Les protéines virales UL31, UL34 et gK ont été identifiées
comme étant importantes dans ce processus (Mettenleiter, 2004). UL34 est une protéine
membranaire type Il présent dans la membrane nucléaire et dans I'enveloppe primaire; cette
protéine interagit avec UL31 pour former un complexe qui est requis pour leur localisation dans
la membrane nucléaire interne (Fuchs et al., 2002). En l'absence de ces proteines,
I'enveloppement primaire est inhibé et les capsides s‘accumulent dans le noyau (Chang et al.,
1997, Roller et al., 2000). Récemment, il a été montré que la protéine cellulaire
transmembranaire 140 peut inhiber la prolifération du VHS-1 en bloquant la sortie des
nucléocapsides par son interaction avec la protéine UL31. Cette interaction empéche la formation
du complexe UL31-UL34 nécessaire pour I'enveloppement primaire de nucléocapsides (Guan et
al., 2014). Dailleurs, la gK a éte impliquée dans I'enveloppement du virus a partir de la

membrane nucléaire interne puisqu'un virus deficient en gk montre une prédominance de



nucléocapsides dans le noyau. Donc, gK est requis pour un processus d'enveloppement efficace
(Jayachandra et al., 1997). Aussi, une récente étude a démontré que le VHS-1 contenant des
mutations dans le géne gK, cause plusieurs défauts lors de I'enveloppement cytoplasmique, dans

la sortie et dans la production de virus infectieux (Chouljenko et al., 2012).

Durant I'étape d'enveloppement-désenveloppement, I'enveloppe primaire fusionne avec la
membrane nucléaire externe pour relacher la nucléocapside dans le cytoplasme de la cellule pour
continuer avec le processus de maturation du virion (Mettenleiter et al., 2009). Des études ont
montré que gB et gH peuvent promouvoir la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane
nucléaire externe puisque des virus déficients dans ces glycoprotéines s'accumulent dans I'espace

périnucléaire (Farnsworth et al., 2007).

Figure 2. Cycle de réplication du VHS-1. Suite a I’entrée du virus dans la cellule héte par fusion ou endocytose, la
nucléocapside et les protéines du tégument sont alors libérées dans le cytoplasme de la cellule. Certaines protéines du
tégument tel que vhs (virion host shut-off) demeurent dans le cytoplasme alors que la nucléocapside via les
microtubules, et d'autres protéines du tégument tel que VP16 sont transportées au noyau. Le génome viral est relaché
au noyau. L'ADN viral se circularise et la transcription des génes viraux se fait de facon séquentielle dans les
compartiments de réplication viraux qui sont formés (corps orange). Tout d'abord, il y aura I'expression des génes
immediats précoces (IE) suivie de I'expression des génes précoces (E) et des génes tardifs (L). Suite a la formation de
nouvelles capsides et & I’encapsidation du génome au noyau, le virion acquiert son enveloppe finale lors du
bourgeonnement a partir des compartiments du Golgi ou des endosomes a la suite de plusieurs étapes
d'enveloppement et de désenveloppement. Le virus sort de la cellule par fusion de la vésicule a la membrane

plasmique. Tirée de Bertrand L. (2011).



Dans I'étape de ré-enveloppement, les nucléocapsides acquiérent leur enveloppe finale a
partir des compartiments du Golgi ou des endosomes (Harley et al., 2001, Johnson et al., 2011,
Mettenleiter, 2002, Turcotte et al., 2005). gE, gl et gD jouent un réle important dans cette étape,
car en leur absence les nucléocapsides non-enveloppées s'accumulent dans le cytoplasme (Brack
et al., 2000). Derniérement, il a été démontré que l'interaction entre les protéines du tégument
UL36 et UL37 est essentielle pour l'enveloppement secondaire des nucléocapsides dans le
cytoplasme (Kelly et al., 2014)

La protéine UL20 et gK sont impliquées dans la sortie du virus (Mettenleiter, 2004). Des
études ont montré que l'absence de gK et UL20 inhibe la sortie nucléaire et I'enveloppement
secondaire des virions (Avitabile et al., 1994, Baines et al., 1991, Foster et al., 1999, Fuchs et al.,
1997). Une récente étude a démontré que la protéine UL37 interagit avec le complexe protéique

gK-UL20 pour faciliter I'enveloppement cytoplasmique des virions (Jambunathan et al., 2014).
1.1.6 Latence et réactivation du VHS-1

Le VHS-1 est capable d’établir la latence chez les neurones sensitifs de I’hote et de se
réactiver pour se disséminer (Figure 3). La primo-infection par le VHS-1 s’effectue au niveau des
muqueuses. Par la suite, le virus infecte les neurones sensitifs et est transporté jusqu'au ganglion
trijumeau ou le virus peut entrer dans un cycle de réplication lytique ou en latence (Efstathiou et
al., 2005). Durant cette période de latence, le génome viral reste sous forme d’épisome dans le
noyau du neurone et ces épisomes sont associés a des histones et organisés en nucléosomes
(Deshmane et al., 1989, Efstathiou et al., 1986). L’expression de génes lytiques est réprimée et
seuls les transcrits associés a la latence (LATS) continueront a étre produits en abondance
(Spivack et al., 1987, Stevens et al., 1987). L'expression de LAT génére un transcrit primaire
polyadénylé de 8,5 kb. Ce transcrit primaire est epissé pour générer un transcrit stable non
polyadénylé de 2,0 kb qui s'accumule abondamment dans le noyau des neurones sensoriels.
Finalement, il existe un troisieme transcrit stable de 1,5 kb dérivé du transcrit de 2,0 kb par
épissage alternatif (Bloom et al., 2011). LAT est un précurseur de cing microARNs (miARNS)
exprimés abondamment pendant la latence et utilisés par le VHS-1 dans la régulation de la
transcription des génes viraux et cellulaires (Kramer et al., 2011, Peng et al., 2008, Umbach et
al., 2008).



Le rble des transcrits LATs n'est pas encore tres bien connu. Des études ont montré que
les LATs peuvent promouvoir I'établissement de la latence (Thompson et al., 1997). Aussi les
LATs sont importants pour une réactivation efficace du virus (Perng et al., 1994, Perng et al.,
1996). Les LATs semblent jouer un réle antiapoptotique sur les neurones, ce qui permettrait a ces
cellules de supporter I’infection latente (Perng et al., 2000). Parmi les miARNs présents, le
miARN miR-H2 possede une séquence antisens a l'activateur transcriptionnel ICPO, qui est
capable d'inhiber I'expression de cette protéine. Le miARN miR-H6 a une similarité avec la
séquence de I'ARNm encodant le factor de transcription ICP4 et régule a la baisse I'expression de
celle-ci (Umbach et al., 2008). La régulation négative d'ICPO et ICP4 affectera l'initiation de la
transcription des genes viraux, la réplication de I’ADN viral et ainsi la génération de nouvelles
particules virales (Peng et al., 2008, Thompson et al., 2001, Umbach et al., 2008). Récemment, il
a été identifié le miARN miR-138 qui est spécifique au tissu neuronal. Ce miARN régule a la
baisse I'expression du transactivateur viral ICPO et ainsi I'expression de genes lytiques pour
promouvoir I'établissement de la latence (Pan et al., 2014) .

En réponse a un stress, ou dans le cas d’une déficience immunitaire le virus peut se
réactiver causant des lésions récurrentes. La réactivation semble étre liée au remodelage du
génome viral par les histones, car une acétylation des queues d'histones permet I'expression des

génes a et la réactivation du virus (Efstathiou et al., 2005).

Suite a la réplication du génome, il y aura production de nouveaux virions qui seront
transportés de facon antérograde le long des axones des nerfs sensitifs infectés afin de produire
une nouvelle infection au niveau de muqueuses. Cependant, deux modeéles ont été proposés
expliquant le transport axonal antérograde du VHS-1 (Diefenbach et al., 2008). Le modeéle
nomme "separé" propose que les nucléocapsides sont transportées indépendamment des
glycoprotéines virales et I'acquisition de I'enveloppe virale possédant les glycoprotéines se fait
dans des vésicules et cones de croissance de I'axone. Les virions sont relachés par exocytose au
niveau des terminaisons axonales (Enquist et al., 2002, D. J. Holland et al., 1999, Penfold et al.,
1994, Saksena et al., 2006, Snyder et al., 2007, Tomishima et al., 2002). Le modéle "marié"
propose que les virions enveloppés dans le corps cellulaire voyagent jusqu'aux terminaisons

axonales et sont relachés par exocytose via les varicosités et les cones de croissance de I'axone



(Ch'ng et al., 2005, del Rio et al., 2005). Dernierement, il a été démontré que les capsides sont

transportées par les deux modeéles (Negatsch et al., 2010, Wisner et al., 2011).
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Figure 3. Représentation schématisée des différentes étapes menant a la latence et a la réactivation du VHS-1.
A) L’infection aigu€ des muqueuses est suivie de 1’infection aigu€ de neurones. La capside est transportée de fagon
rétrograde jusqu'au corps cellulaire ou il y a production de nouveaux virus et infection aigué des autres neurones. Par
la suite, le virus établit la latence dans les neurones ou le génome reste sous la forme d’épisome dans le noyau. B) Le
virus peut se réactiver et produire des infections récurrentes. Il y a production de nouvelles capsides qui seront
transportées de fagon antérograde afin de produire une nouvelle infection au niveau de muqueuses. Tirée et modifiée
de la revue de Knipe et al. (2008).

1.2 Transport nucléo-cytoplasmique de protéines virales

Les protéines substrats d’import ou d’export nucléaire, peuvent étre identifies grace a des
séquences d’adressage specifiques telles que le signal de localisation nucléaire (NLS) et le signal
d’export nucléaire (NES) (Dargemont, 2002). Ces signaux permettent leur reconnaissance par des
transporteurs protéiques comme les importines ou les exportines (Akarsu et al., 2006). Le
transport bidirectionnel de macromolécules entre le noyau et le cytoplasme est un processus
sélectif qui est produit a travers des pores nucléaires (Allen et al., 2000, Fahrenkrog et al., 2002).
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1.2.1 Les pores nucléaires

Les pores nucléaires constituent la seule voie de passage entre le noyau et le cytoplasme.
Il en existe plusieurs centaines par noyau et leur nombre peut varier selon le type et 1’état
cellulaire (Akarsu et al., 2006). Chaque pore nucléaire est formé a partir d'une structure élaborée
appelée complexe du pore nucléaire (CPN) avec une masse d'environ 125 MDa chez les vertébreés
et composé d'une centaine de protéines appelées nucléoporines (Schwartz, 2005). Des
micrographies électroniques des CPN montrent une structure octogonale perpendiculaire a la
membrane nucléaire, (Kirschner et al., 1977) qui comprend 3 sous-structures principales : des
queues cytoplasmiques longues de 35 nm environ, un corps central et un panier nucléaire (Beck
et al., 2004).

Les molécules de poids moléculaire inférieur a 40 KDa environ peuvent passer a travers
les canaux nucléaires par simple diffusion passive (Fried et al., 2003, Ribbeck et al., 2001). Par
contre, les macromolécules de masse supérieure a cette limite de diffusion sont transportées de
facon selective vers l'intérieur ou vers l'extérieur du noyau avec l'aide des transporteurs
protéiques solubles (importines et exportines) qui fixent les macromolécules et interagissent

également avec certaines nucléoporines (Dingwall et al., 1982).

Plusieurs des nucléoporines contiennent des domaines ayant une grande nombre de
répétitions d’acides aminés comme la phénylalanine et la glycine reconnues par les transporteurs
de protéines lui permettant de cibler leurs substrats au pore nucléaire et d'assurer leur
translocation (Rout et al., 1994). Par la suite, les substrats transportés sont libérés dans le
compartiment d'arrivée et les récepteurs sont recyclés pour permettre un nouveau cycle de

transport (Dargemont, 2002).
1.2.2 Les importines

Les molecules qui vont du cytoplasme a travers les CPN vers le noyau sont transportées
par des protéines appelees importines (Imamoto et al., 1995). Il existe deux classes d'importines :
a et B. L'importine a va reconnaitre le NLS du cargo (Weis et al., 1995). Postérieurement, le
complexe cargo-importine o est reconnu par I’importine 1 qui permet la fixation au CPN

(Bayliss et al., 2000, Gorlich et al., 1995), ce qui provoque la translocation de I'hétérotricomplexe
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dans le noyau. Une fois dans le noyau, l'interaction de Ran-GTP avec I'importine 1 conduit a un
changement conformationnel qui abaisse son affinité pour le NLS, libérant le cargo dans le
noyau. Par la suite, le complexe importine-Ran-GTP est ramené dans le cytoplasme pour un
nouveau cycle d'import (Kosugi et al., 2009) (Figure 4). Cette description simplifiée, représente
le modele le plus répandu dans la littérature. 1l existe différents importines a qui vont reconnaitre

différents cargos, mais il existe une seule importine  (Boulo et al., 2007).

A B
Imp B1 GDP - GDP
Impa NLSCargo NES Cargo
Cytoplasme T

GTP

Imp o Noyau :
'NLS Cargo

GTP

Figure 4. Modele simplifié du transport nucléo-cytoplasmique de protéines effectué par les importines et
exportines. A) Dans le cytoplasme, I'importine a se fixe au NLS d'une protéine & transporter et forme un complexe
trimérique avec I'importine B1 pour leur diffusion a travers le CPN. Une fois dans le noyau, I'interaction de Ran-GTP
avec l'importine 1 provoque un changement de conformation, libérant le cargo dans le noyau. B) Pour l'export
nucléaire, Ran-GTP stimule la fixation de I'exportine CMR-1 au NES de la protéine dans le noyau et le complexe est
exporté au cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, ces complexes sont désassemblés grace a I'hydrolyse du Ran-
GTP a Ran-GDP. Tirée et modifiée de la revue de Ding et al. (2010).

Il existe deux principaux types de NLS, le NLS monopartite et le NLS bipartite. Ils sont
caractérisés par la présence d'un ou de deux groupes d'acides aminés basiques respectivement
(arginine et/ou lysine) (Lange et al., 2007). La séquence consensus du NLS monopartite provient

de I’antigéne grand T du virus SV40, elle est composée d’un groupe de sept acides aminés parmi
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lesquels cing sont basiques (Kalderon et al., 1984). La séquence consensus du NLS bipartite
provient de la nucléoplasmine. Cette séquence est constituée de deux groupements basiques
contenant de deux a trois acides amines basiques chacun et sont separés par 10 ou 30 acides
aminés (Robbins et al., 1991, Romanelli et al., 2002).

Plusieurs études ont démontré la présence de NLS consensus dans quelques protéines
virales qui jouent un réle dans leur localisation nucleaire. Entre autres, la proteine ICP27 du
VHS-1 possede un NLS bipartite dans la région N-terminale de la protéine. Ce NLS a été
considéré comme étant important dans le contexte d'infection, car des virus recombinants
contenant des mutations dans le NLS d'ICP27 ne se répliquent pas de maniere efficace comparé
au virus de type sauvage (Mears et al., 1995). La protéine EBNA-1 du EBV et la protéine
ppUL44 du HCMV contient un NLS monopartite. Des études en contexte de transfection
transitoire ont montré que ces NLS sont responsables de la localisation nucléaire de ces protéines.
Il reste a déterminer si ces NLS sont fonctionnels en contexte d'infection (Alvisi et al., 2005,
Ambinder et al., 1991). Il existe également d’autres NLS qui sont différents des seéquences
consensus qui ont été identifiées dans quelques protéines virales. Par exemple, la protéine VP22
du herpésvirus bovin type 1 (BoHV-1) contient un NLS atypique constitué de quatre acides
aminés dont deux sont basiques. Ce NLS a été démontré fonctionnel en contexte de transfection
transitoire (Zheng et al., 2005). Aussi, la protéine Rev du virus de lI'immunodéficience bovine
(BIV) possede un NLS bipartite atypique puisque la longueur de la séquence entre les motifs de
NLS est 20 acides aminés. Des études en contexte de transfection ont montré que ce NLS
atypique est responsable de la localisation nucléaire de la protéine Rev du BIV (Gomez Corredor
et al., 2009).

1.2.3 Les exportines

L'export nucléaire de molécules est fait par l'intermédiaire des protéines appelées
exportines. 1l y a plusieurs exportines qui vont reconnaitre différents cargos (Cullen, 2003,
Ossareh-Nazari et al., 2001). Ainsi, la protéine CAS (Cellular Apoptosis Suceptibility Protein),
nommée aussi exportine 2, est responsable de I'export nucléaire de I’importine o (Kutay et al.,
1997). L'exportine-t, elle, est responsable de la sortie du noyau des ARN de transfert (Cullen,
2003). L'exportine 4 est impliquée dans I'export du facteur d'initiation de la traduction elF-5A

(Lipowsky et al., 2000). L'exportine 5 permet I'export nucléaire de protéines qui interagissent
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avec les ARN double-brins (Brownawell et al., 2002). L'exportine 6 est responsable de I'export
nucleaire de complexes profiline-actine (Stuven et al., 2003). 1l a été démontré que le récepteur
d'export Mex67p permet I'export dARNm du noyau vers le cytoplasme dans Saccharomyces
cerevisiae (Segref et al., 1997), ainsi, membres de la famille « Transporter Associated with
Antigen Processing » (TAP) ont une fonction similaire chez les métazoaires (Gruter et al., 1998).
En plus, le facteur d'export d/ARNm TAP a été impliqué dans I'export nucléaire de la protéine
ORF57 du gammaherpes virus (Williams et al., 2005), la protéine EB2 du EBV (Juillard et al.,
2009) et la protéine ICP27 du VHS-1 (Johnson et al., 2009a, Johnson et al., 2009b). Par ailleurs,
la calréticuline, une protéine importante dans la régulation de la concentration du calcium, est
responsable de I'export nucléaire du récepteur des glucocorticoides (Holaska et al., 2001).
Finalement, il existe une autre exportine appelée CRM-1 (Chromatin Maintenance Protein 1) ou
exportine 1 qui est impliquée dans 1’export nucléaire des molécules, et plus spécifiquement des
protéines possedant un NES (Ossareh-Nazari et al., 1997, Weis, 2002). Elle représente le
récepteur le plus utilisé pour ’export nucléaire de protéines, d’ARN et de ribonucléoprotéines
(Akarsu et al., 2006).

L’export nucléaire de protéines via CRM-1 est inhibé par la leptomycine B (LMB). Des
études genétiques dans Schizosaccharomyces pombe ont permis d'identifier I'exportine CRM-1
comme une cible cellulaire de cet inhibiteur (Nishi et al., 1994). 1l a été déemontré que la LMB
inhibe la translocation nucléo-cytoplasmique de protéines via la liaison covalente de son groupe
a,B-insaturé & lactone au groupe sulfhydrile du résidu cystéine-529 localisé dans la région
centrale conservée de CRM-1, ce qui méne a l'inactivation de ce récepteur (Kudo et al., 1999).

L'utilisation de la LMB permet de caractériser cette voie de transport.

CRM-1 fait partie de la famille des importines [ (Petosa et al., 2004). Tout d'abord, elle
forme un complexe avec Ran-GTP puis se fixe au NES d'une protéine a transporter (Fornerod et
al., 1997, Ossareh-Nazari et al., 1997, Ossareh-Nazari et al., 1999). La liaison de CRM-1 a Ran-
GTP provoque un changement conformationnel dans I'exportine CRM-1 qui augmente son
affinité pour le NES, de sorte qu'un complexe trimérique est formé (Dong et al., 2009). Ce
complexe trimérique est exporté du noyau vers le cytoplasme a travers le CPN. Le complexe
transféré se dissocie lorsqu'il rencontre Ran-GAP dans les filaments cytoplasmiques du CPN,

stimulant Ran pour hydrolyser le GTP qui lui est lié, ce qui provogque son changement en une
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conformation a faible affinité pour I'exportine CRM-1. La conformation de I'exportine CRM-1
libérée est transformée en une structure a faible affinité pour le NES, libérant le cargo dans le
cytosol (Boulo et al., 2007). L'exportine CRM-1 et Ran-GDP sont ramenés dans le noyau a
travers le CPN (Figure 4).

Le NES reconnu par CRM-1 est une courte séquence peptidique riche en acides aminés
hydrophobes. Cette seéquence a été caractérisée pour la premiére fois dans PKI, un inhibiteur de la
protéine kinase A, et dans la protéine Rev du virus de I'immunodéficience humaine de type 1
(VIH-1) (Fischer et al., 1995, Fornerod et al., 1997, Meyer et al., 1994, W. Wen et al., 1995). La
séquence consensus est (B'X,30°X,3@°X@*), ou @ peut représenter une acide aminé
hydrophobe comme la leucine, isoleucine, valine, phénylalanine et méthionine et X peut
correspondre a n'importe quel acide aminé (Dong et al., 2009, Li et al., 2009). Cependant, une
nouvelle classification de NES consensus a été établie basée sur les interactions avec I'exportine
CRM-1. Le NES consensus a été classifié en deux types, la classe de la protéine Rev du VIH-1
(B°TXBXXDBXDY) et la classe PKI (ZXXGXXXBXXS*XB?). Ces nouveaux NES
consensus different de lI'ancien NES consensus par la présence de cing et non quatre résidus

hydrophobes, importants pour l'interaction avec I'exportine CRM-1 (Gulttler et al., 2010).

Plusieurs études ont démontré la présence de NES consensus dépendant de l'exportine
CRM-1 ayant un role dans la localisation de la protéine dans le cytoplasme, entre autres, la
protéine E1 du virus du papillome humain (VPH) (Deng et al., 2004), la protéine LANA2 du
KSHV (Munoz-Fontela et al., 2005), les protéines UL3 et UL47 du VHS-1 (P. Williams et al.,
2008, Zheng et al., 2011) et la protéine Rev du virus de I'immunodéficience bovine (Gomez
Corredor et al., 2012).

Dailleurs, il existe des NES non consensus qui ont été reportés pour d'autres proteines
virales dans lesquelles aucune caractéristique structurale importante comme la présence d'acides
aminés répetées n'a été identifiée. Des exemples sont la protéine Rev du virus de
I'immunodéficience féline (VIF) (Fridell et al., 1993) et du virus de I'anémie infectieuse équine
(EIAV) (Otero et al., 1998) et la protéine « Core » du virus de I'hépatite C (VHC) (Cerutti et al.,
2011).
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1.3 La protéine virale UL24

1.3.1 Caractéristiques d'UL24

La protéine UL24 du VHS-1 est exprimee de facon tardive dans le cycle de réplication du
virus. C’est une protéine hautement basique, de 269 acides aminés et d'un poids moléculaire de
29.5 kDa (Pearson et al., 2002). La séquence UL24 est séparée en deux régions : la partie N-
terminale, qui est hautement conservée parmi les orthologues de cette protéine dans divers virus
herpés, et la partie C-terminale qui est plus variable (Jacobson et al., 1989, Knizewski et al.,
2006). Dans la partie C-terminale, un NLS type bipartite a été identifi¢ dont I’importance n’a pas

encore éte déterminée (Bertrand et al., 2008).

La protéine UL24 se trouve dans plusieurs sous-compartiments cellulaires; des études de
fractionnement cellulaire ont démontré qu’UL24 se retrouve associé principalement avec le
noyau, mais elle est aussi associée au cytoplasme (Pearson et al., 2002). A 9 heures post-
infection (hpi), UL24 se localise au noyau, au cytoplasme et de facon transitoire au nucléole.
Entre 9 et 15 hpi, 50% a 70% de la protéine UL24 se retrouve associée au nhoyau
(Lymberopoulos et al., 2007, Pearson et al., 2002). A 18 hpi, UL24 se localise au cytoplasme
plus particulierement en périphérie du noyau (Lymberopoulos et al., 2007). Une derniére étude a
démontré que la partie N-terminale se retrouve au noyau et la partie C-terminale d’UL24 se

retrouve au Golgi en contexte de transfection transitoire (Bertrand et al., 2008).
1.3.2 Expression de la protéine UL24

Le géne UL24 est conservé dans la famille des Herpesviridae (McGeoch et al., 1995) et il
est localisé dans la région unique longue du génome viral (McGeoch et al., 1988). Les cadres de
lecture ouvert du gene UL24 et le géne tk se chevauchent 1égerement (de 66 pb) (Jacobson et al.,
1998). Ainsi, le promoteur de tk se retrouve dans le cadre de lecture ouvert d'UL24 (Coen et al.,
1986). Six transcrits sont produits lors de I'infection par le VHS-1 (Figure 5). Les transcrits courts
(0,9; 1,2 et 1,4 kb) sont exprimés de facon précoce tandis que les transcrits longs (5,2; 5,4 et 5,6)
sont produits avec une cinétique d'expression tardive (Cook et al., 1996). Les transcrits de 5,6 et
1,4 kb sont produits a partir du premier site d'initiation, les transcrits 5,4 et 1,2 sont produits a

partir du deuxieme site d'initiation. Ces transcrits 5,6; 5,4; 1,4 et 1,2 kb contiennent le cadre de
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lecture ouvert complet d'UL24 et sont potentiellement responsables de I'expression de la protéine.
Il a été démontré que suite a l'inhibition du premier site d'initiation, I'expression d'UL24 est
considérablement diminuée, suggérant que les transcrits 5,6 et 1,4 dérivant du premier site
d'initiation sont les principaux responsables de I'expression d'UL24 (Pearson et al., 2002). Les
transcrits 5,2 et 0.9 kb sont produits a partir du troisieme site d'initiation. Ces transcrits n'incluent
pas le cadre de lecture ouvert complet d'UL24 donc ils ont le potentiel d'encoder une forme
tronquée de la protéine (Pearson et al., 2002).

KB v D[ ux >

5.6 kb
5.4kb
5.2kb

v Vv VvV

14kb —
1.2kb _
0.9kb —_—

Figure 5. Représentation graphique des transcrits d'UL24 du VHS-1. UL24 est représenté par la boite noire. Les
différents génes entourant UL24 sont représentés par les boites blanches. Les différents transcrits d'UL24 produits
lors de I'infection sont représentés par des fleches noires. Les chiffres a gauche des fleches indiquent la longueur des
transcrits. Adapté de Pearson et al. (2002).

1.3.3 Domaines conserveés d'UL24

La protéine virale UL24 est conservée parmi les trois sous-familles des Herpesviridae.
Des études comparatives des séquences d'UL24 d'origines différentes ont permis d'identifier cing
domaines d’homologie (HD) dans la région N-terminale de la protéine (Jacobson et al., 1989,
Knizewski et al., 2006). Il s'agit de régions d'UL24 ou le niveau de conservation est d'au moins
65% (Jacobson et al., 1989). Ces HDs contiennent des residus hautement conservés entre les
homologues d'UL24 (Knizewski et al., 2006). Il a été démontré que la mutation de groupes
d'acides aminés dans les HDs Il et 11l a un effet négatif sur la réplication du virus en culture

cellulaire (Jacobson et al., 1989).
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Une étude de bioinformatique a identifi¢ un motif d’endonucléase de type PD-(D/E)XK
localisé dans les HDs Il et 1ll dans la région N-terminale d'UL24 (Knizewski et al., 2006).
Cependant, son rdle n'a pas encore été démontré. Ce motif a été identifié dans plusieurs protéines
impliquées dans la recombinaison et dans la réparation de I'ADN et chez des enzymes de
restriction (Bujnicki et al., 2001a). Un autre motif endonucléase de type PD-(D/E)XK a déja été
identifié dans le gene UL12 du VHS-1 (Bujnicki et al., 2001b). UL12 est une nucléase alcaline
impliquée dans I'encapsidation de I'ADN viral mais elle n'est pas essentielle pour la réplication de
I'ADN viral (Weller et al., 1990). Aussi, le motif PD-(D/E)XK a été identifié dans le domaine
ARN endonucléase de la protéine L du virus de la chorioméningite lymphocytaire (LMCV) de la
famille Arenaviridae. Cette ribonucléase est essentielle dans la transcription des ARNm viraux
(Morin et al., 2010).

1.3.4 Fonctions d'UL24

La protéine UL24 est importante pour la réplication efficace du virus en culture cellulaire.
Chez un virus déficient en UL24, la réplication est diminuée et la formation de plages de type
syncytiale est observée (Sanders et al., 1982). Une plage syncytiale résulte de la fusion des
membranes plasmiques de plusieurs cellules infectées adjacentes. La formation de syncytia chez
les virus déficients en UL24 est plus marquée lorsque la température d’infection est de 39°C
(Jacobson et al., 1989). 1l existe d’autres protéines du VHS-1 associées au phénotype de plages
syncytiales; les protéines gB, gK et UL20 (Avitabile et al., 2004, Foster et al., 2008, Foster et al.,
2004, Ruyechan et al., 1979). Ces protéines sont importantes dans la morphogenese du virion de
sorte qu'il a été suggéré qu’UL24 pourrait jouer un réle dans les étapes tardives du cycle viral

comme proposeé par Pearson et al. (2002).

La protéine UL24 joue également un role dans la pathogenése du VHS-1. Dans un modele
murin d’infection oculaire, une souche déficiente en UL24 démontre une réduction de titres
viraux dans les muqueuses d’environ 1 logl0, mais une réduction d’environ 4 logl0 dans les
neurones, ainsi qu’une diminution de D’efficacité de réactivation virale a partir de neurones
infectés de fagon latente (Jacobson et al., 1998). De plus, les signes cliniques de la maladie sont
réduits chez les souris infectées avec un virus déficient en UL24 (Leiva-Torres et al., 2010).

UL24 est donc un déterminant important de la neuropathogenese.
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Par ailleurs, la protéine UL24 affecte la localisation des protéines nucléolaires nucléoline
et B23. Ce sont des protéines multifonctionnelles qui contribuent a la biogeneése et la maturation
de ribosomes (Boisvert et al., 2007). La nucléoline et B23 se localisent sous la forme de points
dans le nucléole, et lors de I’infection de cellules par le VHS-1, ces protéines sont dispersées a
travers le noyau. Cependant, lorsque I’infection se fait avec un virus déficient en UL24 cette
dispersion n’a plus lieu (Lymberopoulos et al., 2011, Lymberopoulos et al., 2007). D’autre part,
des études ont démontré que la partie conservée N-terminale est suffisante a induire la
redistribution de la nucléoline et B23 en contexte de transfection transitoire (Bertrand et al.,
2008, Lymberopoulos et al., 2011).

Derniérement, des études dans les cellules fibroblastiques humaines du prépuce non
immortalisées (HFF) ont montré que suite a Dinfection par le VHS-1, les différents
compartiments du Golgi sont entiérement dispersés et fragmentés. Par contre, en absence
d’UL24, on observe un patron de dispersion du Golgi sous forme réticulé qui s'étend a travers le
syncytium. Aussi, cette méme étude a demontré que I’absence d’UL24 cause une relocalisation
des glycoprotéines virales gB et gD impliquées dans la fusion membranaire. Ces glycoprotéines
virales semblent colocaliser avec le cytosquelette et cette association est fortement diminuée en
absence d’UL24 dans les étapes tardives du cycle viral. Donc, ces changements pourraient
contribuer au phénotype syncytial associé a plusieurs mutations du géne UL24 (Ben Abdeljelil et
al., 2013).

1.3.5 UL.24 et ses homologues

Plusieurs études ont montré que les homologues d’UL24 chez d’autres virus herpes sont
aussi importants dans la pathogenése du virus. Des orthologues d’UL24 du VHS-1 chez les
Alphaherpesvirinae incluent UL24 du VHS-2 et BoHV-1, et ORF35 du VZV. Chez les
Betaherpesvirinae, on retrouve entre autres U49 des HHV-6 et 7, et UL76 de HCMV.
Finalement, chez les Gammaherpesvirinae, on retrouve Bxrfl d’EBV, ORF20 de I’herpésvirus
murin 68 (MHV-68), ORF20 du KSHV et ORF37 de I’herpésvirus équin type 1 (VHE-1)
(McGeoch et al., 1995, Nascimento et al., 2009).

UL24 dans le VHS-2 est un déterminant de la virulence dans un modeéle vaginal

d’infection de souris et de cochon d’Inde. Lorsque la partie C-terminale du VHS-2 est tronquée,
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le virus mutant est beaucoup moins létal et cause moins de Iésions que le virus de type sauvage.
De plus, la capacité de réactivation de ce virus déficient en UL24 est diminuée chez le cochon
d’Inde. Aussi, ce virus mutant forme des plages syncytiales suggérant que la partic C-terminale
est importante pour moduler les événements de fusion (Blakeney et al., 2005). Une étude récente
a montré que la vaccination avec un mutant d'UL24 du VHS-2 induit a une réponse immune
protectrice dans un modele vaginal d'infection de souris et de cochon d'Inde. Cela suggere que le
géne UL24 constitue une cible prioritaire pour le développement d'un vaccin vivant atténué
contre le VHS-2 (Visalli et al., 2014).

Des études sur la protéine ORF37 du VHE-1 ont démontré son importance dans la
neuropathogenese. Dans un modéle murin, un virus déficient en ORF37 présente une diminution
dans les symptdmes neuronaux et une diminution dans la pathogenése. Par contre, un virus
déficient en ORF37 n’a pas d’effet sur la réplication virale par rapport au virus de type sauvage

in vitro (Kasem et al., 2010).

Une autre étude a montré I’importance de I’homologue d’UL24 (ORF35) chez le VZV
dans un modéle murin de xénogreffe. Des greffes humaines de peau ou de cellules T ont été
infectées par un VZV déficient en ORF35 et il a été démontré que la réplication du virus mutant
dans les greffes est inférieure au virus de type sauvage (Ito et al., 2005). Au contraire, I’absence
de la protéine UL24 dans le BoHV-1, ne cause pas d’impact sur la réplication virale ou la
formation de syncytia in vitro. L’absence d’un effet peut dépendre du type cellulaire utilisé
(Whitbeck et al., 1994).

Certaines impacts sur les cellules ont été associées a UL24 et ses homologues. Une étude
a montré qu’UL24 chez le VHS-1 et ses homologues ORF20 chez le MHV-68 et chez KSHV,
ainsi qu’ UL76 chez le HCMV induisent I’arrét du cycle cellulaire en phase G,/M suivie par
apoptose dans des cellules humaines et de souris. Cet arrét est di a une inactivation du complexe
mitotique Cycline B/Cdc2 (Nascimento et al., 2009).

Par ailleurs, la protéine homologue d’UL24 chez le virus HCMV (UL76) a un effet
régulateur sur I’expression de génes o dépendant du promoteur lorsqu’exprimée en contexte de
transfection transitoire (Wang et al., 2000). Une autre étude du méme groupe a montré que

I'expression stable de la protéine UL76 pendant le temps immédiat précoce de l'infection
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provoque une inhibition de la production des particules virales ainsi qu'une diminution de
I'accumulation de I'ADN viral. De plus, il a été observé une diminution de I'expression des
protéines virales immédiates précoces, précoces et tardives (Wang et al., 2004). Aussi, une étude
a montré que des mutations dans le cadre de lecture du gene UL76 ont significativement
augmenteé le niveau d'expression de la protéine UL77. Par conséquent, UL76 régule a la baisse
I'expression de la protéine UL77 d'une maniére dépendante de la ré-initiation de la transcription
mais les mécanismes impliqués sont encore méconnus (Isomura et al., 2010). D'autre part, il a été
démontré qu'UL76 induit un dommage a I'ADN et I'accumulation d'aberrations chromosomiques
dans les cellules exprimant la protéine d'une facon transitoire. Donc, UL76 peut étre une source
d'anomalies chromosomiques et cette altération de I'environnement cellulaire peut moduler la
production virale (Siew et al., 2009). De méme, I'expression du gene UL76 induit a I'expression
de la chemokine pro-inflammatoire IL-8 provoquée par I'activation de la réponse au dommage de
I'ADN. Cela a mis en évidence un r6le d'UL76 dans le mécanisme d' induction d'lL-8 durant
I'infection par le HCMV (Costa et al., 2013). En plus, une étude récente a montré qu'UL76 induit
la formation d'aggrésomes nucléaires via linteraction avec le récepteur de protéines
polyubiquitinées S5a. Par conséquent, ce mécanisme peut étre impliqué dans la modulation de
I'expression des protéines au niveau transcriptionnel et traductionnel et aussi, il peut constituer un
mécanisme régulateur utilisé pour les orthologues d'UL76 chez les Herpesviridae (Lin et al.,
2013).

1.4 Le systeme BAC

Pour faciliter I'étude génétique du VHS-1, des virus recombinants peuvent étre produits
en utilisant un chromosome bactérien artificiel (BAC). Un BAC est un vecteur bactérien basé sur
le facteur F, épisome qui est preésent dans certains souches d'Escherichia coli. Le plasmide F
contr6le sa propre réplication et il est maintenu a un nombre bas de copies dans la cellule. Donc,
cela permet une réduction du potentiel de recombinaison entre les fragments d’/ADN transportés
par le plasmide. Le facteur F permet le maintien de longues séquences d'ADN jusqu'a 300 Kb.
(Shizuya et al., 1992). Les BACs sont grandement utilisés pour modifier de longues séquences de
différentes origines dans E. coli. Le systeme base sur la « Red recombination » est le plus utilisé
pour la modification de longues séquences d’ADN (Tischer et al., 2010). Le systeme « Red »

tient son origine du phage A et permet I’insertion de molécules d’ADN double brin linéaire par
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recombinaison homologue. Ce systéme est constitué de trois composants nommés Gam, Exo et
Beta (Zagursky et al., 1983). La protéine Gam inhibe la dégradation de I’ADN double brins
linéaire par I’endonucléase RecBCD d’E. coli (Sakaki et al., 1973). La protéine Exo forme une
molécule homotrimérique toroidale et a une activité exonucléase 5’- 3’(Kovall et al., 1997). La
protéine Beta se lie a I’ADN simple brin et permet I’hybridation de I’ADN simple brin avec les
séquences complémentaires ce qui facilite la recombinaison homologue avec la séquence cible
(Kmiec et al., 1981). La « Red recombination » peut étre utilisée pour insérer une molécule
d’ADN, typiquement un produit de PCR d’un gene de résistance a un antibiotique en utilisant des
amorces ayant entre 40 et 60 pb homologues a la séquence cible (Tischer et al., 2010). Par
ailleurs, l'utilisation du systeme BAC permet la production plus rapide de virus recombinants que
la méthode traditionnelle (Feederle et al., 2010). Aussi, hous pouvons insérer des mutations dans
le génome viral en absence de pression de sélection pour des mutations compensatoires et il n'est

pas nécessaire d'avoir un phénotype pour le criblage.

Il existe plusieurs virus herpés pour lesquels des formats BAC ont été générés comme le
VHS-1 (Jurak et al., 2012, Pan et al., 2014), le HCMV (Hahn et al., 2003, Isomura et al., 2010),
le KSHV (Li et al., 2009, Zhu et al., 2006), le EBV (Feederle et al., 2010) et le VZV (Nagaike et
al., 2004).
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2. Problématique

La primo-infection par le VHS-1 s’effectue au niveau des muqueuses, suivi par une
infection des neurones sensitifs qui innervent la région infectée. Le virus finit par établir une
infection latente dans les ganglions trijumeaux et occasionnellement, suite a un stress ou dans le
cas d’une déficience immunitaire, le virus se réactive causant des 1ésions récurrentes. Dans un
modéle murin d’infection, une souche de VHS-1 déficiente en UL24 démontre une réduction de
titres viraux dans les muqueuses d’environ 1 logl0, mais une réduction d’environ 4 logl0 dans
les neurones, ainsi qu’une diminution de I’efficacité de réactivation virale a partir de neurones
infectés de facon latente. UL24 est donc un déterminant important de la neuropathogenése, mais
les mécanismes moléculaires qui interviennent dans ses fonctions sont méconnus. En culture
cellulaire, des virus déficients en UL24 démontrent entre autres, un phénotype de plages
syncytiales provenant de la fusion membranaire des cellules infectées. UL24 joue un réle dans la
localisation de glycoprotéines virales puisqu’en son absence, on a observé une relocalisation dans
les cellules HFF. UL24 contient une partie N-terminale qui est hautement conservée parmi les
orthologues de cette protéine dans divers virus herpés. Plusieurs résultats de notre laboratoire ont
démontré I’importance des acides aminés hautement conservés d’UL24 dans les modifications
nucléolaires induites par le VHS-1 et dans la pathogenése. Au contraire, la partie C-terminale
d’UL24 est pauvrement conservée, et son réle durant I’infection n’est pas encore détermine. Des
résultats précédents ont démontré que lorsqu’exprimée seule, la partie C-terminale d’UL24 se
retrouve au Golgi en contexte de transfection transitoire et cette partie pourrait jouer un réle dans

les étapes tardives du cycle viral.

Notre hypothese est que des résidus dans la partie C-terminale d’UL24 sont importants
pour la localisation et les fonctions de la protéine dans le cytoplasme pendant les étapes tardives

du cycle viral.

Afin de tester notre hypothese, nous avons proposé deux objectifs spécifiques: 1)
produire des vecteurs d’expression de formes d’UL24 avec des délétions et substitutions dans la
partie C-terminale et déterminer sa localisation intracellulaire dans le contexte de transfection
transitoire, et 2) déterminer le role de la partie non-conservée de la protéine UL24 du VHS-1

dans la relation virus-cellule hote.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

2.1 Cellules et virus

2.1.1 Lignées cellulaires

Les cellules Cos-7 et les cellules Vero sont des cellules fibroblastiques immortalisées
provenant de reins de singe vert d’Afrique. Ces cellules ont été cultivées dans un milieu «
Dulbecco’s Modified Eagle Medium » (DMEM) enrichi @ 5 % de sérum de veau nouveau-né
(NCS); a 50 unitées/mL de pénicilline et 50 pg/mL de streptomycine (P/S). Normalement, un
passage 1:10 a été effectué. Les cellules ont été maintenues dans un incubateur a 37°C avec 5 %
de CO; et 100 % d'humidité.

Les cellules HeLa sont une lignée cellulaire humaine provenant du cancer de col d'utérus.
Elles ont été maintenues en culture dans milieu DMEM enrichi a 8 % de sérum bovin feetal
(FBS); a 50 unités/mL de peénicilline et 50 pg/mL de streptomycine (P/S). Typiquement, 1/10 des
cellules ont été passées. Les cellules ont été conservées dans un incubateur a 37°C avec 5 % de
CO; et 100 % d'humidite.

2.1.2 Souches virales et production de stocks viraux

Les souches virales du virus de I’herpés simplex 1 KOS et UL24X (déficient en la
protéine UL24) (Jacobson et al., 1998) provient originalement de Priscilla Schaffer et de Donald
M. Coen, respectivement (Harvard Medical School, Boston). Le virus VHA-UL24 est un virus
recombinant avec une étiquette d’hémagglutinine (HA) ajoutée en position N-terminale de la
protéine virale UL24. Ce virus démontre un phenotype de type sauvage (Lymberopoulos et al.,
2007). Les stocks viraux ont été produits & partir de flacons de 175 cm? (T175) contenant 3x10’
cellules Vero infectées a une multiplicité d’infection (MOI) de 0,01 dans 4 mL de milieu DMEM
avec 2 % NCS et P/S. Les flacons ont été incubés a 37 °C avec 5 % CO, et agités doucement
toutes les 15 minutes pendant une heure. Ensuite, le milieu contenant le virus a été remplacé par
25 mL de milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S et remis dans l'incubateur pour une période de
deux a trois jours. Lorsque toutes les cellules montraient des effets cytopathiques, les cellules ont

été centrifugées a 1500 rpm pendant 5 minutes & 4°C (centrifugeuse Sorvall Legend RT, «
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swinging bucket rotor » 7500 6441). Le culot de cellules infectées a été resuspendu dans 1 mL de
DMEM avec 2 % NCS et P/S et transféré dans un nouveau tube. Par la suite, les cellules ont été
lysées par trois cycles de congeélation et décongélation, puis soniquées pendant 30 secondes
(amplitude de 50 %, pulsations de 0,5 secondes, sonificateur Branson digital). Ensuite, les débris
cellulaires ont été enlevés par centrifugation a 1500 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant
contenant les particules virales a été aliquoté dans des tubes cryogéniques de 1,5 mL. Les stocks

viraux ont été conservés a -80°C.
2.1.3 Détermination des titres viraux

La détermination des titres viraux a été faite par un essai de plage de lyse. La veille, des
plaques de 12 puits ont été préparées contenant 3x10° cellules Vero par puits. Des dilutions en
série des stocks viraux a titrer ont été faites en duplicata dans un volume de 1 mL de milieu
DMEM avec 2 % NCS et P/S. Par la suite, le milieu des plaques a été remplacé par 300 uL de
milieu DMEM avec 2 % NCS et P/S. Ensuite, les cellules ont été infectées avec 100 pL des
dilutions allant de 10 & 10°®. Les cellules infectées ont été incubées & 37°C avec 5 % CO, et
agitées toutes les 15 minutes pendant une heure. Par la suite, 1 mL de milieu DMEM avec 2 %
NCS, P/S et 0,5 % de méthycellulose a été ajouté a chaque puits. Les plaques ont été remises
dans l'incubateur pendant deux a trois jours. Suite a cette période d'incubation, les cellules ont été
fixées avec 1 mL de solution d'acide acétique glacial et de méthanol a une proportion de 1:3, et
les plagues ont été incubées a température ambiante pendant une heure. Par la suite, les puits ont
été vidés et les cellules ont été colorées avec une solution de cristal violet (250 mL de méthanol,
750 mL d'H,0qq et 0,5 % (p/v) de cristal violet) pour au moins une heure. Apres, les puits ont été
lavés a I'eau et séchés. Les titres viraux ont été exprimés en unité formatrice de plages (PFU) par

mL.
2.2 Mutagenese

Une strategie de mutagenése visant la partie C-terminale de la protéine UL24 a été suivie
afin de produire des vecteurs d’expression pour des formes d’UL24 tronquées dans la partie non
conservée de la protéine (Figure 6). Pour ce faire, des codons stops ont été introduits a I’intérieur

du cadre de lecture ouvert d’UL24 dans chacun des trois cadres en utilisant des amorces
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synthétiques (Integrated DNA Technology) (Tableau I) pour arréter la traduction de la protéine
apres les acides aminés 265, 252, 240, 219 et 197.

N terminale C terminale
A Bglll A Sall
¥ WA 4
1, [FA] UL24 STDP\>§J‘
11 265
erminale erminale
N terminal C terminal
A Bglll A Sall
. WA 4
2. K| UL74 ST ———1
AR L
N terminale C terminale
Bglll _Maalt
4 (NN 4
3 [HA] UL24 STOP | ——— ﬂ
' L, 7
N terminale C terminale
Bglll Sall
4 Ll
4. [F&] uLza STOP —
" [111 pal 759
—
erminale erminale
N terminal C terminal
AL Bglll sall AL
¥ Ty
5, [HA uLz4 STOP| 1
RERE 197 769

Figure 6. Stratégie de délétion dans la partie C-terminale de la protéine UL24.

Diagramme illustrant les séries de délétions faites dans la partie C-terminale de la protéine. L’étiquette
d’hémagglutinine (HA) est représentée par la boite verte et la protéine UL24 par la boite mauve. La boite bleue
correspond au fragment du gene de la protéine UL24 amplifié par PCR. Une stratégie de mutagenése dirigée a été
effectuée en utilisant des amorces mutagéniques (représentés par les fleches rouges) dans lesquelles des codons stops
ont été introduits dans les trois cadres de lecture afin d’arréter la traduction de la protéine aprés les acides aminés
265, 252, 240, 219 et 197. Les lignes croisées dans la boite mauve représentent les régions délétées de la protéine
uL24.

Chacune des amorces contenait un site de restriction. L’amorce sens qui s’hybride avec le
brin antisens contenait le site de restriction pour I'enzyme Bglll (New Englands Biolabs, NEB).
Cette enzyme coupe normalement dans la partie N-terminale d’UL24. L’amorce antisens qui
s’hybride avec le brin sens contenait le site de restriction pour I'enzyme Sall (NEB). Cette
enzyme coupe normalement dans les vecteurs pKOSHA-UL24 et pCGPfl (Bertrand et al., 2008,
Lymberopoulos et al., 2007) utilisés pour le sous-clonage. Ces amorces ont été utilisées dans la
réaction de polymérisation en chaine (PCR) suivante : 5 uLL de tampon 10X pour la polymérase
PFU (Fermentas), 1 uL de dNTP a 10 mM (Life Technologies), 2,5 uLL d’amorce sens « F » a 50
pg/ul, 2,5 uL d’amorce antisens « R » a 50 ug/uL, 2,5 uL de Diméthylsulfoxyde (DMSO)
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(Sigma), 15 ng du plasmide pKOSHA-UL24, 1 uL de I’enzyme polymérase PFU (Fermentas)
dans un volume total de 50 puL. Avant de commencer les cycles de PCR proprement dit, une étape
de dénaturation initiale des échantillons a été réalisée (2 minutes a 95°C). Par la suite, la réaction
a continué pendant 30 cycles. Chaque cycle consistait d'une étape de dénaturation (1 minute a
95°C), une étape d'hybridation des amorces (30 secondes a 59°C) et une étape d'élongation (2
minutes a 72°C). L'élongation finale a été réalisée pendant 5 minutes a 72°C pour permettre de
compléter la synthese des nouveaux fragments d'ADN.

Les produits de réaction de PCR ont été migrés par électrophorése sur un gel d’agarose a
2 %. Les bandes correspondant aux fragments amplifiés ont été découpées et I’ADN a été extrait

du gel en utilisant le kit GenElute de Sigma suivant les instructions du manufacturier.

Tableau 1. Liste des amorces utilisées pour la stratégie de clonage de formes mutées d'UL24 dans la partie C-

terminale de la protéine.

Nom de I’amorce Séquence 5’ 3’

UL24 5’BglIIF CCCAGATCTGCGGCACGCTGTTG

UL24CtermStop795R CACAGTCGACTCAGTCAGTCATCGGGGTTTGGTCTTGGTGG
UL24CtermStop756R CACAGTCGACTCAGTCAGTCACGCCGCGATCCTCTTAAG
UL24CtermStop720R CACAGTCGACTCAGTCAGTCAGGAGGCGGGGGTTTGGTC
UL24CtermStop657R CACAGTCGACTCAGTCAGTCACCCAGAGTGTGACCTTTTCGG
UL24CtermStop591R CACAGTCGACTCAGTCAGTCATCGCTGGGTCCTAGGCTCC

- Les nucléotides en bleu sur ’amorce sens « F » correspondent au site de restriction de ’enzyme BglII.
- Les nucléotides en vert sur chaque amorce antisens « R » correspondent au site de restriction de ’enzyme Sall.
- Les nucléotides en rouge sur chaque amorce antisens « R » correspondent aux codons stops.

2.2.1 Mutagenese dirigée

Des formes mutées d'UL24 contenant des mutations ponctuelles encodant pour des
substitutions d'acides aminés simples ou doubles ont été produites par mutagenese dirigée par
PCR. Les substitutions des nucléotides encodaient pour des alanines puisqu'elle est le plus petite
acide aminé donc cela n'affecte pas I'structure secondaire de la protéine di a son faible

encombrement stérique. Pour ce faire, le plasmide pAG5 (Griffiths et al., 2003) contenant les
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génes UL22, UL23 et UL24 a eté utilise. Des amorces synthétiques (Integrated DNA
Technology) contenant les mutations désirées (Tableau 1) ont été utilisées dans la réaction PCR
suivante : 5 uL de tampon 10X pour la polymérase PFU (Fermentas), 1 uL de dNTP a 10 mM
(Life Technologies), 2,5 uL d'amorce « top » a 50 pg/ul, 2,5 d'amorce « bot » a 50 ug/uL, 2,5 uL
de DMSO (Sigma), 15 ng de pAGS5, 1 uL de PFU (Fermentas) dans un volume total de 50 pL.
Avant de commencer les cycles de PCR proprement dit, une étape de dénaturation initiale des
échantillons a été réalisée (30 secondes a 95°C). Par la suite, la réaction a continué pendant 18
cycles. Chaque cycle consistait d'une étape de dénaturation (30 secondes a 95°C), une étape
d'hybridation des amorces (1 minute a 60°C) et une étape d'élongation (14 minutes a 68°C). Cette

PCR a permis de copier le plasmide pAG5 au complet tout en y insérant les mutations désirées.

Ensuite, 1 uL de I'enzyme de restriction Dpnl (Fermentas) a été ajouté au produit PCR et
incubé a 37°C pendant une heure et demie. L'enzyme Dpnl est une endonucléase spécifique pour
I'ADN méthylé. L'ADN isolé a partir de la plupart des souches d'E. coli est méthylé et ainsi
susceptible a la digestion par I'enzyme Dpnl. Donc, cette enzyme permet d'éliminer le plasmide
d'origine n'ayant pas été muté. Par la suite, des cellules DH5a compétentes ont été transformées
par choc thermique avec 1 pL du produit de la digestion puis étalées sur une boite Petri d'agar
Luria-Bertani (LB) contenant 50 pug/mL d'ampicilline et incubées a 37°C pendant la nuit. Des
colonies obtenues ont été mises en culture dans 2 mL de milieu LB contenant 50 pg/mL
d'ampicilline et incubées a 37°C toute la nuit. L'ADN plasmidique a été purifié en utilisant le kit
de miniprep de Feldan suivant le protocole décrit par le fabricant. Les plasmides obtenus ont été
séquencés (Centre d'innovation Génome Québec et Université McGill, Montréal) afin de vérifier

la présence des mutations désirées et I'absence d'autres mutations dans UL24.
2.2.2 Plasmides et sous-clonage

Pour le sous-clonage des versions mutées d'UL24, le plasmide pKOSHA-UL24 (contient
une étiquette HA en amont d'UL24) (Lymberopoulos et al., 2007) et les plasmides d'expression
mammifere pCGPfl et pCGPfIHA-UL24 (encode une étiquette HA en amont d'UL24 et dans le
méme cadre de lecture) (Bertrand et al., 2008) ont été utilisés. Pour générer les formes mutées
d'UL24 codant pour les délétions dans la partie C-terminale de la protéine, le vecteur pBluescript
SK+ (pBSK+) (Strategene) a été digéré avec 1’enzyme de restriction Smal (NEB) (2 uL de
tampon # 4 a 10X (NEB), 8 pg du plasmide pBSK+ et 1 uL de I’enzyme Smal dans un volume
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total de 20 pL). Ce milieu réactionnel a été incubé a température ambiante pendant la nuit. La
ligation du vecteur pBSK+ digéré avec le fragment amplifié par PCR contenant les mutations
dans UL24 a été réalisée en utilisant I’enzyme T4 DNA ligase (NEB) (1,5 uL de tampon T4 DNA
ligase, 200 ng du vecteur pBSK+ digéré, 135 ng d’insert, et 1 uL de ’enzyme T4 DNA ligase
dans un volume total de 15 pL). L'incubation du milieu réactionnel a été maintenue a 16°C

pendant la nuit.

Tableau 1. Liste d'amorces utilisées lors de la mutagenese dirigée par PCR

Nom de I’amorce Séquence 5> 3’ Mutation (s) inserée (s)
UL24_T195Atop CCCATGGAGCCTAGGGCACAGCGAGCCCGTCGC
T195A
bot_UL24 T195A GCGACGGGCTCGCTGTGCCCTAGGCTCCATGGG
UL24_L253A-F254Atop AAGAGGATCGCGGCGGCCGCCTGCGTGCCCGTGGL
L253A - F254A
botUL24 L 253A-F254A GCCACGGGCACGCAGGCGGCCGCCGCGATCCTCTT

UL24_V256A-V258Atop GCTCTTCTGCGCGCCCGCGCGCACCAAGA

V256A - V258A
botUL24_V256A-V258A TCTTGGTGGCCGCGGGCGCGCAGAAGAGC

- Pour chaque mutation, deux amorces ont été utilisées; I'amorce « top » et I'amorce « bot ».

- Les nucléotides mutés sont représentés en rouge sur chague amorce.

- Chague mutation est nommée par l'acide aminé d'origine, suivi de la position de la mutation et du résidu final aprés
la mutagenese.

Des cellules DH5a compétentes ont été transformées par choc thermique avec le produit
de ligation et ensuite étalées sur une boite Petri d’agar LB contenant de I’ampicilline a 50 pg/mL,
du Xgal a 40 pg/mL (Promega) et de I'IPTG a 1 mM (Sigma). La méthode de sélection des
colonies est basée sur le systeme blanc-bleu d0 au fait que le plasmide pBSK+ contient le gene
LacZ qui code pour I’enzyme [B-galactosidase qui hydrolyse le lactose et autres f-galactosides
comme le Xgal. Toutefois, cette copie du gene dans ce plasmide ne code que pour le peptide
alpha qui tel quel manque d’activité B galactosidase. Ainsi, quand une cellule DHS5a est
transformée avec le plasmide pBSK+ (sans insert), les polypeptides produits par les deux génes
LacZ (celui de la bactérie et celui du plasmide), se complémentent (c'est ce qu’on appelle la
complémentation alpha), et la cellule rétablit sa fonction B-galactosidase donnant des colonies
bleues. Cependant, la complémentation alpha n’a pas lieu si le plasmide introduit dans la bactérie

est un plasmide recombinant, car I’insert se localise a I’intérieur du géne LacZ dans le site de
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clonage multiple, donc les bactéries transformées avec ce plasmide donneront des colonies

blanches.

Des colonies blanches obtenues ont été mises en culture individuellement dans 2 mL de
milieu LB contenant 50 pg/mL de I’ampicilline et incubées a 37°C toute la nuit. L’ADN
plasmidique a été purifié en utilisant le kit de miniprep de Feldan suivant le protocole décrit par

le fabricant.

Des digestions diagnostiques avec les enzymes de restriction Bglll et Sall ont été faites
pour Vérifier si le vecteur pBSK+ contenait I’insert de taille attendue. Par la suite, les versions
mutées d'UL24 ont été sous-clonées depuis le vecteur pBSK+ dans le plasmide pKOSHA-UL24.
Ce dernier plasmide contenait un site de restriction pour I'enzyme Pfl23I1, ce qui a permis un
deuxieme sous-clonage des formes mutées d'UL24 dans le plasmide d'expression mammifére
pCGPfl (Figure 7 A et B). Les plasmides pBSK+ et pKOSHA-UL24 ont été digérés avec les
enzymes de restriction Bglll et Sall (3 uL de tampon # 3 10X (NEB), 3 uL de BSA 10X (NEB), 4
ug d’ADN plasmidique et 1 ulL des enzymes Bglll et Sall (NEB) dans un volume total de 30 pL).
Le milieu réactionnel a été incubé a température ambiante pendant la nuit. Les produits de
digestion ont été migrés par électrophorése sur gel d’agarose 1 %. Les bandes, correspondant a la
taille du vecteur ou a celle de I’insert ont été¢ découpées et I’ADN a été extrait du gel en utilisant
le Kit GenElute de Sigma suivant le protocole décrit par le fabricant. L’insert a été introduit dans
le vecteur en utilisant I'enzyme T4 DNA ligase (1,5 uL de tampon T4 DNA ligase (NEB), 200 ng
du vecteur pKOSHA-UL24 digéré, 50 ng d’insert et 1 pL de ’enzyme T4 DNA ligase (NEB)
dans un volume total de 15 pL). Des bactéries compétentes ont été transformées avec le produit
de ligation et ensuite étalées sur une boite Petri d’agar LB contenant 50 pg/mL de I'ampicilline.
Des colonies ont été piquées et mises en culture afin d’isoler I’ADN plasmidique par la technique

de miniprep (Feldan).

Un criblage de clones a été effectué en digérant I’ADN plasmidique avec les enzymes de
restriction Bglll et Sall (NEB) pour Vvérifier si le vecteur contenait I’insert de taille attendue. Les
plasmides contenant I’insert ont été séquencés (Centre d’Innovation Génome Québec et
Universite McGill, Montréal) afin de vérifier la présence des délétions désirées et 1’absence

d’autres mutations dans UL24.
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Par la suite, les formes mutées d'UL24 codant pour des délétions dans la partie C-
terminale de la protéine ont été sous-clonées a partir du plasmide pKOSHA-UL24 dans le
plasmide d'expression mammifére pCGPfl. Le vecteur pKOSHA-UL24 a été digéré par les
enzymes de restriction Pfl2311 (Fermentas) et Sall (NEB) et le fragment obtenu a été inséré dans
le vecteur pCGPfl préalablement digéré avec les mémes enzymes de restriction, formant le
vecteur pPCGPfIHA-UL24StopCterm (Figure 7B).

pKOSHAUL24StopCterm

PELUESCRIPT SK+

245topCterm

TUL23 | |U124Srnpc\tm

Sall PA2311 /all

BglII

ZIStantEnI
245topCterm |
i I | [rssencer |

PKOSHAUL24StopCterm

PCGPFLHAUL24StopCterm

Figure 7. Sous-clonage des formes mutées d’UL24 codant pour des délétions dans la partie C-terminale de la
protéine dans un plasmide d’expression mammifére.

(A) Pour sous-cloner les versions mutées d’UL24 provenant du plasmide pBLUESCRIPT SK+ dans le plasmide
pKOSHA-UL24, les deux plasmides ont été digérés par les enzymes Bglll et Sall. L’insert codant pour des délétions
dans la partie C-terminale a été isolé et inséré par ligation dans le plasmide pKOSHA-UL24 digéré pour former le
vecteur pKOSHA-UL24StopCterm. L’étiquette HA est illustrée par la boite verte. (B) Pour sous-cloner les versions
mutées d’UL24 provenant du plasmide pPKOSHA-UL24StopCterm dans le plasmide pCGPfl, les deux plasmides ont
été digérés par les enzymes PfI2311 et Sall. L’insert codant pour des délétions a été isolé et inséré par ligation dans le
plasmide pCGPfl digéré pour former le vecteur pCGPfIHA-UL24StopCterm. Le promoteur CMV est illustré par la
boite rouge et I’étiquette HA par la boite verte.
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Par ailleurs, les formes d'UL24 avec des mutations ponctuelles ciblant la partie C-
terminale de la protéine ont été sous-clonées depuis le plasmide pAG5 dans le plasmide
d'expression mammifere pCGPfIHA-UL24 (Figure 8). Ces plasmides ont été digérés avec les
enzymes Bst11071 (Fermentas) et Sall (NEB) (1 uL de chaque enzyme, 4 uL de tampon O 10X
(Fermentas) et 8 pug de plasmide dans un volume total de 40 uL). Le milieu réactionnel a été
ensuite incubé a 37°C durant 2 heures. Les bandes dont la taille correspondent au vecteur ou a
I'insert ont été purifiées sur gel en utilisant le kit GenElute de Sigma. La ligation a été faite afin
d'introduire l'insert dans le vecteur. Par la suite, des bactéries compétentes ont été transformées
avec le produit de ligation et ensuite étalées sur une boite Petri d’agar LB contenant 50 ug/mL de
I'ampicilline. Des colonies ont été mises en culture afin d’isoler I’ADN plasmidique pour la
technique de miniprep (Feldan). Des digestions diagnostiques ont été réalisées avec les enzymes
Bst11071 (Fermentas) et Sall (NEB) et les produits de réaction ont été migrés par électrophoréese

sur un gel d’agarose a 1 % afin de vérifier si le vecteur contenait I’insert désiré.

TL22 | TL23 | UL matds

Estl1071 Sall

|7 et |

pCGPAHAUL 24mmte

Figure 8. Sous-clonage des formes mutées d'UL24 codant pour des mutations ponctuelles dans la partie C-
terminale de la protéine dans un plasmide d'expression mammifére. Pour sous-cloner les versions mutées
d'UL24 provenant du plasmide pAG5 muté dans le plasmide pCGPfIHA-UL24, les deux plasmides ont été digérés
avec les enzymes Bst11071 et Sall. L'insert contenant les mutations ponctuelles a été isolé et inséré par ligation dans
le plasmide pCGPfIHA-UL24 digéré pour former le vecteur pCGPfIHA-UL24muté. Le promoteur CMV est
représenté par la boite rouge et I'étiquette HA par la boite verte.
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2.3 Production de virus recombinants par le systeme BAC

Pour générer les virus recombinants par le systtme BAC, une technique basée sur la «
Red recombination » décrit par Tischer et al. (2006) a éte utilisée par I'usage d'un BAC contenant
le génome du VHS-1 de type sauvage KOS fourni par Donald M. Coen (Harvard Medical
School, Boston). Ce BAC a été généré a partir de la souche d’E.coli GS1783 qui permet
I’expression transitoire des protéines « Red » car le géne qui code pour ces protéines est sous le
contrdle d'un promoteur inductible a la température. Le promoteur est activé a 42°C et désactivé a
32°C. Aussi, le gene codant pour I'endonucléase 1-Scel a été inséré dans le BAC sous le contrdle
d'un promoteur inductible a l'arabinose. Ces facteurs vont permettre un processus de mutagenese
efficace (Tischer et al., 2010).

2.3.1 Stratégie de génération de mutations ponctuelles et insertion de petites séquences

En bref, pour générer des mutations ponctuelles ou insérer de petites séquences dans le
génome viral KOS, des amorces synthétiques mutagéniques (contenant les mutations a inserer
dans le génome viral, Tableau Ill) (Integrated DNA Technology) ont été employées pour
amplifier un marqueur de sélection positif (géne de résistance a la kanamycine). L’amorce sens a
I’extrémité 5° est composée de séquences de nucléotides identiques a I’ADN cible comportant les
mutations ponctuelles ou la nouvelle séquence a insérer. A I’extrémité 3°, I'amorce sens est
composee de séquences de nucléotides qui vont s’hybrider avec le début de la séquence
nucléotidiqgue du gene de la kanamycine. L’amorce antiSens a ’extrémité 5’ contient de
séquences de nucléotides complémentaires a I’ADN cible possédant les mutations ponctuelles ou
la nouvelle séquence & insérer. A I’extrémité 3°, I'amorce antisens est composée de séquences de
nucléotides qui vont shybrider avec la fin de la séquence de nucléotides du gene de la
kanamycine (Figure 9).
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Tableau 111. Amorces utilisées lors de la production de virus recombinants par le systtme BAC

Nom de I’amorce

Séquence 5 3’

Mutation (s) insérée (s)

BAC_HA UL24 F

TCCGTGGCTTCTTGCTGCCGGCGAGGGCGCAACGCCGTACGTCGGTTGCTATGTACCCATACGAT
GTT CCAGATTACGCTGCCGCGAGAACGCGCAGCCTGGTCGAGGATGACGACGATAAGTA

Insertion de I’étiquette HA dans
la partie N-terminale d’UL24

BAC HA UL24 R CGTACCCCTGCCATCAACACGCGTCTGCGTTCGACCAGGCTGCGCGTTCTCGCGGCAGCGTAATC
TGGAACATCGTATGGGTACATAGCAACCGACGTACGGCGTTCAACCAATTAACCAATTCTGA

BAC_HSV1T195A_F CGTGCGGATGCTCCAGAGCCTGTCCACGTATACGGTCCCCATGGAGCCTAGGGCACAGCGAGCC
CGTCGCCGCCGAGGATGACGACGATAAGTA Mutation ponctuelle d’UL24,
résidu 195, T-A
BAC_HSVIT19%A R CTGCTCGCAGACCCCCGGGCAGCGCCGCCGCGGCGGCGACGGGCTCGCTGTGCCCTAGGCTCCAT

GGGGACCGTACAACCAATTAACCAATTCTGA

BAC_HSVL253A-F254A F | CAAACCCCCGCCTCCACGGAGGGCGGGGGGGTGCTTAAGAGGATCGCGGCGGCCGCCTGCGTGE

BAC—HSVL253AVF254A—R CTCTCATTCGGAGGCAGCTCGGGGTTTGGTCTTGGTGGCCACGGGCACGCAGGCGGCCGCCGCGA

TCCTCTTAAGCACAACCAATTAACCAATTCTGA

- Pour chaque mutation, deux amorces ont été utilisées, soit I'amorce sens « F » et I'amorce antisens « R ».

- Les nucléotides en noir correspondent a I’insertion de nouvelles séquences ou a la mutation ponctuelle de résidus.
- Les nucléotides en bleu correspondent aux séquences utilisées pour amplifier le gene de la kanamycine.

- Les nucléotides en vert correspondent aux séquences identiques a la séquence cible.

Par la suite, le produit amplifié par PCR (contenant le géne de la kanamycine et les
mutations d'intérét qu’on veut insérer dans le génome viral) a été inséré par électroporation dans
des bactéries électrocompétentes pour la recombinaison contenant le génome viral de type
sauvage KOS. La premiere recombinaison homologue a permis 1’insertion dans le génome du
fragment contenant le géne de la kanamycine et la mutation désirée. Ensuite, il a été nécessaire
d'enlever le géne de la kanamycine du génome viral par lI'induction de I’expression de 1I’enzyme I-
Scel; I-Scel est une mégaendonucléase qui se retrouve dans le gene de la kanamycine et qui est
rarement présente dans les séquences génomiques (Colleaux et al., 1986). L’expression de cette
enzyme a induit le clivage de ’ADN et une seconde recombinaison homologue a permis
I’excision du géne de la kanamycine (Figure 10). Deux isolats indépendants nommées (1) et (2)
ont été obtenus pour chacun des BACs recombinants. En utilisant le BAC possédant le génome
viral de type sauvage KOS, des BACs contenant 1I’étiquette HA dans la partie N-terminale
d'UL24 ont été produits pour générer les BACs recombinants BAC KOS HA-UL24 (1) et (2). Par

la suite, a partir de ces BACSs, des versions mutées d’UL24 contenant les mutations T195A et
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CCGT GGCCACCAAAGGATGACGACGATAAGTA Mutation ponctuelle d’UL24,
résidu 253, L-A et 254, F-A




L253A-F254A ont été produits pour générer les BACs recombinants BAC KOS HA-UL24
T195A (1) et (2) et BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) et (2) respectivement. Des détails
expérimentaux des divers étapes pour la production des virus recombinants vont suivre dans les
points 2.3.2 a 2.3.8.

1 2 3 4
5 NN Y@EEENE ' Amorce sens
Kan

Séquence cible

4 3 2 1
3’ )l B 5 Amorce antisens
Kan

Séquence cible

Figure 9. Représentation graphique des amorces utilisées lors de la production de virus recombinants par le
systeme BAC. L'amorce sens a l'extrémité 5' (segments 1, 2 et 3) est composée de séquences de nucléotides
identiques a I'ADN cible. Cette amorce a l'extrémité 3' (segment 4) est composée de nucléotides qui vont s'hybrider
avec le début de la séquence du géne de la kanamycine. L'amorce antisens a I'extrémité 3' (segment 4) est composée
de nucléotides qui vont s’hybrider avec la fin de la séquence du gene de la kanamycine. Cette amorce a l'extrémité 5'
(segments 1, 2 et 3) contient de séquences de nucléotides complémentaires a I’ADN cible. X, représente la séquence
insérée entre les segments 2 et 3 contenant les mutations ponctuelles ou la nouvelle séquence. Chaque segment

contient 25 pb environ.

2.3.2 Préparation des bactéries électrocompétentes pour la recombinaison

Afin de préparer des bactéries électrocompétentes pour la recombinaison, 5 mL de milieu
LB contenant 35 pg/mL de chloramphénicol ont été inoculés avec E. coli GS1783 (possédant le
génome de type sauvage KOS) dans un tube de culture de 12 mL (# de catalogue 17-T416-2A,
Ultident). La culture a été incubée a 32°C avec une agitation de 220 rpm pendant toute la nuit.
Apres cette période d'incubation, 50 mL de milieu LB ont été inoculés avec 1 mL de la culture
contenant 35 pg/mL de chloramphénicol dans un erlenmeyer de 125 mL. La croissance
bactérienne s'est déroulée a 32°C avec une agitation de 220 rpm jusqu’a une densité optique de
0,4-0,5 a 600 nm. Suite a I'obtention de la densité optique désirée, la culture a été placée dans le

bain-marie a 42°C avec agitation pour 15 minutes pour favoriser la recombinaison homologue.
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Ensuite, la culture a été refroidie dans un bain de glace et d’cau et par la suite la culture a été
centrifugée a 7000 rpm pendant 10 minutes a 4°C (Centrifugeuse Beckman, modéle J2Z-1M,
rotor JA-20). Ainsi, trois lavages du culot ont été réalisés avec 10 mL de glycérol 10 % froid. Au
dernier lavage, les cellules ont été resuspendues avec 400 uL de glycérol 10 % froid, puis ont été
aliquotées (50 uL par tube) et congelées avec de la glace seche. Les cellules ont été gardées a -

80°C et peuvent étre conservées a cette température pour une période maximale d'un mois.
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Figure 10. Diagramme représentant la création de BACs recombinants par I’introduction de mutations dans
le génome du VHS-1. (1) La mutagenese a été effectuée en utilisant des amorces pour amplifier le marqueur de
sélection positif (Kan") flanqué par des séquences contenant les mutations a insérer dans le génome. (2) Le fragment
d’ADN linéaire amplifié a été utilisé pour la transformation des bactéries contenant le génome de type sauvage du
VHS-1. Suite a un processus de recombinaison homologue, le marqueur de sélection positive et les mutations ont été
insérés dans le génome. (3) Suite a I’induction de ’expression de I’enzyme I-Scel, (4) la recombinaison homologue
entre les séquences homologues a provoqué I’excision du marqueur de sélection positif (kan"). Les lignes colorées
représentent les séquences identiques a la séquence cible tandis que les lignes pointillées indiquent les événements de
recombinaison homologue. psm, marqueur de sélection positif; x, nouvelle séquence; triangle, ancienne séquence; S,

site de restriction I-Scel. Figure tirée de Tischer et al. (2006).
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2.3.3 Préparation du fragment d'ADN

Pour préparer le fragment contenant la mutation a insérer dans le génome KOS, la PCR a
été réalisée en utilisant comme matrice le plasmide contenant le gene de la kanamycine (pEPkan-
S, fourni par Donald M. Coen) dans la réaction suivante : 1 uL d'amorce sens « F » a 1 mM, 1 uL
d'amorce anti-sens « R » a 1 mM, 25 uL du Master mix de la HotStar Taqg DNA polymérase
(Qiagen), 10 ng du plasmide pEPKan-S dans un volume total de 50 pL. L'enzyme a été activée
pendant 15 minutes a 95°C. Par la suite, la réaction a continuée pendant 35 cycles. Chaque cycle
consistait d'une étape de dénaturation (1 minute a 95°C), une étape d'hybridation des amorces (1
minute a 58°C) et une étape d'élongation (2 minutes a 72°C). L'élongation finale a été réalisée
pendant 10 minutes a 72°C pour permettre de compléter la synthése des nouveaux fragments
d’ADN. Les produits de réaction de PCR ont été migrés sur gel d'agarose a 1 %. Les bandes
correspondant aux fragments amplifiés (1,1 kb) ont été découpées et I'ADN a été extrait avec le
kit NucleoSpin Extract Il de Macherey-Nagel suivant le protocole décrit par le fabricant.

2.3.4 Electroporation et recombinaison

Afin d'insérer le fragment d’/ADN contentant la mutation dans le génome KOS, 100 ng du
produit PCR a été ajouté a 50 uL de bactéries électrocompétentes pour la recombinaison sur
glace. Le mélange a été mis dans une cuvette de 0,1 cm (# de catalogue 1652089, Bio-Rad) froide
afin de préserver le plus possible les cellules bactériennes lors du choc thermique. Ensuite,
I'électroporation a été réalisée en utilisant I'électroporateur Eppendorf 2510 (1800 volts, 25 uF et
200 Q de résistance). Immédiatement apres le pulse électrique, 1000 puL de milieu LB ont été
ajoutés dans la cuvette. Le tout a éte transféré dans un tube de culture de 12 mL puis incubé a
30°C pendant 2 heures sous agitation. Aprés ce temps d'incubation, la culture a été centrifugée a
6000 rpm pendant 3 minutes (centrifugeuse accuSpin Micro 17, numéro de série du rotor 7500
3524) pour concentrer les bactéries et le culot a été resuspendu dans 100 uL de surnageant. Par la
suite, 100 pL de bactéries ont été ensemencees et étalées sur une boite Petri d'agar LB contenant
25 pg/mL de chloramphénicol et 35 ug/mL de la kanamycine. Les boites Petri ont été incubés a
32°C pendant 24 heures.

Les colonies ayant poussé ont été mises en culture dans 3 mL de milieu LB contenant 35
pg/mL de la kanamycine et 25 pg/mL de chloramphénicol sous agitation. L'extraction de I' ADN
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a éte faite en utilisant le kit de minipréparation de Feldan. La confirmation de I'insertion du géne
de la kanamicyne a l'intérieur du gene UL24 a été obtenue par PCR, en utilisant I'amorce sens
HSV UL23F (5’-GCTCCAGGCGGACTTCCGTG-3’) et I'amorce antisens UL24CtermStop795R
(5-CACAGTCGACTCAGTCAGTCATCGGGGTTTGGTCTTGGTGG-3") dans la réaction
suivante : 1,5 uL. de DMSO (Sigma), 3 uL du tampon 10x pour Pfu (Biobasic), 1 uL. de dNTP a
10 mM (Life Technologies), 2,5 uL. de chaque des amorces sens et antisens (50 pg/uL), 250 ng
d'’ADN total extrait et 0,5 uL de I'enzyme Pfu polymérase (Biobasic) dans un volume de réaction
de 30 pL. Avant de commencer les cycles de PCR proprement dit, une étape de dénaturation
initiale des échantillons a été réalisée (2 minutes a 95°C). Par la suite, la réaction a continuée
pendant 35 cycles. Chaque cycle consistait d'une étape de dénaturation (15 secondes a 95°C), une
étape d'hybridation des amorces (30 secondes a 63°C) et une étape d'élongation (2 minutes a
72°C). L'élongation finale a été réalisée pendant 5 minutes a 72°C pour permettre de compléter la
synthese des nouveaux fragments d’ADN. Un fragment amplifié d'une taille de 2 kb environ a éte
obtenu. Par la suite, le produit PCR des clones positifs ont été envoyés au séquengage (Centre
d'Innovation Génome Québec et Université McGill, Montréal) pour confirmer la présence de la

kanamycine et des mutations désirées a I'intérieur du géne d'UL24.

Pour enlever le gene de la kanamycine de l'intérieur du géne UL24, 50 pL de la culture du
bon clone (contenant le géne de la kanamycine et les mutations désirées) ont été inoculés dans 2
mL de milieu LB contenant 35 pg/mL de chloramphénicol. Ensuite, la culture a été incubée a
30°C pendant 3 heures sous agitation. Aprés cette période d'incubation, 400 pL d'une solution de
L-(+) arabinose 10 % (Sigma) et 2 mL de milieu LB contenant 35 ug/mL de chloramphénicol ont
été ajoutés a la culture. Par la suite, la culture a été incubée a 30°C pendant 2 heures suivie d'une
incubation de 20 minutes a 42°C (pour favoriser la recombinaison homologue) et enfin d'une
incubation d'une heure et demie a 30°C sous agitation. L'arabinose va permettre d'induire
I'expression de I'enzyme I-Scel qui va se retrouver a I'intérieur du géne de la kanamycine, et ainsi
entrainer une seconde recombinaison homologue qui aboutira a l'excision du géne de la

kanamycine des clones.

Apres ces péeriodes d'incubation, 5 uL de la culture ont été ensemencés sur une boite Petri
de LB contenant 35 ug/mL de chloramphénicol et 1 % de l'arabinose. Les boites Petri ont été

incubés & 32°C pendant 24 heures. A partir de ces boites Petri, la méme colonie a été repiquée sur
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une boite Petri de LB contenant 35 pg/mL de chloramphénicol et sur une boite Petri de LB
contenant 25 pg/mL de chloramphénicol et 35 pg/mL de la kanamycine. Par la suite, les boites
Petri ont été incubés a 32°C pendant 48 heures. Les clones d'intérét auront éliminé le gene de la
kanamycine et ainsi ne pourront pas pousser sur une boite Petri de LB contenant du
chloramphenicol et de la kanamycine. Les clones positifs ont été vérifiés par PCR en utilisant
I'amorce sens HSV ULZ23F et I'amorce antisens UL24CtermStop795R. Un fragment amplifié
d'une taille de 0,9 kb environ a été obtenu. Par la suite, les produits PCR des clones positifs ont
été envoyés au séquencage (Centre d'Innovation Génome Québec et Université McGill,
Montréal) pour confirmer I'absence du gene de la kanamycine et la présence des mutations

désirées a l'intérieur du géne d'UL24.

A partir de ces clones positifs, I'extraction de I'ADN plasmidique des BACs recombinants
a été realisée avec le kit de midi-préparation NucleoBond PC100 (Macherey-Nagel) en utilisant

le protocole pour « low copy » suivant les instructions du fabricant.

2.3.5 Digestion de I'ADN plasmidique des BACs

Afin de vérifier lI'absence de perte de gros morceaux d’/ADN génomique dans nos BACs
recombinants lors de la recombinaison homologue, 'ADN des BACs a été digeré avec I'enzyme
EcoRV (NEB) (2 puL de l'enzyme, 3 puL du tampon # 3.1 10X (NEB) et 3 ug du plasmide dans un
volume total de 30 pL a 37°C pendant 3 heures). Cet enzyme coupe plusieurs fois dans le génome
du VHS-1 mais ne coupe pas a l'intérieur du gene UL24 dans lequel les mutations ont été
introduites. Les produits de réaction ont été migrés par électrophorése sur gel d'agarose 0,7 % et

révelés aux UV grace au bromure d'éthidium.

2.3.6 Transfection des cellules VVero avec les BACs recombinants

La veille de la transfection, des plaques & 6 puits ont été préparées avec 2,5x10° cellules
Vero par puits pour permettre une confluence de 60 %. Le lendemain, les BACs contenant le
génome KOS avec les mutations dans le géne UL24 ont été transfectés en utilisant la

lipofectamine (Life Technologies) comme agent de transfection, a un ratio de 1.6
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d’ADN/lipofectamine dilué dans 1,5 mL de milieu DMEM sans sérum ni antibiotique. Aprés 5
heures d'incubation a 37°C avec 5 % CO,, le milieu de transfection a été remplacé par 1,5 mL de
DMEM avec 5 % NCS et P/S. En fin, 3 jours post-transfection, I'apparition d'effets cytopathiques
sur les cellules due au virus a été observée. Lors de I'apparition de plages de lyses, le milieu et les

cellules ont été récoltés et congelés a -80°C.
2.3.7 Purification de virus recombinants

Le milieu et les cellules congelés provenant de la transfection ont été décongelés a 37°C,
suivi par deux autres cycles de gel (sur glace séche) et de dégel. Les cellules ont ensuite été
soniquées pour 30 secondes a 50 % d'amplitude et pulsations de 0,5 secondes. Les débris
cellulaires ont été enlevés par centrifugation a 1500 rpm pendant 5 minutes a 4°C (centrifugeuse
Sorvall Legend RT, « swinging bucket rotor » 7500 6441. Des dilutions successives allant de 10°
13 10™ ont été préparées dans 2 mL de milieu DMEM avec 2 % NCS et P/S (200 pL du milieu
contenant le virus dans 1,8 mL de milieu DMEM avec 2 % NCS et P/S). Des plagues a 6 puits
contenant 1x10° cellules Vero par puits ont été préparées la veille, et les cellules ont été infectées
avec 500 puL des dilutions 10 & 10™*! par puits. Aprés une heure d'incubation & 37°C avec 5 %
CO, et agitation a chaque 15 minutes, 1,5 mL de milieu DMEM avec 2 % NCS, P/S et 0,25 % de
méthylcellulose a été ajouté a chaque puits et les plaques ont été réincubées a 37°C avec 5 %
CO,. Apreés deux jours d'incubation, un puits possédant juste une plage de lyse a été sélectionné.
Ce puits a été choisi pour faire une deuxiéme ronde de purification pour s'assurer que le stock
viral provient d'un seul isolat. Pour conserver nos virus d'origine, nous avons produit des «
Master stocks ». A partir des ces stocks, nous avons produit des « Submaster stocks » qui nous
ont permis finalement de produire des « Working stocks » lesquels ont été utilisés pour faire nos

expériences. Tous les stocks viraux ont été produits comme décrit dans le point 2.1.2.

2.3.8 Séquencgage d'UL24 & partir du génome viral

La séquence d'UL24 de nos virus recombinants a été vérifiée afin de s'assurer qu'elle ne
contenait que les mutations désirées. L'extraction d'’ADN viral a été faite a partir de 100 uL du «
Master stock » en utilisant 100 uL d'une solution de phénol/chloroforme 1 (25:24, vlv; Life

Technologies) suivi d'une précipitation avec 1 mL d'éthanol 100 %. L'ADN a été resuspendu dans
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50 uL de tampon Tris-EDTA (pH 8.0). Le gene UL24 a ensuite été amplifié par PCR en utilisant
I'amorce sens HSV UL23F (50 pg/ul), I'amorce anti sens UL24CtermStop795R (50 pg/ul) et
100 ng de I'ADN viral extrait. Les produits PCR ont été migrés sur un gel d'agarose 1 % et ceux
qui avaient une taille d'environ 0,9 kb ont été séquences (Centre d'Innovation Génome Quebec et

Université McGill, Montréal).
2.4 Morphologie des plages de lyse

Afin d'étudier la morphologie des plages de lyse produits par les virus recombinants, des
plagues & 6 puits contenant 1x10° cellules Vero par puits ont été préparées pour avoir une
confluence de 100 %. Le jour suivant, des dilutions en série (de 10™ & 10°®) des stocks viraux ont
été faites en duplicata dans un volume de 1 mL de milieu DMEM avec 2 % NCS et P/S. Par la
suite, le milieu des plaques de 6 puits a été remplacé par 500 pL de milieu DMEM avec 2 % NCS
et P/S. Ensuite, les cellules ont été infectées avec 100 pL des dilutions 10° & 10. Les cellules
infectées ont été incubées a 37°C avec 5 % CO, et agitées chaque 15 minutes pendant une heure.
Par la suite, 1,5 mL de milieu DMEM avec 2 % NCS, P/S et 0,5 % de méthycellulose ont été
ajoutés a chaque puits. Les plaques ont été remises en incubation a 37°C ou a 39°C avec 5 % CO;
pendant deux jours. Par la suite, les puits ont été observés au microscope inversé a contraste de

phase afin de prendre des photos des plages de lyse formées par les virus.
2.5 Microscopie a contraste de phase

La morphologie des plages de lyse formées par les virus recombinants ont été visualisées
a l'aide du microscope Nikon Elipse TE 2000-U (objectif 10X) équipé d'une camera CoolSNAP
HQ. Tous les photos ont été prises a un grossissement de 100X sur des eéchantillons fixés. Les

images en format tif obtenues ont été assemblées avec le programme Adobe Photoshop.
2.6 Cinetique d'infection dans les cellules Vero

Afin de verifier la capaciteé des virus recombinants a se répliquer en culture cellulaire,
une cinétique d'infection a éte réalisée. Le jour précédent a l'infection, des tubes de culture
cellulaire de 16 mm x 125 mm ont été préparés avec 2,5x10° cellules Vero par tube dans un

volume de 2 mL de milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S. Les tubes contenant les cellules ont été
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incubés de facon inclinée a 37°C avec 5 % CO,. Les cellules ont été infectées en duplicata a une
MOI de 0,001 dans un volume de 500 pL de milieu DMEM avec 2 % NSC et P/S. Les tubes ont
été incubés pendant une heure et agités doucement chaque 15 minutes. Par la suite, deux lavages
ont été effectués avec 2 mL de solution Dubelcco's Phosphate Buffered Saline 1X (DPBS)
(chauffé a 37°C) et un lavage avec 2 mL de milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S (chauffé a
37°C). Ensuite, les tubes ont été reincubés avec 2 mL du milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S a
37°C avec 5 % CO, pendant le temps indiqué. Suite a la période d'incubation, les tubes ont été
congelés a -80°C. Par la suite, afin de titrer les virus totaux produits, les tubes ont été décongelés
a 37°C et soniqués pendant 30 secondes (amplitude de 50 %, pulsations de 0,5 secondes) et la
détermination des titres viraux a été faite par comptage de plage de lyse comme décrit dans le
point 2.1.3.

2.7 Immunobuvardage de type Western

2.7.1 Transfection des cellules Cos-7

Des plaques & 6 puits contenant 3,5x10° cellules Cos-7 par puits ont été préparées le jour
précédent la transfection pour avoir une confluence d’environ 60 %. Les plasmides pCGPFLHA-
UL24 contenant les délétions ou les mutations ponctuelles dans la partie C-terminale ont été
transfectés en utilisant 1’agent transfectant fugene 6 (Roche). Le fugene 6 a été utilisé a un ratio
de 1:6 avec I’ADN (1,5 ug de chaque plasmide pour 9,0 uL de fugene 6) dans 2 mL de DMEM
sans sérum ni antibiotique. Aprés 3 a 5 heures d’incubation a 37°C, le milieu a été changé pour 2
mL de milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S. Aprés deux jours post-transfection, une lyse

cellulaire a été faite.
2.7.2 Infection des cellules Vero

Le jour précédent Il'infection, les cellules Vero ont été mises en culture & raison de 1x10°
cellules dans des plaques a 6 puits. Par la suite, les cellules Vero ont été infectées ou non (« mock
») par les virus recombinants a une MOI de 10 dans un volume de 500 pL de milieu DMEM avec
2 % NSC et P/S. Les cellules ont été incubées pendant une heure et agitées chaque 15 minutes.
Par la suite, deux lavages ont été effectués avec 2 mL de milieu DPBS (chauffé a 37°C) et un
lavage avec 2 mL de milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S (chauffé a 37°C). Ensuite, les cellules
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ont été reincubées avec 2 mL du milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S a 37°C avec 5 % CO,
pendant 18 heures. Aprés cette période d'incubation, les cellules ont été lysées.

2.7.3 Lyse des cellules

Aprés la transfection ou l'infection, les cellules ont été lavées au DPBS et lysées en
présence de tampon RIPA (50 mM Tris, 1 % Triton, 0,5 % DOC, 0,1 % SDS, 500 mM NacCl)
auquel un comprimé inhibiteur de protéases (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche) a été
ajouté. Ce mélange a été incubé pendant 15 minutes sur glace. Aprés cette incubation, les cellules
ont été grattées, récoltées puis centrifugées a 13000 rpm pendant 40 minutes a 4°C (centrifugeuse
Eppendorf 5415R, rotor F45-24-11). Le surnageant contenant les protéines a été récuperé et

utilisé pour I’immunobuvardage ou congelé a -80°C.
2.7.4 Immunobuvardage de type Western

Les échantillons contenant les protéines ont été préparés en ajoutant le tampon de
chargement 6X (avec 0,5 % (p/v) de bromophénol bleu et 10 % de B- mercaptoéthanol) et
chauffés a 100°C pour 1 min. Ensuite les échantillons ont été chargés dans un gel de
polyacrylamide (SDS-PAGE) a 12,5 % et migrés par électrophorése dans un tampon de migration
1X (3 g de Tris et 14,4 g de glycine dans 1L de ddH,O avec 0,1 % de SDS) a 100 V pour 120
minutes. Les protéines ont été transférées sur une membrane de Polyvinylidene Fluoride (PVDF)
en présence de tampon de transfert (3 g de Tris, 14,4 g de glycine et 20 % de méthanol) a 0,4 mA
pour 15 minutes, 0,6 mA pour 30 minutes, 0,75 mA pour 15 minutes, 0,8 mA pour 15 minutes et
1 mA pour 15 minutes. Apres une heure et demie de transfert, la membrane a été ensuite incubée
dans une solution TTBS (2,422 g de Tris, 29,2 g de NaCl dans 1 L de ddH,0 a 0,05 % de Tween
et a pH 7,5) avec 5 % de lait déshydraté (Skim Milk Powder, BioShop) pendant toute la nuit a
4°C afin de bloquer les sites non spécifiques a I’anticorps primaire. Aprés cette incubation, deux
lavages de 5 min au TTBS ont été réalises.

L’anticorps primaire (dilué dans 10 mL de TTBS avec 0,5 % de gelatine) a été appliqué a
la membrane pendant une heure sous agitation. Aprés 3 lavages de 5 minutes au TTBS,
I’anticorps secondaire (dilué¢ dans 10 ml de TTBS avec 5 % de lait déshydraté) a été appliqué

pendant une heure sous agitation. Ensuite, la membrane a été lavée 5 fois au TTBS et la
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révélation a été faite par chemiluminescence a l'aide des solutions Immun-Star HRP Substrate

(Biorad) et des films de chemiluminescence ECL (GE Healthcare).
2.7.5 Anticorps

Pour marquer HA-UL24, I’anticorps primaire monoclonal 1gG de souris HA.11 (dilution
1/500, Covance) et I’anticorps secondaire de chévre dirigé contre les IgG de souris et conjugué a
la peroxydase (dilution 1/2500, Jackson ImmunoResearch) ont été utilisés. L'anticorps primaire
de souris dirigé contre TK (dilution 1/250, produit par William Sumers, Université de Yale) et
I'anticorps secondaire de chévre dirigé contre les IgG de souris et conjugué a la peroxydase
(dilution 1/5000, Jackson ImmunoResearch) ont servi lors de I'immunobuvardage dirigé contre
TK. La glycoprotéine virale gD a été détectée a l'aide de l'anticorps primaire monoclonal de
souris (dilution 1/2500, Abcam) et un anticorps secondaire de chevre dirigé contre les IgG de
souris conjugué a la peroxidase (dilution 1/5000, Jackson ImmunoResearch). L’anticorps
primaire monoclonal IgG de lapin dirigé contre la tubuline o (dilution 1/2000, Abcam) et
I’anticorps secondaire de chevre dirigé contre les IgG de lapin et conjugué a la peroxydase
(dilution 1/7500, Bethyl) ont été employés pour marquer 1’a tubuline utilisée comme contrdle de
charge. L'anticorps primaire monoclonal 1gG de souris GAPDH (dilution 1/1000) et I'anticorps
secondaire de chévre dirigé contre les IgG de souris et conjugué a la peroxydase (dilution 1/5000,
Jackson ImmunoResearch) ont été utilisés pour la détection de la protéine GAPDH utilisée

comme controle de charge.
2.8 Immunofluorescence indirecte

2.8.1 Transfection des cellules Cos-7

Le jour précedent la transfection, des cellules Cos-7 ont été mises en culture sur des
lamelles de microscope numéro 1.5 (Fisherbrand) stériles dans des plaques de 24 puits a une
densité de 6x10° cellules/puits afin d'obtenir une confluence d’environ 60 %. Aprés 24 heures, les
plasmides d’expression pPCGPFLHA-UL24 contenant les delétions ou les mutations ponctuelles
correspondant & la partie C-terminale d'UL24 ont été transfectés en utilisant 1’agent transfectant
fugene 6 (Roche). Le fugene 6 a été utilisé a un ratio de 1:6 avec I’ADN (0,25 ug de chaque
plasmide pour 1,5 pL de fugene 6) dans 500 uL de milieu DMEM sans sérum ni antibiotique.
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Aprés 3 a 5 heures d’incubation a 37°C avec 5 % de CO2, le milieu a été changé pour 500 uL de
milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S. Deux jours post-transfection, les cellules ont été fixées.

2.8.2 Infection des cellules Vero

La journée précédente a l'infection, les cellules ont été mises en culture sur des lamelles
de microscope numéro 1.5 (Fisherbrand) stériles dans des plaques de 24 puits a une densité de
1x10° cellules/puits pour avoir un tapis de cellules confluentes le lendemain. Le jour de
I’infection, les cellules ont été infectées ou non (« mock ») par les virus recombinants a une MOI
de 10 dans 200 pL de milieu DMEM avec 2 % NCS et P/S. Elles ont été incubées pendant une
heure a 37 °C et 5 % de CO, et agitées doucement toutes les 15 minutes. Ensuite, le milieu a été
retiré et deux lavages ont été réalisés avec 2 mL de DPBS (chauffé a 37°C) et un lavage avec 2
mL de milieu DMEM avec 5 % NCS et P/S (chauffé a 37°C). Les cellules ont été remises dans
I’incubateur a 37 °C avec 5 % CO, pendant 9 heures ou 18 heures. Apres ces temps d'incubation,
les cellules ont été fixées.

2.8.3 Fixation des cellules

Suite a la transfection ou l'infection, le milieu des puits contenant les cellules a été enlevé
puis les cellules ont été rincées avec 500 uL de DPBS et fixées avec 200 pL d'une solution de
paraformaldéhyde 2 % diluée dans « Phosphate Buffered Saline » (PBS) 1X (pH 7,3) pendant 10
minutes. Par la suite, les cellules ont été lavées avec 500 uLL de DPBS.

2.8.4 Immunofluorescence indirecte

Pour perméabiliser les cellules, celles-ci ont été incubées dans 0,1 % Triton X-100 dilué
dans PBS 1X a température ambiante sur un agitateur a faible vitesse pendant 10 minutes suivi de
deux lavages au PBS 1X pendant 5 minutes. Par la suite, ces cellules ont été traitées dans 200 pL
de tampon de blocage (8 mL de PBS 1X, 2 mL de NCS et 50 uL de Tween 20) pendant 30
minutes a température ambiante afin de bloquer les sites non spécifiques a 1’anticorps primaire.
Par la suite, les cellules ont été incubées avec 1’anticorps primaire choisi (dilué dans la solution
de blocage) pendant une heure dans une chambre humide a 37°C. Apres 4 lavages de 5 minutes
au PBS 1X, les cellules ont été incubées avec une solution d’anticorps secondaire contenant un

colorant pour le noyau dilué dans la solution de blocage. Cette incubation a été faite a 37 °C dans

45



une chambre humide pendant une heure. Aprés 4 lavages de 5 minutes au PBS 1X, les lamelles
ont été immobilisées sur des lames de microscope (Fisherbrand) en utilisant la solution de

montage « ProlongGold antifade reagent » (Life Technologies).
2.8.5 Anticorps utilisés pour les expériences de microscopie confocale

Afin de détecter HA-UL24, [I’anticorps primaire monoclonal de rat haute affinité dirigé
contre HA (dilution 1/50, Roche) a été utilisé. Pour le marquage de la nucléoline, un anticorps
primaire polyclonal de lapin dirigé contre la nucléoline (dilution 1/50, Abcam) a été employe.
Pour la détection de la cycline B1, un anticorps primaire monoclonal de souris dirigé contre la
cycline B1 (dilution 1/50, Abcam) a été utilisé. Des anticorps secondaires de chévre diriges
contre les 1gG de rat, de lapin ou de souris et conjugués a un Alexa 488 (dilution 1/500, Life
Technologies) ont été utilisés. Finalement, pour faire le marquage du noyau, le colorant Drag5

(dilution 1/250, Biostatus Limited) a été employé.
2.8.6 Microscopie confocale

Les cellules ont été visualisées a 1’aide du microscope Zeiss Axio Observer Z1 (objectif
63X, N.A.1.4) (Zeiss LSM780) équipé d'une diode laser a 405 nm, un laser argon multi-ligne a
458/488/514 nm, un laser DPSS a 561 nm et un laser HeNe a 633 nm. Les images en format tif
obtenues ont été assemblées avec le programme Adobe Photoshop. La microscopie confocale a

été faite au Service de microscopie confocal de I’'INRS-Institut Armand-Frappier.
2.9 Traitement des cellules avec la leptomycine B

Les cellules Cos-7 et les cellules HelLa ont été traitées avec la LMB (Sigma) pour
déterminer si lI'export nucléaire de la protéine UL24 était dépendante de I'exportine CRM-1. Les
cellules Cos-7 ont éte cultivées et transfectées comme décrit dans le point 2.7.1. Apres 22 heures
de transfection, les cellules ont été traitées avec 10 ng/mL ou 25 ng/mL de LMB diluée dans 500
uL de milieu DMEM avec 5 % NCS pendant 5 heures. Pour les études d'infection, les cellules
HeLa ont été cultivées, infectées a une MOI de 50 ou non (« mock ») comme décrit dans le point
2.7.2. A 8 hpi, les cellules ont été traitées avec 20 ng/mL de LMB diluée dans 500 uL de milieu
DMEM avec 8 % FBS pendant 5 heures. Aprés ces temps d'incubation, les cellules ont été lavées

et fixées. La localisation intracellulaire de la protéine HA-UL24 a eté analysée par
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immunofluorescence indirecte et microscopie confocale. La quantification du marquage nucléaire
vs cytoplasmique dans les cellules Cos-7 en I'absence ou en présence de la LMB a été faite en
utilisant le logiciel ZEN (Zeiss). La moyenne du ratio de l'intensité moyenne de fluorescence
noyau/cytoplasme (N/C) a été calculée a partir de 30 cellules provenant de trois expériences

indépendantes. L'analyse statistique a éte réalisée utilisant le test « one-way ANOVA ».
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

3.1 Expression de formes mutées d'UL24

Afin d’élucider I’'importance des résidus de la partie C-terminale de la protéine UL24
dans la localisation et les fonctions de la protéine dans le cytoplasme, divers vecteurs
d’expression d’UL24 sous forme tronquée ou mutée ponctucllement dans la partie C-terminale
ont été produits. Un diagramme montrant la stratégie de délétion est présenté dans la figure 6. Au
total, cinq formes mutées d’UL24 dans lesquelles la traduction de la protéine est arrétée de
maniére prématurée aux acides aminés 265, 252, 240, 219 et 197, et trois formes mutées d'UL24
contenant les mutations ponctuelles T195A, L253A-F254A, V256A-V258A ont été produites
(chaque mutation a été nommeée par I'acide aminé d'origine, suivi de la position de la mutation et

du résidu final apres la mutagenese).

Avant de déterminer l'effet de mutations produites chez UL24, I'expression de diverses
formes mutées de la protéine dans les cellules de mammiféres a été vérifiee. Pour tester cette
expression, les formes mutées d’UL24 ont été sous-clonées dans le vecteur d’expression
pCGPfIHA-UL24 (Figure 7B et 8) lequel a une étiquette HA en amont d’UL24, ce qui permet la
reconnaissance de cette derniere grace a l'utilisation d'un anticorps de haute affinité contre

I’épitope.
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Figure 11. Expression des formes mutées d’UL24 contenant les délétions dans la partie C-terminale de la
protéine dans un contexte de transfection transitoire. Les lysats cellulaires ont été analysés par immunobuvardage
de type Western. La version non mutée d’HA-UL24 a été utilisée comme témoin. La protéine tubuline a a été utilisée
comme contrdle de charge. La taille de certaines bandes du marqueur est indiquée a gauche de la figure. La position

d’HA-UL24 et de la tubuline a est indiquée a droite de la figure.
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Figure 12. Expression des formes mutées d’UL24 contenant les mutations ponctuelles dans la partie C-
terminale de la protéine dans un contexte de transfection transitoire. Les lysats cellulaires ont été analysés par
immunobuvardage de type Western. La version non mutée d’HA-UL24 a été utilisée comme témoin. La protéine
tubuline o a été utilisée comme controle de charge. La taille de certaines bandes du marqueur est indiquée & gauche

de la figure. La position d’HA-UL24 et de la tubuline a est indiquée a droite de la figure.

Suite & la transfection de cellules Cos-7 avec différentes versions de pCGPfIHA-UL24,
une quantité fixe de chaque lysat cellulaire (40 upl) a été chargée pour réaliser un
immunobuvardage de type Western (Figures 11 et 12). Toutes les formes mutées d’UL24 ont été
exprimées dans les cellules Cos-7 a la taille attendue. Ainsi, la délétion des acides aminés dans la
partie C-terminale d’'UL24 n’a pas empéché 1’expression de la protéine méme si un niveau
d’expression diminué a été observe pour la protéine HA-UL24 de type sauvage et pour le mutant
HA-UL24Stop197 (Figure 11).

3.2 Localisation intracellulaire des variantes d'UL24 en contexte de

transfection transitoire

Gréace a la microscopie confocale, la localisation intracellulaire de formes mutées d’UL24
a été observée en contexte de transfection transitoire par immunofluorescence indirecte (Figure
13). Plusieurs résultats de notre laboratoire ont déja démontré que la protéine HA-UL24 (1-269
acides aminés) se retrouve dans le noyau et le cytoplasme, que le domaine N-terminal d'HA-
UL24 (1-192 acides aminés) se localise exclusivement dans le noyau en contexte de transfection
transitoire et que le domaine C-terminal d'HA-UL24 (190-269 acides aminés) se retrouve au
cytoplasme (Bertrand et al., 2008) (Figure 13 A-C).
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Figure 13. Localisation intracellulaire de formes mutées d’UL24 dans un contexte de transfection transitoire.

(A-C) Images de microscopie confocale montrant la localisation d’HA-UL24 et des parties N-terminale et C-
terminale d’UL24 respectivement. (D-H) Localisation des variantes d’UL24 avec délétions dans la partie C-
terminale. HA-UL24 a été détectée en utilisant un anticorps primaire reconnaissant 1’étiquette HA et un anticorps
secondaire spécifique couplé a un fluorochrome (Alexa Fluor 488, vert). La coloration au Drag5 a permis de révéler
les noyaux (bleu). La fusion d'images d'HA-UL24 et Drag5 (merge) sont montrées dans la colonne de droite. Les

barres d'échelle représentent 10 um.

Les résultats obtenus suite a la transfection des cellules Cos-7 avec des vecteurs
exprimant les formes tronquées d’UL24 ont démontré que certains de ces délétions affectent la

localisation de la protéine dans le cytoplasme. Il a été observé que pour les mutants HA-
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UL24Stop197 et HA-UL24Stop219, la protéine se retrouve dans le noyau ainsi que dans le
cytoplasme (Figure 13, D et E). Pour les mutants HA-UL24Stop240 et HA-UL24Stop252 la
protéine se localise juste dans le noyau (Figure 13, F et G). Par contre, pour le mutant HA-
UL24Stop265, la protéine est distribuée de facon uniforme entre le noyau et le cytoplasme
(Figure 13 H). Ces résultats suggerent que la partie C-terminale d'UL24 contient des résidus qui

sont importants pour la localisation de la protéine dans le cytoplasme.

Dans le but d'identifier les résidus jouant un rdle dans la localisation cytoplasmique
d'UL24, la séquence primaire de la partie C-terminale d'UL24 a été analysée. Grace au logiciel
Motifscan, il a été trouvé que les acides aminés 195, 196, 197 équivalant a la thréonine,
glutamine et arginine respectivement peuvent correspondre a un site putatif de phosphorylation
par la protéine kinase C (Figure 14). Cette hypothése a été confirmée dans une étude récente

montrant que le résidu T195 d'UL24 est phosphorylé en contexte d'infection (Bell et al., 2013).

A B
oy 1 )
(193) PRTQRARRRRGGAARGSASRPKRS T
HSGARDPPESAARQLPPADQTPTS —
TEGGGVLKRIAALFCVPVRTKTKP —
RAASE (269) T

Figure 14. Séquence primaire de la partie C-terminale de la protéine UL24.

A. Séquence en acides aminés de la partie C-terminale d'UL24 (aa 193-269). Les acides aminés en rouge
correspondent au dernier acide aminé exprimé par les formes tronquées d'UL24. Les acides aminés encadrés en jaune
correspondent a un possible site de phosphorylation identifié en utilisant le logiciel MotifScan. Les acides aminés
encadrés en bleu correspondent a un possible signal d’export nucléaire (NES) qui a été identifié en comparant avec
des séquences reportées par d’autres protéines. Les acides aminés en vert ont été ciblées pour substitution pour
déterminer leur importance dans la localisation et la fonction de la protéine dans le cytoplasme. B. Représentation
schématique de la protéine HA-UL24 du VHS-1 et ses formes tronquées. L'étiquette HA est représentée par la boite

grise. Les fleches bleus et rouges indiquent la position du NES et du site de phosphorylation respectivement.
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De plus, il a été observe que pour le mutant HA-UL24Stop265 (Figure 13 H), la protéine
se localise de facon uniforme dans le noyau et le cytoplasme, suggérant que la région entre les
acides aminées 241 et 265 autorise la localisation cytoplasmique a la protéine UL24 et que cette

région contient une sequence correspondant a un putatif NES (Figure 14).

Normalement, un NES a une séquence consensus composée de quatre ou cing résidus
hydrophobes (Z°Xo.2@8"X,.33°X,.s*X@*) ol @ peut représenter une leucine, une isoleucine, une
valine, une phénylalanine ou une méthionine et ou X correspond a n’importe quel acide aminé
(Dong et al., 2009, Guttler et al., 2010). Néanmoins, il existe d’autres séquences différentes de
celle ci-dessus qui correspondent a un NES. Dans ces séquences, on ne retrouve pas une
caractéristique structurale importante dans le nombre d'acides aminés qui séparent les résidus
hydrophobes ainsi que dans la position de ces résidus. Ces séquences non consensus ont été
reportées pour quelques protéines virales comme la protéine Rev du VIF (Fridell et al., 1993) et
du EIAV (Otero et al., 1998) et la protéine « Core » du virus VHC (Cerutti et al., 2011). Nos
résultats ont démontré la présence d’un possible NES non consensus entre les acides aminés 250
et 258 (IAALFCVPV), lequel a été identifié par comparaison avec des séquences rapportées pour
d'autres protéines (Cerutti et al., 2011, Li et al.,, 2009). Dans ce NES potentiel, les résidus
hydrophobes 250, 253, 254, 256, 258 correspondant a une isoleucine, une leucine, une
phénylalanine et deux valines respectivement (Figure 14 A) pourraient étre importants pour la
localisation et les fonctions d'UL24 dans le cytoplasme.

3.3 Effet des mutations ponctuelles dans la partie C-terminale d'UL24 sur sa

localisation intracellulaire en contexte de transfection transitoire

Afin de déterminer si le résidu T195, correspondant au site de phosphorylation, et les
résidus L253, F254, V256, V258, correspondant a un motif putatif NES sont importants pour la
localisation et les fonctions de la protéine dans le cytoplasme, ils ont été remplacés par des
alanines par mutagenese dirigée. Les cellules Cos-7 ont été transfectées avec les différents
plasmides d'expression d'UL24 avec des substitutions dans la partie C-terminale, et la localisation
de ces divers mutants a été analysée par immunofluorescence indirecte et microscopie confocale
(Figure 15).
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Figure 15. Localisation intracellulaire de la protéine UL24 du VHS-1 avec substitutions dans la partie C-
terminale de la protéine en contexte de transfection transitoire. (A-D) Images de microscopie confocale montrant
la localisation d'HA-UL24 de type sauvage et les formes substituées d'UL24 soit sur le site de phosphorylation ou sur
le motif putatif NES. HA-UL24 a été détectée en utilisant un anticorps primaire reconnaissant I'étiquette HA et un
anticorps secondaire spécifique couplé a un fluorochrome (Alexa Fluor 488, vert). Le marquage du noyau a été fait
en utilisant du Drag5 (bleu). La fusion d'images d'HA-UL24 et Drag5 (merge) est montrée dans la colonne de droite.

Les barres d'échelle représentent 10 pum.

Nos résultats montrent que lors du remplacement de la T195 par l'alanine, la protéine HA-
UL24 reste localisée de fagon similaire a celle de type sauvage (Figure 15, A et B). Ce qui
suggere que le site de phosphorylation T195 ne joue pas un rdle dans la localisation
cytoplasmique de la protéine UL24 du VHS-1 en contexte de transfection transitoire.
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En revanche, la protéine UL24 avec les substitutions L253A et F254A s'accumule au
noyau et n'est pas détectée dans le cytoplasme, contrairement a la protéine HA-UL24 de type
sauvage (Figure 15, A et C). De fagon similaire, les substitutions V256A et V258A ont provoqué
une accumulation de la protéine HA-UL24 majoritairement dans le noyau. La protéine a toutefois
été détectée dans le cytoplasme, mais tres faiblement (Figure 15 A et D). Ces résultats indiquent
que ces acides aminés hydrophobes sont importants pour I'export nucléaire de la protéine UL24 et
qu'elles correspondent bien a un NES.

3.4 Localisation intracellulaire de variantes d'UL24 en contexte de

transfection transitoire suite au traitement avec la LMB

Afin de déterminer si I'export nucléaire d'UL24 du VHS-1 dépendant du NES est effectué
par I'exportine CRM-1, la LMB a été utilisée puisqu'elle est un inhibiteur spécifique de cette voie
d'export nucléaire. Pour ce faire, des cellules Cos-7 ont été transfectées avec un plasmide
encodant HA-UL24 de type sauvage ou avec un plasmide encodant HA-UL24 dont le site de
phosphorylation T195A ou le NES ont été modifiés. Vingt-deux heures post-transfection les
cellules ont été traitées avec 10 ng/mL ou 25 ng/mL de LMB pendant 5 heures. 1l a été trouvé que
la plus faible concentration de LMB était suffisante pour provoquer I'accumulation nucléaire de
la protéine HA-UL24 de type sauvage et d'HA-UL24 T195A (Figure 16, A-F). Comme attendu,
le traitement des cellules avec la LMB n'a eu aucun effet sur la localisation de la protéine UL24
dont le NES est muté, celle-ci restant localisée au noyau. (Figure 16, G-I). Ces résultats ont été
confirmés en quantifiant le ratio de I'intensité moyenne de fluorescence noyau/cytoplasme (N/C)
d'UL24 en absence ou en présence de LMB. Ainsi, suite au traitement des cellules exprimant
HA-UL24 et HA-UL24 T195A (contenant le site de phosphorylation modifié) avec les différents
concentrations de LMB, le ratio d'intensité moyenne de fluorescence N/C était significativement
plus haut comparativement aux cellules qui n'ont pas subi le traitement (Figure 16, J-K). Par
conséquent, ces résultats indiquent que la protéine UL24 du VHS-1 peut faire la navette entre le
noyau et le cytoplasme d'une fagon dépendante de I'exportine CRM-1 en contexte de transfection.
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Figure 16. Identification d'un NES dépendant de I'exportine CRM-1 dans la partie C-terminale de la protéine
UL24 du VHS-1 en contexte de transfection transitoire. Des cellules Cos-7 ont été transfectées avec un plasmide
encodant HA-UL24 de type sauvage (A-C) ou avec des plasmides encodant HA-UL24 dont les sites de
phosphorylation (D-F) ou le NES (G-1) ont été modifiés. Vingt-deux heures post-transfection, les cellules ont été
traitées avec 10 ng/mL (B, E et H) ou 25 ng/mL (C, F et I) de LMB pendant 5 heures. Par la suite, les cellules ont été
lavées et fixées et les images représentatives ont été acquises par microscopie confocale. HA-UL24 a été révélée en
utilisant un anticorps primaire spécifique reconnaissant I'étiquette HA et un anticorps secondaire conjugué au
fluorochrome Alexa Fluor 488 (vert). Le marquage du noyau a été fait en utilisant du Drag5 (bleu). Les barres
d'échelle représentent 10 um. (J-K) Quantification du ratio de l'intensité moyenne de fluorescence noyau/cytoplasme
(N/C) pour HA-UL24 (J) et HA-UL24 T195A (K) dans les cellules Cos-7 en I'absence ou en présence de 10 ng/mL
ou de 25 ng/mL de LMB en utilisant le logiciel ZEN (Zeiss). La moyenne du ratio N/C a été obtenue a partir de 30
cellules provenant de trois expériences indépendantes. Les barres d'erreur représentent I'écart type de la moyenne. *,

p<0.001 comparé au contrdle par le test « one-way ANOVA ».
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3.5 Effet de mutations ponctuelles dans la partie C-terminale d'UL24 sur la

nucléoline en contexte de transfection transitoire

Dés lors, I'une des caractéristiques de la protéine UL24 est d'induire la dispersion de la
nucléoline. 1l est connu que la nucléoline peut faire la navette entre le noyau et le cytoplasme,
plus de se retrouver au noyau, elle peut se retrouver dans le cytoplasme et dans les membranes de
cellules (Chen et al., 2008, Wang et al., 2011). Nous avons voulu savoir si I'export nucléaire de la

protéine UL24 joue un role dans la dispersion de la nucléoline.

Nucleolin Merge

HA-UL24 HA-UL24 HA-UL24
T195A N-term HA-UL24

V256A-V258A L253A-F254A

HA-UL24

Figure 17. Effet de substitutions dans la partie C-terminale de la protéine UL24 du VHS-1 sur la distribution
de la nucléoline. Images de microscopie confocale montrant des cellules Cos-7 transfectées avec un vecteur
exprimant HA-UL24 de type sauvage (A), la partie N-terminale d'HA-UL24 (B) ou les formes mutées d'HA-UL24
dans la partie C-terminale (C-E). Les cellules ont été immunomarquées pour HA (vert) et pour la nucléoline (rouge).
La fusion d'images pour HA-UL24 et la nucléoline (merge) est montrée dans la colonne de droite. Les barres
d'échelle représentent 10 um.
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Pour cette étude, les cellules Cos-7 ont été transfectées avec un plasmide encodant HA-
UL24 de type sauvage, un plasmide encodant la partie N-terminale d'HA-UL24 ou un plasmide
encodant HA-UL24 dont le site de phosphorylation T195A ou le NES ont été mutés. La
distribution de la nucléoline a ensuite été analysée par immunofluorescence indirecte et
microscopie confocale (Figure 17). Les variantes d'UL24 contenant les substitutions dans la
partie C-terminale de la protéine ont provoqué la dispersion de la nucléoline de fagon similaire a
HA-UL?24 de type sauvage et la partie N-terminale d'HA-UL24 (Figure 17, A-E). Par conséquent,
ces résultats suggérent que la redistribution de la nucléoline ne dépend pas de I'habilité d'UL24 de

faire la navette entre le noyau et le cytoplasme.

3.6 Création de virus recombinants

Tous les résultats précédemment présentés ont été obtenus en contexte de transfection
transitoire. Dans la volonté d'étudier I'impact des mutations de la partie C-terminale sur la
biologie du virus, divers mutants du VHS-1 ont été génerés. Pour cela, la technique décrite par
Tischer et collaborateurs a été utilisée. Cette technique permet la modification de longues
séquences d'ADN sur un BAC contenant le génome viral de type sauvage (Tischer et al., 2010).
Pour tester notre hypothese que des résidus dans la partie C-terminale d'UL24 sont importants
pour la localisation et les fonctions de la protéine dans le cytoplasme, les BACs recombinants
générés possédaient une étiquette d'HA en amont de la protéine UL24, ce qui a permis sa
détection facile par immunofluorescence indirecte et microscopie confocale. Les mutations
L253A-F254A, ciblant le NES d'UL24, ont €té insérées dans le génome du VHS-1 en forme de
BAC pour les étudier en contexte d'infection. Ces mutations ont été choisies étant donné qu'elles
ont montre un role majeur dans la localisation intracellulaire d'UL24 en contexte de transfection
transitoire. Ainsi, la mutation T195A, ciblant le site de phosphorylation d'UL24 a été utilisée
pour la production des BACs recombinants afin d'étudier son impact lors de l'infection. Deux
isolats indépendants des versions mutées d'UL24 ont été produits pour chacun des BACs
recombinants, et nommes (1) et (2). Entre autres, les deux isolats permettent d'avoir une plus
grande confiance que le pheénotype observé est di aux mutations insérées dans le génome viral et
non a de potentielles mutations non désirées sur le génome viral qui auraient pu se produire lors

de la recombinaison.
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Par cette méthode, les virus recombinants BAC KOS HA-UL24 (1) et (2) ont été produits
dans un premier temps puis les virus recombinants BAC KOS HA-UL24 T195A (1) et (2) et
BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) et (2) dans un second temps.

Afin de nous assurer que la séquence d'UL24 ne contenait que les mutations désirées,
I'’ADN génomique de chacun des isolats a été extrait et le géne UL24 de chaque virus a été

séquencé. Tous les virus recombinants produits contenaient la version mutée d'UL24 attendue.
3.6.1 Organisation génomique des BACs recombinants

Afin de vérifier que les BACs recombinants n‘avaient pas perdu des gros morceaux
d’ADN génomique lors de la recombinaison homologue, 'ADN des BACs portant les mutations
dans le gene UL24 ont été digéres avec I'enzyme EcoRV. Tous les mutants produits avaient un
profil de digestion similaire au BAC HSV-1 KOS de type sauvage (Figure 18). Ces résultats ont
suggéré que l'organisation génomique des BACs recombinants n'a pas été modifiée lors du
processus de recombinaison homologue et que ces BACs pouvaient étre utilisés pour la

production des virus recombinants.
3.6.2 Caracteérisation des virus recombinants
3.6.2.1 Expression d"HA-UL 24 et de TK chez les virus recombinants

Etant donné que les génes UL23, codant pour TK, et UL24 se chevauchent partiellement,
la capacité des virus recombinants a exprimer HA-UL24 et TK a été vérifiée par
immunobuvardage de type Western. Des cellules VVero ont été infectées avec les différents virus
recombinants & une MOI de 10. A un temps de 18 hpi, les lysats cellulaires ont été récoltés et
analysés par immunobuvardage de type Western afin de détecter HA-UL24 et TK. Le niveau
d'expression de la gD, une glycoprotéine virale exprimée lors de la phase tardive de réplication, a

aussi eté verifie afin de s'assurer que le niveau d'infection était similaire entre les différents virus.
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Figure 18. Profil de digestion obtenu avec I'enzyme EcoRV des BACs recombinants portant des mutations
dans le géne UL24 du VHS-1. L'ADN du BAC HSV-1 KOS de type sauvage et des BACs KOS mutés a été digéré
avec l'enzyme EcoRV. Les produits de réaction ont été migrés par électrophorese sur gel d'agarose 0.7% et révélés
aux UV grace au bromure d'éthidium. Ligne 1, marqueur 1kb DNA ladder; ligne 2, BAC HSV-1 KOS; ligne 3, BAC
KOS HA-UL24 (1); ligne 4, BAC KOS HA-UL24 (2); ligne 5, BAC KOS HA-UL24 T195A (1); ligne 6, BAC KOS
HA-UL24 T195A (2); ligne 7, BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1); ligne 8, BAC KOS HA-UL24 L253A-

F254A (2). La taille des bandes du marqueur est indiquée a gauche de la figure.

Pour chacun des virus recombinants, une bande a été observée dont le poids moléculaire
correspond a celui d'HA-UL24. Cette donnée a été confirmée grace au virus VHA-UL24
(Lymberopoulos et al., 2007) utilisé comme témoin positif (Figure 19). Par contre, cette bande
n'a pas été observée dans les cellules non infectées (« mock ») ou infectées par le virus de type
sauvage BAC HSV-1 KOS ne possédant pas d'etiquette HA. Les niveaux d'expression d'HA-
UL24 des deux isolats de chaque virus contenant les mutations ont été similaires au BAC KOS
HA-UL24 toute comme le niveau d'expression de la gD a eté similaire entre les différents virus
recombinants et le virus de type sauvage BAC HSV-1 KOS (Figure 19). Par conséquent, suite a
la production des virus recombinants via le systeme BAC, I'expression des versions mutées de la
protéine HA-UL24 n'a pas été affectée puisque leurs niveaux d'expression ont été similaires a

celui de la protéine de type sauvage. Par ailleurs, les deux isolats de chacun de virus
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recombinants ont exprimeé TK & des niveaux similaires au virus de type sauvage BAC HSV-1
KOS (Figure 19). Ainsi, l'insertion de I'étiquette HA dans la séquence UL24 n'a pas affecté

I'expression de TK chez les virus recombinants.

37kDa-
- 4’% < HA-UL24

25kDa-

50 kDa-
— — g — — — | — < TK

37kDa-

s0i0a- < D
37kDa-W <— GAPDH

Figure 19. Expression d'HA-UL24 et de TK chez les virus recombinants. Les cellules Vero ont été infectées ou
non (« mock ») par les virus recombinants a une MOI de 10. Des lysats de protéines ont été récoltés a 18 hpi et
analysés par immunobuvardage de type Western. Les cellules infectées par le virus vVHA-UL24 ou par le virus BAC
HSV-1 KOS ont été utilisées respectivement comme contr6le positif et négatif pour la détection d'HA-UL24. Les
cellules infectées par le virus BAC HSV-1 KOS ont été utilisées comme témoin positif pour la détection de TK. Le
niveau d'infection a été vérifié en analysant I'expression de la glycoprotéine virale gD. La protéine cellulaire GAPDH

a servi de témoin de charge. La taille de certaines bandes du marqueur est indiquée a gauche de la figure.
3.7 Localisation intracellulaire de la protéine HA-UL24 dans les cellules Vero

infectées par les virus recombinants

La localisation intracellulaire de la protéine HA-UL24 suite a l'infection par les virus
recombinants a été étudiée. Les cellules Vero ont été infectées ou non (« mock ») a une MOI de

10 par les virus VHA-UL24, BAC KOS HA-UL24 (1) et (2) (Figure 20 A) ou par les virus
contenant les mutations dans le site de phosphorylation (BAC KOS HA-UL24 T195A (1) et (2)),

et le NES (BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) ou (2)) (Figure 20 B). A 9 et 18 hpi, les
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cellules ont été fixées et la localisation intracellulaire de la protéine HA-UL24 a €té analysée par

immunofluorescence indirecte et microscopie confocale.

A 9 hpi, il a été observé que dans les cellules infectées par les virus BAC KOS HA-UL24
(1) et (2), la proteine HA-UL24 était localisee au noyau et au cytoplasme d'une fagon similaire a
celle décrite pour le vHA-UL24 (Lymberopoulos et al., 2007) (Figure 20 A, panneaux 1, 3 et 5).
A 18 hpi, la protéine HA-UL24 était associée au noyau et au cytoplasme, plus particuliérement
en périphérie du noyau (Figure 20 A, panneaux 2, 4 et 6). Une localisation similaire d'HA-UL24
a éte observée pour le virus contenant la mutation dans le site de phosphorylation a 9 et 18 hpi
(Figure 20 B, panneaux 7-10). Au contraire, dans les cellules infectées par les virus contenant les
mutations dans le NES, la protéine HA-UL24 a été seulement détectée dans le noyau sous la
forme de points (Figure 20 B, panneaux 11-14). Ces résultats indiquent qu'en contexte
d'infection, la protéine HA-UL24 du VHS-1 peut faire la navette entre le noyau et le cytoplasme,
et que ceci est d0 a la présence d'un NES identifié dans la partie C-terminale de la protéine.

3.8 Localisation intracellulaire de la protéine HA-UL24 dans les cellules HeLa

en contexte d'infection suite au traitement avec la LMB

Afin de déterminer si I'export nucléaire d'UL24 du VHS-1 est dépendant de I'exportine
CRM-1 en contexte d'infection, les cellules HeLa ont été infectées ou non (« mock ») par le virus
BAC KOS HA-UL24 (1) et (2). A 8 hpi, les cellules ont été traitées avec 20 ng/mL de LMB
pendant 5 heures (Figure 21, B et D). Pour valider notre expérience, les cellules HeLa non
infectées ont subi le méme traitement avec la LMB pour la détection de la cycline B1 (Figure 21,
F), une protéine qui possede un NES dépendant de I'exportine CRM-1 (Yang et al., 1998).

Bien que la LMB ait bloqué I'export nucléaire d'HA-UL24 en contexte de transfection
transitoire (Figure 16), le traitement de cellules infectées avec la LMB n'a pas eu d'effet sur la
localisation de la protéine HA-UL24 (Figure 21, A-D). Par contre, la LMB a inhibé I'export
nucléaire de la cycline B1 utilisée comme témoin positif (Figure 21, E-F). Ces résultats suggérent
que I'export nucléaire de la protéine HA-UL24 n'est pas dépendant de l'exportine CRM-1 en
contexte d'infection.
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A BAC KOS BAC KOS
vHA-UL24 HA-UL24 (1) HA-UL24 (2)

B BAC KOS BAC KOS
BAC KOS BAC KOS HA-UL24 HA-UL24
HA-UL24 T195A (1) HA-UL24 T195A (2) L253A-F254A (1)  L253A-F254A (2)

Figure 20. Localisation intracellulaire d'HA-UL24 en contexte d'infection. Les cellules Vero ont été infectées
par les virus recombinants VHA-UL24 (A, panneaux 1-2), BAC KOS HA-UL24 (1) et (2) (A, panneaux 3-6), BAC
KOS HA-UL24 T195A (1) et (2) (B, panneaux 7-10) ou par le virus BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) et (2)
(B, panneaux 11-14). A 9 et 18 hpi, les cellules ont été fixées et immunomarquées en utilisant un anticorps primaire
dirigé contre I'étiquette HA et un anticorps secondaire spécifique couplé a un fluorochrome (Alexa Fluor 488). Les

barres d'échelle représentent 10 um.
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-LVMB + LMB

BAC KOS HA-UL24 (1)

BAC KOS HA-UL24 (2)

Cycline B1

Figure 21. L'export nucléaire de la protéine HA-UL24 est indépendant de I'exportine CRM-1 en contexte
d'infection. Les cellules HeLa ont été non infectées (« mock ») (E et F) ou infectées par les virus BAC KOS HA-
UL24 (1) et (2) (A-D). A 8 hpi, les cellules ont été traitées avec 20 ng/mL de LMB pendant 5 heures (B, D, et F). Par
la suite, les cellules ont été fixées et les images représentatives ont été acquises par microscopie confocale. La
distribution intracellulaire d'HA-UL24 a été analysée en utilisant un anticorps primaire monoclonal dirigé contre
I'étiquette HA et un anticorps secondaire spécifique conjugué a un fluorochrome Alexa Fluor 488. La détection de la
protéine cycline B1 a été utilisée comme témoin positif de I'export nucléaire sensible a la LMB. Les barres

représentent 10 pum.
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3.9 Capacité de réplication des virus recombinants

La capacité des virus recombinants a se repliquer en culture cellulaire a été analysée. Des
cellules Vero ont été infectées a une MOI de 0.001 pour évaluer plusieurs cycles de réplication
virale. A différents temps post-infection, I'infection a été arrétée et les virus totaux ont été titrés
par comptage des plages de lyse. Le virus de type sauvage BAC KOS HSV-1 a été utilisé comme
témoin. 1l a été observé que les deux isolats du BAC KOS HA-UL24 ont eu un niveau de
réplication similaire a celui de KOS. Aussi, en mutant le résidu T195 ciblant le site de
phosphorylation et les résidus L253 et F254 ciblant le NES, la capacité de réplication du VHS-1
en culture cellulaire n'a pas été affectée (Figure 22). Donc, les résidus substitués dans la partie C-
terminale de la protéine UL24 ne semblent pas étre importants pour la réplication virale dans les
cellules Vero puisque les virus portant ces mutations se répliquaient d'une facon similaire au
virus KOS.

10104
- —— BACHSV-1KOS
- 10°
= —=— BACKOS HA-UL24 (1)
E 108_
N —— BACKOS HA-UL24 (2)
. 107_
“c-i. —=— BACKOS HA-UL24 T195A (1)
g 10°%4 —+—  BACKOS HA-UL24 T195A (2)
- 5 Y
= 10°4 BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A(1)
ey
2 104+ —— BACKOS HA-UL24 L253A-F254A(2)
£ 3
S 10°4 8
102 T 1 I I

]
N . A

Time p.i (hours)
Figure 22. Capacité de réplication des virus recombinants en culture cellulaire. Les cellules Vero ont été
infectées par les différents virus recombinants & une MOI de 0,001. A différents temps post-infection, les cellules et

le surnageant ont été récoltés pour déterminer la production des particules infectieuses totales. Les barres

représentent I'erreur standard de la moyenne de deux expériences indépendantes.
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3.10 Morphologie des plages de lyse formées par les virus recombinants

Etant donné qu'un virus déficient en UL24 forme des plages de lyse de type syncytial
(Jacobson et al., 1989), la morphologie des plages de lyse formées par les virus recombinants
produits a été étudiée. Pour ce faire, des plaques a 12 puits contenant des cellules Vero ont été
infectées par les différents virus recombinants, puis incubées a 37°C ou 39°C pour 2 jours. Par la
suite, la morphologie des plages de lyse formées a été observée au microscope a contraste de
phase. Les virus recombinants ont été comparés au virus de type sauvage BAC HSV-1 KOS et au
virus déficient en UL24 (UL24X) en paralléle.

A 37°C, les plages de lyse formées par le virus recombinants BAC KOS HA-UL24 (1) et
(2), les virus BAC KOS HA-UL24 T195A (1) et (2) ont été similaires a celles formées par le
virus BAC HSV-1 KOS (Figure 23, A-C). Par contre, le virus BAC KOS HA-UL24 L253A-
F254A (1) et (2) ont produits des plages de lyse similaires a celles formées par le virus UL24X
(Figure 23, A et C). Lorsque les virus ont été incubés a 39°C, température a laquelle le phénotype
syncytial devient plus évident, UL24X a produit de gros syncytia, ce que les virus BAC HSV-1
KOS, BAC KOS HA-UL24 (1) et (2), les virus BAC KOS HA-UL24 T195A (1) et (2) n'ont pas
fait (Figure 23, A-C). Par contre, les virus BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) et (2) ont
produits des syncytia semblables a ceux observeés chez le virus UL24X (Figure 23, A et C). Ainsi,
en mutant les nucléotides qui codent pour les acides aminés formant le NES, L253 et F254, les
virus ont généré des plages syncytiales similaires a celles formées par un virus ou UL24 a été

supprimée.
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Figure 23. Morphologie des plages de lyse formées par les virus recombinants. Les plages de lyse illustrent la
morphologie typiquement observée a 37°C et 39°C. (A) Les virus BAC HSV-1 KOS et UL24X ont été utilisés
comme témoins. (B) Plages de lyse produites par les virus BAC KOS HA-UL24 (1) et (2) et BAC KOS HA-UL24
T195A (1). (C) Plages de lyse produites par les virus BAC HSV-1 HA-UL24 T195A (2) et BAC HSV-1 HA-UL24

L253A-F254A (1) et (2).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

4.1 Importance des résidus dans la partie C-terminale d'UL24 sur la

localisation intracellulaire

Le but de cette étude a eté d'élucider I'importance des résidus dans la partie C-terminale
d'UL24 dans la localisation et les fonctions de la protéine dans le cytoplasme. Pour ce faire, nous
avons produit une série de vecteurs d'expression mammifere encodant UL24 du VHS-1 avec des
délétions dans la partie C-terminale de la protéine. Ces délétions n'ont pas empéché I'expression
de la protéine méme si nous avons observé un niveau d'expression faible pour le mutant HA-
UL24Stop197 (Figure 11). Ce niveau faible peut étre di au fait qu'il s'agit d'une grande délétion
et cela peut affecter le repliement de la protéine, la rendant possiblement moins stable. De plus,
un niveau d'expression augmenté a été observé pour les mutants HA-UL24Stop265, HA-
UL24Stop252, HA-UL24Stop240 et HA-UL24Stop219 en comparaison avec la protéine HA-
UL24 de type sauvage (Figure 11). Il est possible que la partie C-terminale au compléte affecte la
stabilité de la protéine et que celle-ci soit un peu dégradée. Au contraire, en présence de certaines
portions de la partie C-terminale, une expression plus stable de la protéine a été observée et cela
indique que la partie C-terminale peut jouer un role dans la structure et la stabilité de la protéine
UL24. L'étude de la localisation intracellulaire de ces versions tronquées d'UL24 a montré que
pour les mutants HA-UL24Stop197 et HA-UL24Stop219, la protéine est retrouvée dans le noyau
ainsi que dans le cytoplasme. Par contre, pour les formes HA-UL24Stop240 et HA-
UL24Stop252, la protéine était seulement détectée dans le noyau (Figure 13). Cela a mis en
évidence un possible réle du NLS type bipartite et des acides aminés basiques localisés entre les
résidus 199 et 229 dans la partie C-terminale de la protéine. Ces résidus semblent étre importants
pour la localisation nucléaire de la proteine car en son absence UL24 est aussi détectée dans le
cytoplasme. De plus, cette étude a montré que la région comprise entre les acides aminés 253 et
265 ont été critiques pour la localisation cytoplasmique de la protéine UL24 du VHS-1. En
analysant la séquence primaire de la partie C-terminale d'UL24, nous avons trouvé qu'au début de
la partie C-terminale, le résidu T195 correspond a un site de phosphorylation et la région
comprise entre les acides aminées 250 et 258 (IAALFCVPV) correspond a un putatif NES. Donc,

ces sites pourraient étre importants pour la fonction d'UL24 lors de I'infection.
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La phosphorylation des acides aminés peut induire des modifications structurales de la
protéine ayant des répercussions fonctionnelles tres importantes telles que un changement de sa
localisation cellulaire, une affectation de sa fonction ou de sa capacité d'association avec d’autres
protéines (Corbin-Lickfett et al., 2010). La mutagenése dirigée du résidu T195 (ciblant le site de
phosphorylation) n'a pas eu d'effet sur la localisation cytoplasmique de la protéine. Par contre, ce
site de phosphorylation pourrait contribuer a la fonction d'UL24 dans le cytoplasme. En
revanche, la mutagenése dirigée ciblant des résidus prédits a faire partie d'un NES (L253, F254,
V256, V258) a significativement augmenté la localisation nucléaire d'UL24 (Figure 15). Cela
suggere que lI'accumulation cytoplasmique de la protéine UL24 est due a la présence d'un NES
identifié dans la partie C-terminale de la protéine. Etant donné la nouvelle classification de NES
consensus (qui indique cing et non 4 résidus hydrophobes importants pour l'interaction avec
I'exportine CRM-1), il serait intéressant de déterminer si le résidu 1250 joue un réle dans I'export
nucléaire d'UL24. La mutagenese ponctuelle de ce résidu permettrait d'élucider cette fonction.
D'ailleurs, les résidus ciblant le NES sont conservés parmi des orthologues d'UL24 tel que UL24
du VHS-2 et BoHV-1 et 2, ces résidus pourraient jouer ainsi un role dans I'export nucléaire

d'UL24 de ces virus herpeés.

Par ailleurs, il a été observe que les variantes d'UL24 contenant les substitutions dans la
partie C-terminale de la protéine n'ont pas eu d'impact sur la distribution de la nucléoline (Figure
17). D'apres nos résultats, la redistribution de la nucléoline ne dépend pas de I'export nucléaire de
la protéine UL24. La propriété d'UL24 d'induire la dispersion de la nucléoline reste dépendante
de la partie N-terminale d'UL24 ainsi que de la protéine entiére (Bertrand et al., 2008). Il a été
démontre que lors d'une infection virale, la redistribution de la nucléoline est essentielle pour la
réplication du génome viral, cette redistribution peut altérer la biogenéses de ribosomes dans la
cellule hote (Masiuk, 2008). D'ailleurs, des études ont montré que la régulation a la baisse de la
nucléoline augmente I'expression de la protéine p53 et inhibe la transcription de I'ARN
polymerase |. Cette inactivation peut causer des perturbations dans les fonctions nucléolaires,

dans l'arrét du cycle cellulaire et dans la duplication du centrosome (Tajrishi et al., 2011).

Afin de déterminer si ces méme résidus étaient importants pour la localisation et les
fonctions de la protéine dans le cytoplasme en contexte d'infection, des virus recombinants

possédant des mutations dans le site de phosphorylation et dans le NES d'UL24 du VHS-1 ont été
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produits en utilisant le systeme BAC. 1l a été observé que dans les cellules infectées par les virus
possedant la mutation dans le site de phosphorylation (BAC HSV-1 HA-UL24 T195A (1) et (2)),
la protéine UL24 se localise de facon similaire a la protéine de type sauvage, tandis que dans les
cellules infectées par les virus possédant les mutations dans le NES (BAC HSV-1 HA-UL24
L253A-F254A (1) et (2)), UL24 est seulement détectée dans le noyau (Figure 20). Cela suggere
que la protéine UL24 du VHS-1 peut faire la navette entre le noyau et le cytoplasme grace a la
présence d'un NES dans la partie C-terminale de la protéine. Par ailleurs, la distribution d'UL24
(sous forme de points) dans le noyau provoquée par le virus contenant les mutations dans le NES
peut étre associée a une surexpression de la protéine ou a la formation d'aggrésomes nucléaires

comme observé chez son l'orthologue UL76 (Lin et al., 2013).

Il a été observé que I'export nucléaire de la protéine UL24 est indépendant de I'exportine
CRM-1 en contexte d'infection malgré qu'en contexte de transfection I'export nucléaire d'UL24
est dépendant de cette exportine. Le mécanisme par lequel la protéine UL24 du VHS-1 est
exportée dans le cytoplasme reste a étre élucidé. Des études précédentes ont montré des
interactions de protéines contenant un NES avec d'autres récepteurs d'export différents de CRM-
1, tel que I'exportine t (Cullen, 2003), I'exportine 2 (Kutay et al., 1997), I'exportine 4 (Lipowsky
et al., 2000), I'exportine 5 (Brownawell et al., 2002) et le facteur d'export d/ARNm TAP (Johnson
et al., 2009a, Juillard et al., 2009, Williams et al., 2005). Ces études montrent qu'il y a une
variété de récepteurs impliqués dans I'export nucléaire et il est probable qu'un des ces récepteurs
alternatifs permette I'export nucléaire d'UL24 du VHS-1, ou il peut avoir de la redondance entre
CRM-1 et d'autres voies d'export. Enfin, il est possible que lors de l'infection, UL24 interagit
avec d'autres proteines virales et/ou cellulaires qui peuvent intervenir dans lI'export nucléaire de la

protéine.

Par ailleurs, l'identification d'un NES dans la partie C-terminale de la protéine UL24 du
VHS-1 permet le développement de stratégies ciblant le NES pour caractériser les fonctions de la
protéine plus particulierement dans les étapes tardives de la morphogenése virale dans le

cytoplasme.
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4.2 Impact des substitutions d'acides aminés de la partie C-terminale d'UL24

sur la réplication du VHS-1 en culture cellulaire

Des études antérieures ont montré qu'une souche du VHS-1 déficiente en UL24, présente
une diminution de la réplication virale en culture cellulaire (Jacobson et al., 1998, Jacobson et al.,
1989). Dans cette étude, nous avons analysé I'effet des mutations ponctuelles dans la partie C-
terminale de la protéine UL24 sur la réplication du VHS-1 en culture cellulaire. Les mutations du
site de phosphorylation (T195A) et du NES (L253A-F254A) n'ont pas provoqué une diminution
de la réplication virale (Figure 22). Par conséquent, I'export nucléaire d'UL24 ainsi que la partie
C-terminale de la protéine ne semblent pas étre importants pour la réplication virale en culture
cellulaire puisque ces virus se répliquent d'une facon similaire au virus de type sauvage KOS.
Etant donné que la partie C-terminale d'UL24 se retrouve dans le cytoplasme, que dans ce
compartiment ont lieu les étapes tardives du cycle viral du VHS-1 tel que le dé-enveloppement, le
ré-enveloppement et la sortie du virus, la partie C-terminale pourrait étre impliquée dans la

morphogenése et dans la dissémination du virus de cellule a cellule.

Par ailleurs, I'export nucléaire dépendant du NES de certaines protéines virales est
important pour l'efficacité de réplication virale comme démontré pour la protéine REV du VIH
(Daelemans et al., 2002, Fleta-Soriano et al., 2014) et la protéine Core du VHC (Cerutti et al.,
2011).

4.3 Impact des substitutions d'acides aminés de la partie C-terminale d'UL24

dans la formation de syncytiums

Des études ont montré qu'une souche du VHS-1 déficient en UL24 forme des plages
syncytiales lors de l'infection de cellules en culture et ce phénotype est plus evident lorsque
l'infection se déroule a 39°C (Jacobson et al., 1989, Tognon et al., 1991). Il a été trouvé que les
virus BAC KOS HA-UL24 (1) et (2) et les virus BAC KOS HA-UL24 T195A (1) et (2) (ciblant
le site de phosphorylation) ont formé de plages de lyses semblables au virus de type sauvage
(BAC HSV-1 KOS) mais n'ont pas forme de syncytiums (Figure 23 A-C ). Par contre, les virus
BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) et (2) (contenant les mutations dans le NES), ont formé
des syncytia semblables a ceux d'un virus déficient en UL24X (UL24X) (Figure 23 A et C).
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Malgré le fait qu'a 37°C, cette mutation ne semble pas influencer la réplication du virus, lorsque
l'infection se fait & une température plus élevée, cette mutation affecte grandement la
morphologie des plages de lyse. Ce méme phénotype a été observé par le virus vUL24-G121A,
ciblant un résidu hautement conservé du quatrieme domaine d’homologie (Leiva-Torres et al.,
2010). Etant donné que lorsque les cellules sont infectées avec les virus ciblant le NES (BAC
KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) et (2)) la protéine UL24 se retrouve exclusivement au noyau,
ces résultats montrent I'évidence d'un rdle de la partie C-terminale de la protéine UL24 dans le
cytoplasme par la formation de syncytiums. Cela suggére que la partie C-terminale d'UL24 joue
un role dans l'inhibition de la fusion membranaire aberrante des cellules pendant I'infection. En
plus, une étude du laboratoire a montré que l'absence d'UL24 cause une relocalisation des
glycoprotéines virales dans les étapes tardives du cycle virale et cette relocalisation peut étre
associée au phénotype de plages syncytiales (Ben Abdeljelil et al., 2013). Donc, il est possible
que la partie C-terminale d'UL24 soit impliquée dans la distribution des glycoprotéines virales
durant les etapes tardives de l'infection puisque son absence dans le cytoplasme provoque la

formation de plages syncytiales.
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CHAPITRE 5 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans cette étude, I'importance des résidus de la partie C-terminale de la protéine UL24
dans la localisation et les fonctions de la protéine dans le cytoplasme a été étudiée. Pour ce faire,
une stratégie de mutagenése dans la partie C-terminale de la protéine UL24 du VHS-1 a été
utilisée afin d'identifier les résidus importants pour la localisation et les fonctions de la protéine

dans le cytoplasme.

Suite a cette étude, il a été observé que la mutation dans le géne UL24 codant pour le
résidu T195 (ciblant le site de phosphorylation) n'a pas affectée la localisation intracellulaire de la
protéine UL24 du VHS-1. Par contre, la localisation cytoplasmique d'UL24 est dépendante de la
présence d'un NES identifié dans la partie C-terminale de la protéine. Grace a ce NES, la protéine
UL24 du VHS-1 peut faire la navette entre le noyau et le cytoplasme et cette propriété
nouvellement découverte pourrait jouer un rble dans les étapes tardives de la morphogenese
virale dans le cytoplasme. D'ailleurs, il a été trouvé que I'export nucléaire d'UL24 du VHS-1 est
dépendante de I'exportine CRM-1 en contexte de transfection. En revanche, lI'export nucléaire
d'UL24 est indépendante de cette exportine en contexte d'infection suggérant qu'un autre
récepteur d'export est impliqué dans I'export nucléaire d'UL24 durant I'infection. Une étude plus
approfondie est requise pour identifier cette exportine impliqué dans I'export nucléaire de la
protéine UL24 du VHS-1. Par ailleurs, il a été observé que la redistribution de la nucléoline ne
dépend pas de I'export nucléaire de la protéine UL24. Donc, UL24 a des fonctions nucléaires et

cytoplasmiques indépendantes.

D'autre part, les virus BAC KOS HA-UL24 L253A-F254A (1) et (2) (ciblant le NES) ont
produit de gros syncytia semblables a ceux d'un virus deficient en UL24 et n'ont pas démontré
une diminution du niveau de réplication virale en culture cellulaire. Ce phénotype sera confirmé
par la production d'un virus « rescue » pour ce mutant dans lequel la séquence de type sauvage
sera réinsérée dans le génome. En utilisant ces virus, il sera possible d'élucider les mécanismes
moléculaires de la formation des plages syncytiales sans affecter d'autres aspects de la biologie
du virus. En plus, ces virus pourront étre utilisés pour investiguer le réle de la partie C-terminale

de la protéine UL24 dans les étapes tardives de la morphogenese virale et dans la pathogenese.
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