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RESUME

Le virus de I'herpés simplex de type 1 (HSV-1) est un virus neurotrope qui affecte
environ 80 % de la population mondiale. Il peut causer des feux sauvages, des kératites et
parfois des encéphalites virales. Chez des patients immunosuprimés et les nouveau-nés, la
maladie est souvent tres sévere. Le géne codant pour la protéine virale UL24 est conservé
parmi tous les Herpesviridae. Cette protéine posséde des domaines d’homologie hautement
conservés dans sa partie N-terminale. En culture cellulaire, un virus déficient en UL24 (UL24X)
démontre une diminution des titres viraux dans les cellules Vero et HelLa, entre autres. In vivo, il
y a une diminution drastique des titres viraux dans les ganglions trigéminaux (TG) ainsi qu’une
réduction sévére de l'efficacité de réactivation virale a partir de la latence. UL24 est donc un
déterminant de la pathogenése virale. Des études sur l'orthologue d'UL24, UL76 du
cytomégalovirus humain, ont montré une fonction de régulation génique de cette protéine mais
les mécanismes impliqués sont méconnus. Des résultats préliminaires du laboratoire ont
suggéré que dans un contexte de transfection, I'expression d’'UL24 corrélait avec une réduction
de I'expression de la grande sous-unité de la Ribonucléotide Réductase virale (R1). Cette
protéine est impliguée dans la synthése d’ADN viral en réduisant les ribonucléotides en
deoxyribonucléotides (ANTP). Notre hypothése était qu’'UL24 régule les niveaux de la protéine
R1 en intervenant a divers stades de I'expression génique. Nous avons démontré en contexte
de co-transfection que I'expression de la protéine virale UL24 inhibe |'expression de la protéine
R1. L'effet d'UL24 sur la protéine GST-R1 semble dépendre seulement de la partie R1;
l'inhibition a été observée dans les cellules humaines (293T) et des cellules de singe (COS-7).
Par ailleurs, a laide d’immunobuvardage de type Western nous avons montré que ce
phénoméne était dépendant de la dose de plasmide exprimant UL24. Des expériences de
transfection utilisant des versions mutantes d’'UL24 portant des substitutions des résidus
hautement conservés (E99, K101 et G121), particulierement dans le domaine putatif
d’endonucléase PD-(D/E)-XK, ont montré un rétablissement de I'expression de R1. Ainsi, on a
observé que ces résidus et possiblement le domaine d’endonucléase sont importants pour la
diminution de I'expression de R1 en présence d’'UL24. Par ailleurs ces résultats suggérent que
c’est la protéine et non le transcrit d’UL24 qui est responsable de cette fonction. Par qRT-PCR,
nous avons observé en présence de la protéine virale UL24 une diminution de cinquante
pourcent de la quantité de transcrits de R1 en contexte de co-transfection comparativement aux
niveaux obtenus avec un vecteur vide. Quoique, ces résultats n’expliqueraient pas la trés

grande diminution des niveaux de R1 ou la protéine n’est souvent plus détectée en présence



d’'HA-UL24. Par ailleurs, nous avons démontré que la diminution de la quantité de R1 était
indépendante de la dégradation protéique via le protéasome ainsi que via le lysosome. Ces

résultats dévoilent un impact d’'UL24 de HSV-1 au niveau de la régulation génique.



ABSTRACT

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is neurotropic and affects almost 80% of the world
population. It can cause skin lesions known as cold sores, viral keratitis and sometimes viral
encephalitis. Among immunosuppressed patients and newborns, the disease is often more
severe. The gene that codes for the viral protein UL24 is conserved among all herpesviridae.
The N-terminal part of this protein has homology domains that are highly conserved. In cell
culture, a virus deficient for UL24 (UL24X) exhibits a reduction in viral titers following viral
replication on Vero and Hela cells. UL24 is thus considered to be a determinant of viral
pathogenesis. In vivo, viral titers are drastically decreased in the trigeminal ganglia (TG); the
efficiency of the reactivation from latency is highly reduced as well. Studies of the UL76 protein
of human cytomegalovirus, an ortholog of UL24, showed that this protein is involved in the
regulation of gene expression; however, the mechanisms involved are still unknown. In our
laboratory, preliminary results suggested that in transient transfection experiment, the
expression of UL24 correlated with a reduction of the expression of R1 and the large subunit of
the ribonucleotide reductase enzyme (R1) by transfection. This protein promotes viral DNA
synthesis by reducing ribonucleotides to deoxyribonucleotides (dNTP). Our hypothesis was that
UL24 is important in the regulation of the protein R1 at different levels. In co-transfection and
Western blotting experiments, we discovered that the expression of the protein UL24 inhibits
expression of the protein R1. Furthermore, we showed that the inhibition was specific and
independent of the GST tag of the R1 protein both in human and monkey cells (293T and COS-
7 respectively). Moreover, the observed effect of UL24 was dose-dependent. An assay testing
variants of UL24 that contain substitutions of highly conserved residues some involved in the
UL24 PD-(D/E)-XK endonuclease domain (E99A, K101A), and some not (G121A), revealed
diminished the inhibition of R1 expression. Therefore, these residues seem to be important for
the reduction of the expression of R1 in the presence of UL24. Furthermore, these results
suggest that it is the protein UL24 and not its transcripts that is important for the observed
effect. We found, by gRT-PCR, that in the presence of UL24, the amount of R1 transcripts were
reduced by 50% compared to the levels found in the absence of UL24. Interesting, this
reduction alone cannot explain the drastic reduction in levels of R1 protein, often below the
limits of detection observed in the presence of UL24. Finally, we found that the reduction
observed does not involve the degradation of R1 protein by the proteasome or the lysosome

degradation pathways. These results reveal a role for UL24 of HSV-1 in gene regulation.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1. Virus Herpes

1.1 Famille des virus herpés humains

Les virus herpés humains font partie de I'ordre des Herpesvirales et de la famille des
Herpesviridae. Les virus herpés sont largement distribués dans la nature, infectant les
mammiféres, les oiseaux et les reptiles (Davison et al., 2008). Ce sont des virus a ADN double
brin dont le génome est contenu dans une capside icosaédrique. Cette derniére est entourée
d'un tégument protéique, qui est a son tour entouré d’'une enveloppe bilipidique parsemée de

glycoprotéines a sa surface (Roizmann et al., 1992).

La famille des Herpesviridae se divisent en trois sous-familles : les Alphaherpesvirinae,
les Betaherpesvirinae et les Gammaherpesvirinae. Les huit virus herpés qui infectent 'humain
sont : le virus de I'herpés simplex de type 1 (HSV-1) et 2 (HSV-2) et le virus de la varicelle et du
zona (VZV) dans la sous-famille des Alphaherpesvirina, le cytomégalovirus (CMV), les herpés
virus humain 6 et 7 (HHV6 et HHV7) appartenant au Betaherpesvirinae, et le virus d’Epstein-
Barr (EBV) et I'herpés virus humain 8 (HHV8) ou virus associé au Sarcome de Kaposi (KSHV)

dans la sous famille des Gammaherpesvirinae (Davison et al., 2008).

Les membres des Alphaherpesvirinae ont un cycle de réplication court, une propagation
rapide en culture cellulaire, une capacité de lyse de la cellule héte, et la capacité d établir la
latence dans les neurones des ganglions sensoriels. Les virus appartenant au
Betaherpesvirinae ont un spectre d‘hétes plus restreint que les virus appartenant a la sous-
famille alpha (les virus capables d’infecter des cellules humaines ne peuvent pas infecter des
cellules d’autres espéces) ; et ils possedent un cycle de réplication plus long. lls peuvent rentrer
en latence principalement dans les leucocytes et les cellules endothéliales (Jarvis and Nelson,
2002). Les virus appartenant a la famille des Gammaherpesvirinae infectent préférentiellement
les lymphocytes B ou T mais ils peuvent aussi infecter des cellules endothéliales. Leur cycle de
réplication est long; la latence est établie principalement dans les cellules B et ils peuvent étre

oncogéniques (Wen and Damania, 2010).



1.2 Lapathogenese du HSV-1

Le HSV-1 est trées répandu dans la population mondiale. Sa prévalence varie
dépendamment de I'Age, de la race, de la localisation géographique et de la position socio-
économique (Whitley and Roizman, 2001 ; revue par Fatahzadeh and Schwartz, 2007).
L’incidence de ce virus n’est pas saisonniere (Whitley and Roizman, 2001). La transmission se
fait principalement par exposition des muqueuses aux sécrétions d'une personne infectée
(Kleymann, 2003).

Apres la premiére exposition, le virus se réplique activement dans les cellules
épithéliales au site d’infection initial, suivi par l'infection des axones des neurones sensitifs qui
innervent le tissu. Ensuite, via ces axones, il migre jusqu’aux corps cellulaires situés dans les
ganglions trigéminaux (infections oropharyngées) ou les ganglions de la racine dorsale
(infection génitales) (revue par Steiner et al., 2007 ; revue par Corey et al., 1983). L4, le virus
entre dans un état de latence. Suite a certains stress, le virus peut se réactiver de maniére
récurrente et migrer jusqu’au site d’infection initial ou il infecte des cellules épithéliales et se

réplique a nouveau (figure 1).

La sévérité de l'infection varie avec des symptdmes qui s’étendent d’'un malaise minimal,
a des lésions visibles sur différents sites incluant les lévres, les joues, le nez et le septum nasal
jusqu’a des encéphalites qui peuvent étre mortelles (Fatahzadeh and Schwartz, 2007).
L’infection au niveau des yeux peut causer des ulcérations oculaires et mener a des
kératoconjonctivites et méme a la cécité. Par ailleurs, il existe des risques de complications
chez les nouveaux nés et les personnes immunosupprimées. Chez les nouveaux nés, les
complications peuvent inclure I'encéphalite néonatale et la dissémination de la maladie au
poumon, au foie et aux autres organes vitaux (Whitley and Roizman, 2001). La prévalence du
virus chez I'héte augmente avec I'dge, une étude aux Etats-Unis en 2006 montre qu’environ
25% des enfants de 6 a 7 ans, 36% des enfants entre 12 et 13 ans et 90% des personnes
agées de plus de 70 ans sont infectées par le HSV-1 (Chayavichitsilp et al., 2009).



Compartiment de réplication

Génome en forme
d'épisome

Cellule épithéliale h

Figure 1. La réplication du HSV-1 dans les muqueuses et dans les neurones. Lors de linfection
initiale, le virus infecte une muqueuse ou il se répliqgue. Par la suite, le virus infecte les neurones
innervant cette région. Les fleches foncées représentent la direction de migration des capsides entre les
corps neuronaux et les terminaisons des axones jusqu’aux noyaux des neurones sensoriels. Le génome
viral persiste sous forme d'épisome pendant la latence (panneau du haut). Suite a certains stress, il y a
enclenchement du cycle de réplication (panneau du bas) caractérisé par I'expression des génes viraux et
la formation de nouvelles capsides. Les virions sont transportés le long de I'axone jusqu’au site d’infection
initial ou ils infectent des cellules épithéliales et se répliquent a nouveau, résultant en des infections
récurrentes. Modifié de Knipe and Cliffe, 2008.

Il n'existe pas de vaccin commercial contre le HSV-1. Le traitement principal pour
controler I'étendue de linfection est l'acyclovir, un agent antiviral qui permet d’inhiber la
réplication virale par inhibition de 'ADN polymérase dans les cellules infectées. Néanmoins,
chez les personnes immunosuprimées, il peut y avoir émergence de souches virales résistantes

a cette drogue (Kleymann, 2003 ; Davis and McLaren, 1983; revue par Arvin, 2007).



1.3 Structure du virion de HSV-1

La capside du HSV-1 est entourée par les protéines du tégument et cette structure est a
son tour enveloppée par une membrane bilipidique appelée enveloppe. L’enveloppe contient au
moins onze différentes glycoprotéines virales qui forment des structures en pics de longueurs
variables, importantes entre autres pour I'entrée du virus dans la cellule héte (Grunewald, 2003)

(figure 2).

Le génome de HSV-1 est composé de 152 kilopaires de bases (kbp), avec un
pourcentage en résidus G et C de 68 % (Whitley and Roizman, 2001). Il contient 89 cadres de
lecture ouverts ou ORFs. A date 84 des ORFs ont été prouvés expérimentalement de leur
capacité a coder pour des polypeptides (Arvin, 2007). Le génome posséde une architecture
particuliere qui inclut deux segments uniques accompagnés par des segments inversés répétés
de longueur variable. Les segments unigues sont appelés longs (U,) et courts (Us) (Baines and
Pellet, 2007).

Glycoprotéines virales
Capside virale
Génome viral

Tégument
Enveloppe virale

Figure 2 : Structure du virion de HSV-1. Schéma représentant une particule du HSV-1. Les différentes
parties formant le virion sont identifiées dans la figure par des fleches.

1.4 Cycle de réplication du HSV-1

Le HSV-1 peut infecter différents types de cellules incluant les cellules épithéliales, les
fibroblastes, les neurones et les lymphocytes B. Les glycoprotéines multifonctionnelles de

'enveloppe virale sont responsables de I'entrée du virus dans la cellule. Elles interagissent avec
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des récepteurs cellulaires et d’autres glycoprotéines, et peuvent subir des changements
conformationnels pour induire la fusion avec la membrane cellulaire. Deux mécanismes
principaux sont impliqués dans l'entrée du virus dans la cellule, soit par fusion avec la
membrane plasmique ou par endocytose pH dépendante ou indépendante (Clement et al.,
2006 ; Connolly et al., 2011). Les récepteurs de la cellule utilisés par le virus ont une affinité soit
élevée ou soit faible. Les glycoprotéines gB et gC, par leur interaction avec I'héparine sulfate,
permettent I'attachement du virus a la surface de la cellule (Shieh et al., 1992 ; Pertel et al.,
2001). Ensuite la protéine gD interagit avec ses récepteurs cellulaires. Il y a trois classes de
récepteurs pour gD: 1) le médiateur de I'entrée des virus herpés (HVEM), un membre de la
famille des récepteurs des facteurs de nécrose tumorale (Montgomery et al., 1996) ; 2) la
nectine 1 et 2, des molécules d’adhésion de la superfamille des immunoglobulines ; et 3)
'héparan 3-O-sulfate (Shukla et al., 1999 ; Laquerre et al., 1998). L’interaction entre gD et ses
récepteurs permet une interaction forte avec la membrane plasmique qui active la machinerie
de fusion. gD interagit avec HVEM, I'héparine 3-O et la nectine 1 et 2 grace a son domaine N-
terminal. Le domaine de « pro-fusion » inclus dans la partie N-terminale de gD est responsable
de recruter et activer d’autres glycoprotéines afin de déclencher la fusion de I'enveloppe virale
avec la membrane plasmique (Cocchi et al., 2004). En présence de gD, la glycoprotéine gB
peut induire la fusion grace a son interaction avec la chaine lourde de la myosine de type lla
(NM2a) ou la glycoprotéine associée a la myéline (Arii et al., 2010; Suenaga et al., 2010). Le
complexe gH/gL est requis pour I'attachement du virus aux intégrines, en présence de gB, mais
il n'est pas essentiel pour la fusion avec la membrane plasmique de la cellule (Chowdary et al.,
2010).

L’entrée du virus par endocytose ou par fusion avec la membrane plasmique est
dépendant du type cellulaire, comme observé chez EBV (Milne et al., 2005). Chez les cellules
Vero (cellules épithéliales de rein de singe vert africain) le virus fusionne avec la membrane
plasmique de la cellule. Chez des cellules CHO (cellules d’ovaire de hamster chinois) et les
cellules HelLa (cellules dérivé de cancer cervical humain) le virus est internalisé par endocytose.
L’acidification de I'endosome est nécessaire pour permettre la libération de la capside au
cytoplasme de la cellule. Néanmoins, dans les cellules C10 (cellules de mélanome murin)

I'internalisation du virus se fait par endocytose pH indépendant (Milne et al., 2005).

Suite a la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane cellulaire, la capside du virus et

les protéines du tégument sont libérées dans le cytosol. La, les microtubules emmeénent la



capside jusqu’au noyau (Enquist et al., 1998 ; revue par Déhner and Sodeik, 2005). La capside
libére le génome du virus dans le noyau. Le génome se circularise et les génes viraux sont
exprimés de facon séquentielle, avec trois phases principales : 1) la phase immédiate précoce
ou alpha (IP ; a), 2) la phase précoce ou beta (P ; B) et 3) la phase tardive ou gamma (T ; y). La
transcription du génome est faite par TARN polymérase Il de la cellule. Les ARNm viraux
produits dans chaque phase sont exportés du noyau au cytoplasme pour étre traduits par la
machinerie de traduction cellulaire (Honess and Roizman, 1975).

Dans le noyau, la réplication commence au niveau de l'origine de réplication et le
génome forme une structure de type théta. Peu aprés le début de la synthese, la structure
change en une forme de type « tapis roulant » ou des monoméres du génome sont coupés et
encapsidés (Hay and Ruyechan, 2007). Une copie du génome viral nouvellement synthétisée
est injectée dans une capside préformée. La précapside est formée de plusieurs protéines :
VP5, VP19C, VP23, VP26 majoritairement et UL6, UL15, UL17, UL25, UL28 et UL33
minoritairement (Baines, J. and Weller S., 2005). Quand I'ADN viral entre dans la précapside,
cette derniere subit des changements conformationnels qui lui donnent sa structure finale

icosaédrique (Cockrell et al., 2008).

Le virion en formation dégrade la lamina nucléaire puis est enveloppé par la membrane
nucléaire interne (enveloppement primaire), ce qui améne a son bourgeonnement entre les
membranes nucléaires. L’enveloppe virale primaire va ensuite fusionner avec la membrane
externe du noyau et libérer la particule virale non enveloppée dans le cytoplasme. La, la
particule est recouverte par une couche de 16 a 35 protéines qui forment le tégument (revue
par Mettenleiter, 2002; Loret et al., 2008). Ensuite, elle subit un deuxiéme processus
d’enveloppement dans les membranes cytoplasmiques au niveau de I'appareil de Golgi ou les
endosomes. Dans ces vésicules, le virion acquiert sa maturité infectieuse. Les vésicules
cellulaires qui contiennent les virions sont transportées a la surface de la cellule ou elles
fusionnent avec la membrane plasmique pour libérer les virions (Johnson and Baines, 2011)
(figure 3).

L’infection primaire par le HSV-1 résulte dans une infection lytique au site d’infection.
Par la suite, le virus entre dans les neurones sensitifs et est transporté de maniére rétrograde
jusgqu’aux corps neuronaux situés dans les ganglions sensoriels. Le virus peut se répliquer dans
certains neurones, mais aprés quelques jours une infection latente s’établit ol on ne détecte

plus de virus infectieux. Cette phase de latence est caractérisée par la présence d’épisomes



viraux, ainsi qu’une répression de I'expression des génes viraux lytiques (Steiner et al., 2007).
Le génome viral persiste sous forme d’hétéro-chromatine dans les neurones pendant la vie de
I'héte et périodiquement, sous certaines conditions de stress, le virus peut se réactiver (Preston,
and Efstathiou, 2007). Seule la région du génome qui code pour les transcrits associés a la
latence (LAT) reste active. Elle est contenue dans les régions répétées flanquant le segment U,.
Pendant cette phase, les promoteurs des LAT sont enrichis en histones H3 acétylées a la
différence des promoteurs lytiques pour lesquels I'association avec les histones H3 est plus
faible (Kubat et al., 2004).

Il y a trois transcrits principaux associés a la latence. Le premier, appelé LAT mineur ou
LATm, est transcrit de maniére antisens du géne qui code pour ICPO et s’étend jusqu’au site de
polyadénylation de la région courte répétée. Le deuxiéme transcrit, appelé majeur, est dérivé du
LATm par épissage alternatif. C’est un segment trés abondant et stable, non polyadenylé, de
2,0 kb. Finalement, il existe un troisieme transcrit stable de 1,5 kb, dérivé du transcrit LAT
majeur par épissage alternatif (Zabolotny et al., 1997). Ces transcrits s’accumulent dans les
ganglions mais leur traduction n’a pas encore été démontrée méme s’ils s’associent a des
polyribosomes (Steiner et al.,, 2007). L’'expression des transcrits LAT corréle avec le
remodelage de 'ADN et les microARN synthétisés (Voir section 2.3 de lintroduction), ils
permettent la surveillance et la dégradation des transcrits viraux exprimés a des niveaux
basaux. Ainsi les transcrits LAT et les microARN surveillent la synthése spontanée de transcrits

viraux afin d’empécher la réactivation et la destruction des neurones.

Le virus peut étre maintenu dans un état de latence par la rétention de VP16 et HCF1 au
cytoplasme, ce qui évite leur transport au noyau ou ces protéines agiraient pour promouvoir
I'expression des génes a, particulierement ICP0. L’absence d’ICP0O prévient I'expression des
genes 3 et y. Cette inhibition de I'expression des génes permet au virus de maintenir son état

de latence sans entrer dans un cycle de réplication lytique (revue par Roizman et al., 2011).
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Figure 3. Cycle lytique de réplication du HSV-1. Le virus entre dans la cellule soit par fusion avec la
membrane plasmique ou par endocytose. La capside est libérée dans le cytoplasme ou elle va se diriger
vers le noyau grace aux microtubules (en vert). Le génome viral va étre relaché au noyau et va se
circulariser. Par la suite, I'expression des génes et leur traduction se fait de maniére séquentielle :
I'expression des génes immédiats précoces (IE) est suivie de I'expression des génes précoces (E) et des
genes tardifs (L). La réplication commence au niveau de 'origine de réplication et le génome forme une
structure de type théta. Peu apres le début de la synthése, la réplication change en une forme de type
« tapis roulant » ou des monomeres du génome sont coupés et emballés. Les ADN viraux nouvellement
synthétisés sont injectés dans des capsides préformées. Suite a plusieurs étapes d'enveloppement et
désenveloppement les capsides se rendent au cytoplasme. Ensuite, elles subissent un deuxieme
processus d’enveloppement dans les membranes cytoplasmiques de I'appareil de Golgi ou des
endosomes. Dans ces vésicules, le virion acquiert sa maturité infectieuse puis bourgeonne de la cellule.
Image créée par Luc Bertrand, these de doctorat.

2. Larégulation de I’expression des génes viraux

2.1 Régulation transcriptionnelle des genes du HSV-1

Pendant l'infection lytique du HSV-1, I'expression des génes viraux se fait sous forme

séquentielle en utilisant la machinerie de transcription de la cellule héte. La transcription de ou
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des génes viraux ainsi que l'entrée en latence du virus sont des étapes de la réplication
strictement régulées. Cette régulation peut étre effectuée a différents niveaux, incluant le
recrutement de 'ARN polymérase aux génes d’intérét, l'initiation de la transcription, I'élongation
des transcrits, I'épissage, la polyadénylation, I'export du noyau, la stabilité des ARNm dans le

cytoplasme et la traduction en protéines (Thomas and Chiang, 2006).

2.2.1 Régulation de la transcription virale

Les transcriptions cellulaire et virale ont plusieurs similitudes, le virus exploitant la
machinerie de transcription cellulaire pour son propre bénéfice. Les génes viraux possedent des
régions promotrices aux alentours du site d’initiation de la transcription, permettant le
recrutement de la machinerie de transcription ainsi que son orientation sur 'ADN. Les deux
séquences promotrices les plus connues pour le HSV-1 sont la boite TATA et I'élément Inr
(McGeoch, 1987). Un des points majeurs de la régulation virale est le recrutement et la
stabilisation de I'ARN polymérase aux promoteurs grace a la formation du complexe de

préinitiation ou PIC (de 'acronyme Preinitiation Complex en anglais).

L’expression des génes viraux est contrélée par des interactions dynamiques entre les
facteurs viraux et cellulaires impliqués dans la transcription et la traduction. Les ORF viraux
sont exprimés grace a des promoteurs similaires a ceux de la cellule (Wagner et al., 1995). Une
des différences permettant de séparer chaque classe cinétique est la variation dans la structure
générale des promoteurs viraux. Ces modifications structurales font de ces segments de génes
des sites de contrbéle importants (Alwine, 1974). Au niveau de la transcription, des points
centraux de régulation incluent : les modifications dans la chromatine, le recrutement de la
machinerie de transcription, ainsi que sa stabilisation, la pause de I'élongation et la terminaison

de la transcription.

2.2.2 Régulation post-transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle est un mécanisme important utilisé par le virus afin de
contréler I'expression de ses genes. Cependant, d’autres niveaux de régulation interviennent
aussi. Lors de la synthése des transcrits cellulaires, les pré-ARNm vont acquérir une structure
en forme de coiffe ou « CAP » dans la partie 5’. La partie 3’ va étre clivée et I'on verra I'ajout
d'une queue polyA. En plus, les ARNm cellulaires doivent souvent subir un processus

d’épissage afin d’éliminer les séquences d’introns (Cooper, Geoffrey and Hausman, 2009). Tout
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comme la cellule, le virus régule ces processus; on parle alors de régulation post-
transcriptionnelle des ARNm produits. La section suivante présente un apercu général des

processus de régulation post-transcriptionnelle affectés par le virus.

2.2.2.1 Polyadénylation

HSV-1 forme des transcrits qui ont une coiffe et qui sont polyadénylés grace a l'activité
de la machinerie cellulaire. Certains sites de polyadénylation des transcrits tardifs sont mal
reconnus par la machinerie cellulaire et sont donc définis comme étant des sites faibles de
polyadénylation (Arvin et al., 2007). La protéine ICP27 facilite le recrutement du facteur
stimulant de clivage Cst64, qui est important pour la reconnaissance de sites poly(A), a certains
sites de polyadénylation faibles (McGregor et al.,, 1996). Mais le réle d'ICP27 dans la
reconnaissance de ces sites est encore peu connu. ICP27 n’est cependant pas important pour

I'utilisation de tous sites faibles, de clivage et polyadenylation (Pearson et al, 2004).

2.2.2.2 Epissage et export nucléaire des ARNm

La protéine ICP27 agit au niveau de I'épissage, une autre étape de la maturation des
ARNm. Les transcrits cellulaires sont reconnus pour subir des multiples événements
d’épissage. Dans les cellules, ce phénoméne est fortement lié a 'export des ARNm du noyau,
puisque le complexe de liaison d’exons reste lié aux transcrits qui viennent de subir I'épissage
pour les transporter jusqu’aux récepteurs d’export nucléaire (Reed, 2003). Lors de linfection,
les transcrits viraux, qui majoritairement ne possédent pas d’introns, rivalisent avec les
transcrits cellulaires pour I'exportation au cytoplasme (Cullen, 2000 ; Bryant et al., 2001). ICP27
inhibe la machinerie d’épissage cellulaire ce qui a pour effet de promouvoir I'exportation
nucléaire des transcrits viraux (Sciabica et al., 2003). ICP27 recrute la protéine kinase SRPK1
au noyau des cellules infectées ou elle phosphoryle des facteurs d’épissage (SR), ce qui
empéche la formation du complexe d’épissage. De cette maniére, I'épissage des ARNm
cellulaires est arrété ce qui favorise I'exportation des transcrits viraux hors du noyau (Sciabica
et al., 2003 ; Bryant et al., 2001).
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L'export des ARNm fait intervenir trois classes de facteurs: les protéines adaptatrices qui
s’attachent directement a I'ARN, les protéines réceptrices qui reconnaissent et forment des liaisons avec
les protéines adaptatrices et les nucléoporines qui sont des composantes du complexe de pore nucléaire
responsable de I'export a travers la membrane nucléaire (Zenklusen and Stutz, 2001). La protéine ICP27
promeut I'export nucléaire et 'accumulation cytoplasmique de plusieurs transcrits viraux (Chen et al.,
2002; Pearson et al., 2004). Elle est capable de recruter et d’exporter des protéines adaptatrices aux
sites de transcription virale, tel Aly/REF qui fait partie du complexe de liaison aux exons (Chen et al.,
2002). La protéine ICP27 forme des liaisons avec les ARNm grace a son motif RGG dans la partie N-
terminale de la protéine. Le complexe ICP27/Aly/REF/ARNm forme un autre complexe avec des
récepteurs nucléaires et les transcrits du HSV-1 sont exportés au cytoplasme au travers des pores
nucléaires (Chen et al., 2005). La fonction d’ICP27 dans I'export des ARNm est plus tardive que sa

fonction dans I'épissage.

2.2.2.3 Dégradation des ARNm cellulaires et viraux

La régulation post-transcriptionnelle de I'expression de genes viraux et cellulaires ne se
limite pas exclusivement aux transcrits nouvellement synthétisés. Le géne UL41 code pour la
protéine vhs d’HSV qui fait partie des protéines du tégument (Strom and Frenkel, 1987). Durant
l'infection, cette protéine prépare la cellule pour faire un changement de I'expression de génes
cellulaires vers I'expression de génes viraux. La fonction de vhs est de détruire les ARNm
cellulaires et viraux soit par la désagrégation de la structure des polyribosomes qui inhibe leur
traduction (Read and Frenkel, 1983) ainsi que la dégradation directe ou en complexe avec le
facteur d’initiation elF4H des transcrits (revue par Strom and Frenkel, 1987 ; Cotter et al., 2011;
Everly et al., 2002). Cette protéine est fonctionnelle méme en absence d’autres protéines
virales (Jones et al.,, 1995). Vhs qui reconnait d’'abord la partie 5’ des transcrits s’associe
ensuite a la séquence polyadénylée de la partie 3’ (Karr and Read, 1999). Son activité optimale
requiert de 'ATP et le clivage des ARNm se fait entre 30 et 40 nucléotides en aval de la
structure 5° CAP (Lu et al., 2001). Vhs cible et dégrade aussi les ARNm qui contiennent des
IRES (de I'acronyme anglais Internal Ribosome Entry Site) (Elgadi et al., 1999). Par ailleurs,
durant les étapes intermédiaires et tardives de l'infection, la protéine VP16 interagit avec la
protéine vhs pour réguler a la baisse son activité et permettre ainsi la traduction des ARNm

viraux (Lam et al., 1996).

Malgré sa fonction dans la dégradation des ARNm, cette protéine n’est pas essentielle
pour le virus. Néanmoins, les virus mutants pour le gene qui code pour vhs possedent un patron
d’expression des génes viraux altéré et ils sont déficients pour I'établissement et la réactivation
de la latence (Read et al., 1993; Geiss et al., 2000).
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2.3 microARN

Un autre mécanisme de régulation post-transcriptionnelle est I'action des microARNs sur
les transcrits. Les microARNs (miARNs) sont des molécules d’ARN non codantes d’une taille
de 21 a 25 nucléotides qui possédent des fonctions importantes de régulation génique dans le
développement des organismes entre autres (Bartel, 2004). Les microARNs sont dérivés d’'un
ARN plus long (pri-miRNA). Dans le noyau, cet ARN va étre traité pour former le précurseur pri-
miRNA d’une longueur moyenne de 60 a 80 nucléotides. Le pré-miARN posséde une structure
en tige-boucle qui va permettre son exportation au cytoplasme ou il va étre reconnu par
'enzyme RNAse Ill (DICER) qui va cliver le transcrit pour former des petits fragments d’ARN
double brin ou siARN (Ambros, 2004). Le brin énergétiguement favorable du siARN va étre
ensuite reconnu par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex). Ce complexe régule
I'expression génique en se liant aux ARNm. Cette liaison va mener soit a leur dégradation, si la
complémentation entre le siARN et TARNm est parfaite, ou soit a I'inhibition temporaire de leur
traduction s’il y a des mésappariements entre le microARN et de TARNm (Bartel, 2004 ; revue
par Ambros, 2004).

Les virus herpés utilisent les microARN comme mécanisme de régulation de la
transcription des génes viraux et cellulaires (Pfeffer et al., 2005 ; Samols et al., 2005). HSV-1
posséde des séquences qui codent pour des microARN principalement dans la région LAT du
génome (Cui et al., 2006 ; Jurak et al., 2010). Parmi les microARN présents, le microARN miR-
H2, qui posséde une séguence antisens au transcrit pour ICPO, est capable d’inhiber
I'expression de cette protéine. Le microARN miR-H6 montre une similarité de séquence avec le
transcrit de la protéine ICP4 et régule a la baisse I'expression de celle-ci (Umbach et al., 2008).
Comme décrit auparavant, les microARN produits pendant la latence régulent a la baisse
I'expression de protéines importantes pour la réplication lytique du virus. Néanmoins, des
expériences avec des virus qui possédent des délétions dans le promoteur des génes LAT
montrent une diminution de I'expression des microARN mais ces virus sont toujours capables
d’établir et maintenir la latence. Les microARN, tout comme les LAT, semblent avoir comme
fonction de surveiller et dégrader les transcrits viraux produits spontanément mais ils ne sont

pas responsable de I'établissement de la latence (Kramer et al., 2011).

2.4 Régulation traductionnelle et post-traductionnelle
Les cellules et les virus régulent la quantité de protéines produites au niveau de la
traduction et au niveau post-traductionnel. Pendant l'infection, le virus doit surmonter plusieurs

obstacles afin de se répliquer ; entre autres, il doit éviter la réponse antivirale innée de la cellule
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a linfection. Plusieurs stratégies de régulation post-traductionnelle interviennent a ce niveau. Il
existe quatre catégories de fonctions « anti-héte » : le blocage de la synthése de nouvelles
protéines cellulaires (décrit auparavant section 2.2.2), le blocage des fonctions des protéines
préexistantes dans la cellule, la dégradation sélective de protéines cellulaires et le blocage de la

réponse antivirale innée de la cellule (Roizman et al., 2007).

2.4.1 Dégradation protéique

Une des voies de dégradation de protéines cellulaires la plus connue est la voie de
dégradation par le systéme ubiquitine-protéasome. Ce systéme dégrade les protéines en deux
étapes : la premiére inclut une cascade de signalisation qui permet de faire des modifications
covalentes du substrat afin d’ajouter une queue de poly-ubiquitine. Cette poly-ubiquitination va
servir comme signal indiquant que la protéine doit étre dégradée. La deuxiéeme étape est la
reconnaissance et dégradation des protéines poly-ubiquitine par le protéasome 26S (de
Bettignies and Coux, 2010). Le protéasome 26S est composé par le protéasome 20S et le
protéasome 19S. Le protéasome 20S ou la particule core est un complexe protéique en forme
de cylindre composé de 28 sous-unités organisées en forme d’anneaux. On retrouve sept sous-
unités a qui forment 'anneau externe, sept sous-unités B qui forment 'anneau interne. Trois
sous-unités B induites par I'INF-y peuvent remplacer trois des sous-unités [ normalement
présentes dans la structure du protéasome pour former 'immunoprotéasome. Ce complexe a
plusieurs activités catalytiques: 1) une activité chymotrypsine qui permet de cliver aprés les
résidus hydrophobes volumineux, 2) une activité trypsine qui permet de cliver des résidus
basiques 3) une activité d’hydrolase de peptides peptidyl-glutamyl qui permet de couper aprées
les résidus acides, 4) une activité de clivage de chaines d’acides aminés qui forment des
branches, et 5) une activité de clivage d’acides aminés neutres (Meng, 1999; de Bettignies and
Coux, 2010). Le protéasome 19S se lie au protéasome 20S pour permettre la formation du
complexe 26S. Le protéasome 19S est un complexe formé de 19 sous-unités. Sa partie basale
inclut six homologues AAA-ATPases qui forment un anneau et quatre sous-unités non
ATPases. Le couvercle de ce complexe est composé d’au moins neuf sous-unités non
ATPases. Le protéasome 19S permet d’ouvrir I'entrée au protéasome 20S, maintenir le substrat
déplié et faciliter le déplacement du substrat au différentes chambres catalytiques (de Bettignies
and Coux, 2010).

La découverte de multiples inhibiteurs du protéasome ont permis I'étude de la dégradation

protéique par le systeme de dégradation ubiquitine-protéasome. L’epoxomicine est un des
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inhibiteurs du protéasome qui permet une liaison irréversible avec les sous-unités $ du
protéasome. Cet inhibiteur est spécifique et inhibe principalement la fonction similaire a la
chymotrypsine. MG132, est un autre inhibiteur spécifique au protéasome. Il agit de maniere
réversible grace a son attachement a la sous-unité 5 du protéasome. Il inhibe la protéase

cystéine intracellulaire (Maher, 2008; de Bettignies and Coux, 2010) (figure 4).

Dépliement et clivage
de la protéine

Translocation de
©  laprotéine et

libération des

ubiquitines

& —

Protéine ch: .

A
/\ MG132

Epoxomicine

Reconnaissance de
protéines polyubiquitinées

Figure 4 : Voie de dégradation du protéasome. Les protéines polyubiquitinées sont recrutées au
protéasome 26S. Le protéasome 26S est constitué de deux structures coiffes 19S a chaque extrémité et
une structure centrale 20S en forme de tonneau composé de sous-unités a et B. La structure 19S
possede une activité isopeptidase qui permet d’enlever les ubiquitines et une activité ATPase qui permet
le dépliement de la protéine pour étre clivée dans la partie 20S du protéasome. MG132 et epoxomicine
sont deux inhibiteurs des fonctions catalytiques du protéasome. L’epoxomicine se lie et inhibe la fonction
des sous-unités B : LMP7, X, Z et MECL1 du protéasome 20S. MG132 inhibe la fonction de sous-unité B5
du 20S de maniére réversible et n’affecte pas la fonction isopeptidase ni ATPase du 19S (Meng, 1999 et
Maher, 2008).

Une autre voie de dégradation protéique utilisée par la cellule est le systéme
d’endosomes/lysosomes de la voie endosomale. La voie endosomale est responsable de
l'internalisation de fluide, solutés, macromolécules, particules et composants de la membrane
plasmique par invagination de la membrane et formation de vésicules. Les différentes fonctions
de cette voie permettent aussi de renouveler et de dégrader les membranes : donc c'est le
systeme principal de recyclage de membrane. La dégradation par le lysosome est limitée a une
fraction du matériel qui est transporté par la voie endosomale et la sélection de ces matériaux

est hautement régulée (Huotari and Helenius, 2011). Les vésicules qui sont ciblées pour la

17



dégradation subissent une acidification graduelle du milieu interne (de 6 a 4,8 dans les
endosomes tardifs) jusqu’a la fusion avec le lysosome qui va diminuer le pH jusqu’a une valeur
d'entre 4 et 5. Cette acidification active des réactions hydrolytiques qui vont permettre de
dégrader le contenu de ces vésicules. L’acidification du milieu se fait principalement grace a
une pompe de proton la V-ATPase. L'inhibition de cette acidification, permet de diminuer
I'action hydrolase du lysosome et ainsi arréter cette voie de dégradation (Huotari and Helenius,
2011) (figure 5). Comme pour le protéasome, des inhibiteurs du lysosome ont facilité I'étude de
cette voie de dégradation. La bafilomycine Al est un antibiotique dérivé de Streptomyces
griseus qui par une interaction avec les V-ATPases bloque I'entrée des protons. Cet inhibiteur
de V-ATPase empéche l'acidification des endosomes et du lysosome ainsi que la fusion entre

ces deux vésicules (Yamamoto et al., 1998).

Chez HSV-1, la protéine multifonctionnelle ICPO posséde une activité ubiquitine ligase.
La fonction de cette protéine est différente dans le noyau et le cytoplasme de la cellule. ICPO
possede une structure « RING finger » (structure particuliere de doigt de zinc) (Poon et al.,
2002). Cette structure Iui permet d’interagir avec la protéase spécifique d’ubiquitine (USP7), la
protéine EF-19, le facteur de transcription BMAL et la protéine p60 (Lopez et al., 2001). La
protéine possede aussi deux domaines ubiquitine ligase (Hagglund and Roizman, 2004). Dans
la phase précoce d’infection, cette protéine se localise dans le noyau, ou elle va dégrader les
structures ND10 ; ces structures sont impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires, telles la
transactivation ou la répression de genes cellulaires (Roizman et al., 2007). Les composantes
PML (promyelocytic leukemia) et Sp100 des structures ND10 sont responsable de la répression
de génes viraux et elles sont des cibles d'ICPO pour la dégradation (Lukashchuk and Everett,
2010). Par la suite, ICPO va étre transloquée au cytoplasme de la cellule ou elle va s’agréger
aux alentours des protéasomes et dégrader les protéines cdc34, PML, SP100 et des protéines
kinases dépendantes d’ADN. Ces dégradations sélectives sont importantes pour la régulation
de la transcription, la réplication ainsi que le mouvement de la protéine ICPO dans la cellule

(Hagglund and Roizman, 2002).
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Figure 5: Voie de dégradation du lysosome. Les vésicules qui sont ciblées pour la dégradation
subissent une acidification graduelle du milieu interne jusqu’a la fusion avec le lysosome qui va diminuer
le pH. L’acidification du milieu se fait principalement grace a une pompe de proton la V-ATPase (Huotari
and Helenius, 2011). La bafilomycine Al agit comme un inhibiteur de V-ATPase ce qui permet une
inhibition de l'acidification des endosomes et du lysosome ainsi que la fusion entre ces deux vésicules
(Yamamoto et al., 1998). Les lignes rouges indiquent les étapes sur lesquelles la bafilomycine Al agit.
Figure inspirée de Huotari and Helenius, 2011 et Yamamoto et al., 1998.

3. Laprotéine UL24

3.1 UL24 du HSV-1

Le géne UL24, situé dans la région unique longue du génome viral, est conservé dans la
famille des Herpesviridae. Des orthologues d’UL24 du HSV-1 chez les Alphaherpesvirinae
incluent UL24 de HSV-2 et du virus de l'herpés bovin 1, et ORF35 du VZV. Chez les
Betaherpesvirinae, on retrouve entre autres U49 des herpés humains 6 et 7, et UL76 de HCMV.
Finalement, chez les Gammaherpesvirinae, on retrouve entre autre Bxrf1 d’EBV, ORF20 de
'herpés murin68, ORF20 du virus du sarcome de Kaposi (KSHV) et ORF37 de I'herpés équin 1
(EHV) (McGeoch et al., 1995 ; Nascimento et al., 2009). La protéine chez HSV-1 contient 269
acides aminés dont une grande proportion dans la partie C-terminale sont des résidus

basiques.

19



3.2 Phénotype UL24-déficient en culture cellulaire et in vivo

Le géne qui code pour la protéine UL24 se localise téte-a-téte avec celui de la thymidine
kinase (TK). La TK phosphoryle les nucléosides déoxypyrimidines et les analogues de
nucléosides comme l'acyclovir. La TK n’est pas essentielle pour la réplication lytique du virus
mais elle est importante pour la réplication dans les neurones et la réactivation (Coen et al.,
1989). Les cadres ouverts de lecture et les régions promotrices dUL24 et de TK se
chevauchent partiellement, ce qui rend I'étude des fonctions de chacune de ces protéines
compliquée (Coen et al., 1986). Afin d’étudier I'effet de mutation dans le géne d’'UL24 sans
affecter le géne tk (Jacobson et al., 1998), deux virus mutants (UL24XG et UL24XB) portant des
codons stops, un pour chaque cadre de lecture ont été isolés. lls codent pour une protéine
tronquée de 43 résidus, quoiqu’a ce jour cette protéine n'a pas été détectée dans des cellules

infectées (Jacobson et al., 1998).

Des études avec les virus UL24XB et UL24XG ont d’abord montré un phénotype de
formation de plages syncytiales de lyse (fusion des cellules infectées pour former des cellules
géantes avec plusieurs noyaux), phénoméne qui n’est pas commun chez le virus de type
sauvage. La formation des syncytiums est plus marquée a des températures de 39°C. Par la
suite, des essais ont montré lI'importance de cette protéine pour l'efficacité de la réplication
virale (Jacobson et al., 1989). Trois autres protéines de HSV-1 sont associées avec des plages
syncytiales de lyse: gB, gK et UL20 (Ruyechan et al., 1979 ; Foster et al., 2008; Avitabile et al.,
2004). Chez la protéine gB, des mutations ponctuelles ou des délétions dans le domaine
cytoplasmique de la protéine entrainent une formation exacerbée de syncytiums. La protéine
gK, codée par le géne UL53, a une fonction qui inhibe la formation de plages syncytiales. Une
substitution dans le premier domaine externe de gK montre une diminution du blocage de la
fusion entre cellules (Avitabile et al., 2003). Finalement chez UL20, une mutation dans le géne
qui n'affecte pas le géne adjacent UL20.5 résulte en une formation de plagues syncytiales

virales de taille plus petite chez des cellules Vero (Foster et al., 2004).

L’étude in vitro des virus UL24X a montré que ces mutants se répliquaient de maniéere
moins efficace (différence d’entre un demi et un logy,) que le virus de type sauvage (Jacobson
et al., 1989), démontrant I'importance de cette protéine pour la réplication du virus en culture
cellulaire. Aussi, une étude récente a montré qu’'UL24 pourrait induire un arrét du cycle
cellulaire en G,/M en inhibant la formation du complexe cycline B/Cdc2 (Nascimento et al.,
2009).

20



In vivo, les virus UL24XB et UL24XG se répliquent de maniére moins efficace que KOS,
le virus de type sauvage. Une différence d’un logio au niveau des muqueuses dans les larmes
de souris CD-1 est observée et cette différence est exacerbée au niveau des ganglions
trigéminaux avec une diminution de plus de 4 log,, en comparaison avec le virus de type
sauvage. Ces mutants montrent aussi une réduction de plus de 80% de la réactivation ex vivo
aprés I'entrée en latence (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 semble donc étre important pour la pathogenése du HSV-1, surtout au niveau des

neurones et pour la réactivation du virus a partir de la latence.

3.3 Expression de la protéine UL24

Trois sites d’initiation de la transcription ont été décrits pour le gene ainsi que deux sites
de polyadénylation. Les trois sites d'initiation de la transcription du géne UL24 se localisent aux
positions 47402, 47666 et 48076 dans la séquence du génome d’HSV-1. Six transcrits sont
produits a partir du cadre ouvert de lecture d’'UL24 : trois transcrits courts (0,9 ; 1,2 et 1,4 kb)
sont produits avec une cinétique d’expression précoce et trois transcrits longs (5,2; 5,4 et 5,6
kb) sont produits avec une cinétique d’expression tardive (Cook and Coen, 1996). Les transcrits
de 5,6 et 1,4 kb sont produits a partir du premier site d’initiation, les transcrits de 5,4 et 1,2 kb
sont produits a partir du deuxiéme site d’initiation et les transcrits de 5,2 et 0,9 kb sont produits
a partir du troisieme site d’initiation. Le premier site de polyadénylation se trouve a environ 1400
paires de bases en aval du premier site d’initiation et le deuxiéme est partagé avec UL26 a
environ 5,6 kb. Les transcrits produits a partir du troisieme site d'’initiation n’incluent pas 'ORF
complet d’'UL24 et leur traduction en protéine n’a pas encore été prouvée. Seulement les deux
transcrits longs de 5,4 kb et 5,6 kb semble étre traduits en protéine (Pearson et al., 2004)
(figure 6). Le site de polyadénylation inclus dans UL24 démontre une activité faible. En
conséquence, a cause de la modulation des deux sites de polyadénylation, les transcrits de 1,4

et 5,4 kb ont différents sites de terminaison (Hann et al., 1998).

UL24 est une protéine a cinétique tardive dans le cycle de réplication du virus (Pearson
and Coen, 2002). La protéine ICP27 est importante pour I'expression d’UL24, en partie d( a sa
contribution a I'accumulation cytoplasmique des transcrits longs (Pearson et al., 2004). La
distribution de la protéine dans la cellule a été étudiée avec une protéine UL24 liée a une

étiquette d’hémagglutinine (HA). Au début de I'infection on observe une portion d’'UL24 dans le
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nucléole ou elle induit la redistribution de la nucléoline; plus tard dans l'infection, UL24 se situe

dans le noyau ainsi que dans le cytoplasme de la cellule (Lymberopoulos and Pearson, 2007).
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—>

tk UL24 uL2s UL26
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Figure 6 : Représentation graphique de la région génomique d’UL24 d’HSV-1 et de ses transcrits.
UL24 est représenté par la fleche de couleur violet. Les différents génes entourant UL24 sont
représentés par des grosses fleches de couleur noire. Les transcrits d’'UL24 produits lors de l'infection
sont représentés par des fleches fines noires et grises. Les transcrits longs ont une cinétique
d’expression tardive (y1) et les transcrits courts ont une cinétique précoce (B). Les transcrits moins
abondants sont représenté par des fléeches plus fines et grises. Figure inspiré de Pearson and Coen,
2002.

3.4 Domaines conservés d'UL24

Des études comparatives de séquences d’'UL24 d’'HSV-1 avec les genes orthologues
chez d’autres de la famille des Herpesviridae (HSV-2, VZV, EBV) ont permis l'identification de
cing domaines hautement conservés, nommés domaines d’homologie (HD), ou l'on retrouve
65% d’identité des résidus. La partie N-terminale de la protéine plus conservée que la partie C-
terminale contient ces cing domaines (Jacobson et al., 1989). Par ailleurs, des analyses de
bioinformatique suggerent que la portion N-terminale d’'UL24 est hautement structurée
contrairement a la partie C-terminale (Kosinski et al., 2005). Un domaine d’endonucléase de
type PD-(D/E)-XK a aussi été identifié par bioinformatique dans la région N-terminale d’'UL24
(Knizewski et al., 2006). Néanmoins, la fonction de ce domaine n’a pas encore été démontrée

expérimentalement. Ce type de domaine est présent dans plusieurs protéines qui ont un rdle
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dans la recombinaison ou dans la réparation de 'ADN et chez des enzymes de restrictions. Le
domaine PD-(D/E)-XK a été identifié aussi dans le domaine ribonucléase de la protéine L du
virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) de la famille Arenaviridae. Cette ribonucléase
est responsable du mécanisme de « Cap-Snhatching » de ce virus. Ce mécanisme permet au
virus d’enlever les coiffe des ARNm de la cellule et de les utiliser comme amorces pour la
transcription de  ses propres ARNm (Morin et al., 2010). Chez UL24, le domaine
d’endonucléase se retrouve dans les domaines |l et Ill hautement conservés (Kosinski et al.,
2005; Knizewski et al., 2006)

Un virus qui posséde des mutations ponctuelles ciblant les résidus du domaine putatif
d’endonucléase d’UL24 (vUL24-E99A/K101A) démontre une réduction dans la réplication en
culture cellulaire tout comme le virus déficient en UL24 (Bertrand et al., 2010). In vivo, ce virus
montre une diminution des titres dans les yeux de souris de 10 fois par rapport au virus KOS, et
sa réactivation dans les ganglions trigéminaux est significativement réduite. La réduction
observée suggére une grande importance du domaine PD-(D/E)-XK pour le réle d’'UL24 lors de
l'infection in vivo (Leiva-Torres et al., 2010).

3.5 Les orthologues d'UL24
3.5.1 UL24 d’HSV-2

La protéine UL24 d’'HSV-2, composée de 282 acides aminés, a un poids moléculaire de
32 kDa (McGeoch et al.,, 1991). Elle montre une identité de séquence de 75% avec UL24
d’HSV-1. Elle posséde un signal de localisation nucléaire, est exprimée de maniere tardive au
cours de linfection (a partir de 9 heures post-infection) et son expression est dépendante
strictement de la réplication virale, comparativement a UL24 d’HSV-1 qui appartient a la classe
cinétique y1. Il n’y a pas d’'information disponible sur les transcrits d’'UL24 d’HSV-2. Au début de
linfection, UL24 d’HSV-2 se localise en périphérie du noyau et plus tard dans linfection elle se
déplace au noyau (Blakeney et al., 2005). A différence d’'UL24 d’HSV-1 (Loret et al., 2008), il a
été rapporté qu'UL24 d’'HSV-2 peut étre détecté dans le tégument des virions (Hong-Yan et al.,
2001).

Un virus déficient en UL24 chez HSV-2 a été créé par insertion d'une cassette de -
glucuronidase dans le géne et la protéine produite résulte en une délétion des 100 derniers
acides aminés (Blakeney et al., 2005). Cette délétion n’affecte pas I'activité de TK. In vitro, ce
virus produit des plages syncytiales mais les titres viraux ne varient pas par rapport au virus de

type sauvage en culture cellulaire. Néanmoins, dans un modéle d’infection intra-vaginale murin,
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le virus déficient en UL24 montre une réduction de plus de 70% des titres viraux, une réduction
de la sévérité des symptbmes et un retard de la progression de la maladie par rapport au virus
sauvage. Dans un modele de cochon d’Inde le virus déficient en UL24 induit la formation de
plagues herpétiques suite a I'établissement de la latence mais en nombre réduit par rapport au
virus sauvage, ce qui montre que le virus déficient en UL24 est capable de se réactiver avec

une efficacité réduite (Blakeney et al., 2005b).

3.5.2 ORF35duVvzVv

L’ORF35, un orthologue d’'UL24 chez VZV, est une protéine de 285 acides aminés. Tout
comme UL24 d’HSV-1, ORF35 se trouve téte-a-téte avec tk mais les cadres ouverts de lecture
ne se chevauchent pas. La protéine ORF35 se localise dans le noyau et un virus qui possede
une délétion du géne qui code pour ORF35 présente des plages de lyses plus petites. L'effet
sur les titres viraux est dépendant des cellules et est plus prononcé chez des cellules
épithéliales que dans des cellules de mélanome (diminution d’un log;q). VZV est connu pour
former des plages syncitiales appelés des polykaryocytes pendant l'infection (Cole and Grose,
2003; revue par Besser et al.,, 2004). In vitro, un virus déficient en ORF35 forme des
polykaryocytes aberrants. Les noyaux ainsi que l'appareil de Golgi sont affectés chez les
cellules infectées par ce virus. La protéine gE est importante pour la formation des syncytiums;
chez le virus déficient en ORF35, on observe un changement de la distribution de cette protéine
d’'une localisation trés distincte dans le cytoplasme et a la membrane cellulaire a une

localisation diffuse (Ito et al., 2005).

In vivo, des études sur des souris SCIDhu (souris C.B-17 scid/scid ayant subi des
transplantations soit de thymus ou foie fétaux humains soit de peau fétale humaine), montrent
que linfection avec VZV déficient en ORF35 est atténuée dans des cellules différenciées de la
peau et des cellules T humaines. Dans la peau transplantée de ces animaux, Une diminution
des titres viraux (1 a 2 Logio) est observée ce qui est également le cas chez les cellules T ou la
diminution est moins importante (1 log;e) (Ito et al., 2005). In vivo, la délétion d’ORF35 montre
une formation de plages syncytiales aberrante et une diminution de la réplication du virus dans

les cellules de I'épiderme humaine (Ito et al., 2005).
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3.5.3 UL24 du virus de I’herpés bovin 1

Ce virus de la sous-famille des Alphaherpesvirinae, code pour un orthologue d’'UL24, qui
se localise téte-a-téte avec tk chevauchant ce dernier sur deux nucléotides au niveau des
cadres ouverts de lecture. La déficience de cette protéine n’entraine pas d’impact dans la
croissance du virus ou la formation de plages de lyse in vitro (Whitbeck et al., 1994). L’absence

d’'un effet sur la croissance du virus peut étre due au type cellulaire utilisé.

3.5.4 ORF37 du virus herpés équin 1 (EHV-1)

Ce virus appartenant au genre Varicellovirus a été montré comme étant responsable de
certaines infections respiratoires et peut entrainer des avortements spontanés (Allen and
Bryans, 1986). Tout comme les autres orthologues d’UL24 décrits jusqu’a présent, ORF37
d’EHV-1 se localise téte-a-téte avec le géne tk, mais leurs cadres de lecture ouverts ne se
chevauchent pas. ORF37, composé de 272 acides aminés, a un poids moléculaire de 29,2 kDa.
En culture cellulaire, un virus déficient en ORF37 ne montre pas de différences dans les titres
viraux ni dans les plages de lyse par rapport au virus de type sauvage. Néanmoins in vivo, dans
un modéle murin, un virus déficient en ORF37 présente une diminution dans les symptomes
neuronaux et une diminution de la pathogenése, par rapport au virus de type sauvage (Kasem
et al., 2010).

3.5.5 U49 d’HHV6 et HHV7

HHV6 et HHV7 appartiennent au genre Roseolovirus. L’homologue d’'UL24 chez ces
virus s’appelle U49 et code pour une protéine de 252 acides aminés avec poids moléculaire de
29,3 kDa chez HHV6, et pour une protéine de 239 acides aminés et de poids moléculaire de
28,6 kDa chez HHV?7. La similitude de séquence avec UL24 du HSV-1 est de 23% (Dominguez
et al., 1999). Contrairement aux autres virus herpés humains, le géne qui code pour U49 de
HHV6 se trouve téte-a-téte avec le gene U48 qui code pour la gH virale. Leurs cadres ouverts
de lecture ne se chevauchent pas. Cependant, il y a chevauchement entre la partie C-terminale
du géne U49 et la partie N-terminale d’'U50 qui code pour une protéine du tégument. Le géne
qui code pour U49 d’'HHV7 se retrouve dans un contexte génomique semblable a celui d’'HHV6
(Megaw et al., 1998).
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3.5.6 ORF20 du virus du sarcome de Kaposi

Ce virus qui appartient a la sous-famille des Gammaherpesvirinae posséde comme
orthologue d’'UL24 la protéine ORF20. Le géne qui code pour cette protéine se localise aussi
téte-a-téte avec le géne qui code pour TK mais leurs cadres ouverts de lecture ne se
chevauchent que de deux nucléotides. ORF20, d’'un poids moléculaire de 28,5 kDa, peut induire
l'arrét cellulaire en phase G,/M suite a l'inactivation du complexe cycline B/Cdc2 tout comme

ORF20 du gamma herpés virus murin 68 (Nascimento et al., 2009).
3.5.7 ORF20 du gamma herpés virus 68 murin.

Le gamma herpés virus 68 murin est un virus proche d’EBV et KSHV (Kaposi's
sarcoma-associated Herpesvirus). Les similitudes entre ces trois virus font du virus murin un
bon modéle d’étude (McGeoch, 1995). L’orthologue d’'UL24 chez ce virus s’appelle ORF20.
Cette protéine a un poids moléculaire de 28 kDa et se localise dans le noyau de la cellule.
Parmi les fonctions décrites en culture cellulaire, mentionnons le blocage de la progression du
cycle cellulaire dans I'étape G,/M et le déclenchement de I'apoptose. Chez des lignées de
cellules qui expriment cette protéine de maniére stable, il y a une accumulation de la forme
inactive de cycline B, c’est-a-dire la forme phosphorylée qui entraine une accumulation du
complexe cycline B/Cdc2 (Nascimento and Parkhouse, 2007). La déficience dans cette protéine
ne semble pas entrainer de différences dans les titres viraux par rapport au virus sauvage, ni en
culture cellulaire, ni in vivo. Néanmoins, un délai de quatre jours dans I'élimination du virus

déficient en ORF20 par rapport au virus sauvage a été observé (Nascimento et al., 2011).

3.5.8 UL76 d’HCMV

HCMV appartient & la sous-famille des Betaherpesvirinae. Il est un des virus les plus
grands dans la famille des virus herpés. HCMV de la souche de laboratoire AD169 posséde un
génome d’environ 230 kb d’ADN double brin. Parmi ses caractéristiques particulieres, |l
démontre une gamme limitée d’hétes ainsi qu’un long cycle de réplication (Chee et al., 1990).
L’homologue d’'UL24 chez HCMV est la protéine UL76 qui posséde 325 acides aminés et a un
poids moléculaire de 38 kDa. Il y a 27% d’identité entre les séquences d’'UL24 d’'HSV-1 et
UL76. Deux transcrits de 4,5 et 5,5 kb, générés a partir de deux sites différents d’initiation de la
transcription, sont exprimés pour cette protéine avec une cinétique tardive: le transcrit de 5,5 kb

est un transcrit polycistronique qui contient 'TORF d’UL76, UL77 et UL78 et le transcrit de 4,2 kb
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est un transcrit qui contient 'TORF d’'UL76. La transfection de cellules avec un plasmide qui
exprime UL76 attachée a la GFP (Green Fluorescent Protein) montre que cette protéine qui
posséde des signaux de localisation nucléaire a une localisation nucléaire (Wang et al., 2004).
La protéine, qui est détectée dés 2 heures post-infection, atteint un niveau maximum aprés 24
heures; par la suite, elle se maintient a un niveau constant tout au long de la phase tardive du
cycle de réplication du virus (Wang et al., 2000). Dans cette méme étude, il a été montré
gqu'UL76 se retrouve aussi dans les virions d HCMV possiblement dans I'enveloppe et la
couche interne du tégument. A cause de son contenu riche en résidus chargés positivement et
sa localisation dans le virion, il a été proposé que cette protéine pourrait jouer un réle dans la
formation des structures du virion et sa maturation. Elle pourrait entre autres contribuer a
neutraliser les charges négatives des phosphoprotéines pUL83 et pUL99 contenues dans le
tégument (Wang et al., 2004).

3.5.8.1 Activité régulatrice d’UL76 d’HCMV

En 2000, pour identifier des protéines capables de réguler I'expression des protéines
immédiates-précoces (MIE) Wang et al. ont criblé des sous-librairies génomiques afin de
trouver des protéines capables de réguler I'expression d’'un plasmide rapporteur exprimant la
chloramphenicol acétyltransférase (pCAT) sous contrdle de la région régulatrice de MIE (MIEP).
Les différentes sous librairies ont été co-transfectées avec le plasmide reporteur et 48 heures
post-transfection les protéines ont été récoltées afin de quantifier I'activité CAT. Afin de voir
I'effet d’'UL76 sur la régulation de promoteur, ils ont testé I'effet d’'UL76 sur les promoteurs de
MIEP, du géne régulateur UL112-113, de 'ADN polymérase virale (UL54) et, comme témoin
d’un autre virus, le promoteur des génes précoces du SV40. Leurs résultats montrent qu’a faible
dose d’'UL76, I'activité de MIEP et du géne régulateur UL112-113 augmente. Au fur et a mesure
que la quantité d’'UL76 augmente, l'activité des promoteurs MIEP et U112 diminue, ce qui
montre un effet répressif d’'UL76 sur ces deux promoteurs. Aucun de ces effets n’est observés
pour les promoteurs de SV40 et d’'UL54. Ces résultats montrent un effet régulateur d’'UL76 sur

I'expression de génes immédiats précoces (Wang et al., 2000).

Une autre étude du méme groupe a montré que la production de particules virales était
inhibée dans des cellules qui expriment la protéine UL76 de maniére stable. De plus, une
inhibition de I'expression des protéines immédiates précoces, précoces et tardives et un retard

de 'accumulation d’ADN viral ont été observés (Wang et al., 2004). Dans ces mémes cellules,
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des études sur l'intégrité de 'ADN ont montré que la présence d’'UL76 induit des dommages a
'ADN formant des aberrations chromosomiques. La protéine UL76 forme des foyers dans le
noyau par activation de la réponse initiale & ces dommages. Cette réponse se fait, entre autres,
par la phosphorylation des membres de la famille des histones H2A, particuliérement I'histone
y-H2AX (Siew et al., 2009).

Une autre étude sur l'effet direct d’UL76 sur la régulation de la protéine UL77 montre
qu’UL76 régule a la baisse I'expression d’'UL77. Des mutations et un changement dans le cadre
de lecture du géne qui code pour la protéine UL76 montrent une augmentation de la quantité de
transcrits et de la protéine UL77. Les auteurs proposent que cette régulation soit faite par un
mécanisme de ré-initiation de la transcription qui permettrait au virus de contréler 'accumulation
de la protéine UL77. Les auteurs suggérent que cette régulation permettrait une réplication

efficace du virus dans les cellules hotes (Isomura et al., 2010).

4. La protéine R1 de HSV

La ribonucléotide réductase (RR) est une enzyme essentielle pour la synthése d’ADN. Chez
les eucaryotes et plusieurs procaryotes, cette enzyme est un complexe formé de deux sous-
unités non identiques qui catalysent la réduction des ribonucléotides diphosphates en
deoxyribonucléotides (ANTP) (Stubbe, 1990).

4.1 Activité réductase

Les HSV produisent leur propre RR composée de deux sous-unités non identiques comme
la RR des cellules de mammiféres. Parmi les différences entre I'enzyme herpétique et la RR de
mammiféres, on remarque que la RR d’'HSV n’a pas besoin de Mg®* pour sa fonction réductase
et qu’elle n’est pas inhibée par les dTTP et dATP. La grande sous-unité de la RR d’HSV-1 est
connue comme ICP6 ou R1. C’est une protéine de 1137 acides aminées avec un poids
moléculaire apparent de 140 kDa qui est codée par un transcrit de 5,0 kb. La petite sous-unité
de la RR (R2) est une protéine de 38 kDa qui elle est codée par un ARNm de 1,2 kb. La partie
3’ du gene qui code pour cette protéine chevauche avec celle de la R1 (Goldstein and Weller,
1988).

Une caractéristique de la R1 de HSV-1 et -2 est de posséder une extension dans la partie

N-terminale d’environ 350 acides aminés comparativement a la protéine R1 retrouvée chez la
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plupart des autres virus herpés. La R1 virale est un bon substrat pour des protéines kinases de
la cellule hote (Langelier et al., 1998). La synthése de cette sous-unité débute dans les étapes
immédiates précoces de linfection lytique et de la réactivation. Et elle s’accumule dans la
cellule a des niveaux plus élevés que nécessaire pour la réplication de 'ADN viral (Langelier et
al., 2002), ce qui suggére que la protéine R1 posséderait d’autres fonctions que son activité

réductase.

4.2 Phénotype des virus déficient en R1

Les virus déficients en R1 ne montrent pas une capacité réduite de synthétiser 'ADN si
les cellules sont en croissance exponentielle ; cependant, dans des cellules qui ne sont pas en
division la synthése d’ADN est sévérement diminuée (Goldstein and Weller, 1988). Des souris
BALB/c infectées par scarification de I'ceil avec des virus déficients en R1 montrent une
réduction dans la formation des kératites, des vascularisations de la cornée et des rétinites par
rapport aux souris infectés par le virus de type sauvage KOS. Cet effet n’est pas dépendant du
type de souris utilisé puisque les effets sont les mémes chez les souris CD-1, ce qui montre que
la protéine R1 est importante pour la pathogenése du virus dans I'ceil de la souris (Brandt et al.,
1991 ; Brandt et al., 1997). Les virus déficients en R1 montrent aussi une déficience dans la
réactivation de la latence dans des souris BALB/c. Les niveaux d’ADN présent dans les
ganglions trigéminaux de ces souris sont 50 fois plus bas que ceux de souris infectées par le
virus de type sauvage, KOS (Brandt et al., 1991). Ces résultats montrent que la RR est
importante pour I'établissement de la latence ainsi que pour la réactivation de la latence du

Virus.

4.3 Activité anti apoptotique

La sous-unité R1 d’HSV-2 est capable d’empécher 'apoptose déclenchée par la voie de la
caspase-8 induite par l'activation des récepteurs de mort. Elle interagit directement avec la
caspase-8, ce qui empéche sa dimérisation (Dufour et al., 2011b) ainsi qu'avec la protéine
d’interaction du récepteur 1 (RIP1) (Dufour et al., 2011a). Des expériences faites avec la partie
N-terminale de R1 montrent que ce domaine n’est pas responsable en lui-méme de I'activité
anti-apoptotique de R1. La présence de R1 dans l'infection lytique et I'expression a des niveaux
plus hauts que nécessaires pour la réplication de 'ADN pourrait aider a réduire la réponse aux

cytokines de la familles des TNFs (Tumoral Necrosis Factor) (Langelier et al., 2002).
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Le domaine NH2 de la protéine R1 d’'HSV-2 possede entre les résidus 300 a 400 une
similitude avec le domaine a-crystalin de la protéine de choc thermique Hsp27 (Chabaud et al.,
2003). Afin de déterminer si ce domaine est important pour I'activité anti-apoptotique de R1 des
expériences avec des protéines R1 qui possedent des délétions de segments du domaine NH2
de R1 ont été faites. Des délétions de la partie C-terminale qui contient le domaine RR de R1
ont été aussi réalisées. Les résultats montrent que la plus grande partie du domaine NH2 n’est
pas nécessaire pour I'activité anti-apoptotique de R1 ; par contre, le domaine a-crystalin est lui
important pour cette fonction, possiblement par son réle potentiel dans 'oligomérisation et le
repliement de la protéine. Les expériences sur la partie C-terminale flexible de R1 montrent que
cette partie n’est pas importante en elle-méme pour la fonction anti-apoptotique. L’expression
de la protéine R2, indispensable pour la fonction réductase, n’affecte pas la fonction anti-
apoptotique de R1, ce qui indique que les résidus de la surface de R1 qui interagit avec R2 ne
sont pas importants pour la fonction anti-apoptotique. L’ensemble de ses résultats montrent que
lintégrité de la structure du domaine RR est importante pour I'activité anti-apoptotique de R1
(Chabaud et al., 2007).

30



CHAPITRE 2 : PROBLEMATIQUE

Hypothése de travail

Dans le laboratoire, nous nous sommes intéressés au gene viral UL24 d’'HSV-1,
hautement conservé chez la famille de Herpesviridae. Un virus déficient en UL24, UL24X,
démontre une diminution des titres viraux d’un demi-logs, en culture cellulaire. In vivo, il y a une
diminution de plus de 4 log;, dans les ganglions trigéminaux (TG) et une réduction sévere de
I'efficacité de réactivation virale. UL24 est donc un déterminant de la pathogenése virale. Ce
géne qui code pour une protéine a cinétique tardive possede cing domaines d”homologie et un
domaine putatif d’endonucléase dans la partie N-terminale dont la fonction n’a pas encore été

décrite.

UL76 du cytomégalovirus humain, un orthologue d’UL24, est capable de réguler soit a a
la hausse ou a la baisse I'expression de promoteurs viraux. La différence dans la régulation est
dépendante de la quantité de protéine UL76 présent dans les cellules (Wang et al., 2000). Par
ailleurs, une autre étude a montré qu’'UL76 est capable de réguler a la baisse la transcription du
géne adjacent, UL77 (Isomura et al., 2010). Ces résultats démontrent une fonction régulatrice

de cette protéine mais les mécanismes impliqués sont encore méconnus.

Des expériences préliminaires ont montré qu’UL24 d’HSV-1 avait un effet sur la protéine
R1: en contexte de transfection transitoire, la protéine UL24 semblait diminuer I'accumulation de
la protéine R1 (Luc Bertrand, résultats non publiés). A partir de ces informations, nous avons
proposé comme hypothése de travail qu'UL24 d’HSV-1 régulerait I'expression de protéines

virales, particulierement R1.

L objectif général de ce projet était de comprendre les mécanismes par lesquels UL24
pourrait réguler I'expression de R1. Afin de tester notre hypothése, nous avons proposé trois

objectifs spécifiques:

1) Déterminer I'impact d’'UL24 sur I'expression de la protéine R1 en contexte de transfection

transitoire.
II) Déterminer I'impact de mutations en UL24 sur la régulation génique de la protéine R1.
II) Déterminer I'impact d"UL24 sur |"expression des transcrits de R1 en contexte de transfection

transitoire.
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CHAPITRE 3 : METHODOLOGIE

1. Culture cellulaire

Les cellules COS-7 sont des fibroblastes provenant de reins de singe vert d’Afrique. Les
cellules ont été cultivées dans du milieu « Dulbecco’s Modified Eagle Medium » (DMEM) enrichi
avec 5% de sérum de veau nouveau-né (NCS, New Born Calf) et 50 mg/ml de pénicilline et 50
unité/ml de streptomycine (P/S). Au moment ou les cellules ont atteint une confluence entre
85% et 90%, le milieu a été enlevé et de la trypsine/EDTA a été ajouté (2,5 g/L de trypsine et
0,38 g/L d’'EDTA). Elles ont été incubées a 37°C et 5% de CO, pendant 5 minutes pour que les
cellules soient totalement décollées du flacon. Ensuite, les cellules ont été passées 1:8 dans un

flacon et conservées dans un incubateur a 37°C avec 5% de CO..

Les cellules 293T sont des cellules embryonnaires de rein humain. Elles ont été cultivées
dans du milieu DMEM enrichi avec 8% de sérum de foetus bovin (FBS de I'acronyme en anglais
Fetal Bovine Serum) et 50 mg/ml de pénicilline et 50 unité/ml de streptomycine (P/S). Des

passages des cellules ont été faits quand elles ont atteint une confluence de 85%.

1.1 Les plasmides

Afin d’étudier l'effet d’'UL24 sur la protéine R1 en contexte de transfection transitoire dans
des cellules mammiféeres, des vecteurs d’expression mammifére des génes d’'UL24, R1 et UL24
muté ont été utilisés, notamment les plasmides pLBPfl HAUL24, pLBPfl HAUL24 CTerm et
pLBPfl Nterm (Bertrand and Pearson, 2008) ainsi que le plasmide pLBPfl-GST-R1 qui code
pour la protéine R1 de HSV-1 (Dufour et al., 2011a).

Les plasmides contenant des versions d’UL24 avec des substitutions simples ou doubles ont
été utilisés notamment pLBPfl HAUL24 E99A/K101A et pLBPfl HAUL24 G121A (Leiva-Torres et
al., 2010).

2. Transfection et production de lysats cellulaires

Un jour avant la transfection, des plaques de 6 puits ont été préparées avec 3,5 x10° cellules
COS-7 par puits pour permettre une confluence de 60%. Le jour de la transfection, les cellules
ont été transfectées avec le plasmide pLBPfl-GST-R1 et différents plasmides soit, le vecteur
vide pLBPTl, le vecteur pLBPfl HAUL24, le vecteur pLBPfl HAUL24 N-Term ou le vecteur pLBPfl

HAUL24 C-Term. La Lipofectamine (Invitrogen) a été utilisée comme agent de transfection, a un
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ratio de 1:6 d’ADN/Lipofectamine dilué dans 1 ml de milieu DMEM sans antibiotique ni sérum (2
Mg du plasmide pLBPfl-GST-R1 et 2 pug du deuxiéme plasmide utilisé pour 24 pl de
Lipofectamine total). Aprés 5 heures d’incubation a 37°C et 5% de CO2, le milieu a été changé
pour 4 ml de milieu DMEM avec 5% de NCS et du P/S. Les cellules ont été incubées a 37°C

avec 5% de CO2 pendant le temps indiqué.

Dans l'essai pour étudier I'effet de différentes doses d’UL24 sur R1, les cellules ont été
transfectées avec 2 ug du plasmide pLBPfl-GST-R1 et des quantités croissantes de pLBPfl
HAUL24 (0,01 ; 0,1; 1 ou 2 ug) puis complété avec le plasmide pLBPfl jusqu’a atteindre 2 ug
d’ADN pour 24 ul de Lipofectamine.

2.1 Traitement avec les inhibiteurs du protéasome et du lysosome

2.1.1 Inhibiteurs du protéasome

24 heures post-transfection, les cellules COS-7 ont été traitées avec 5 pyM de MG132 (Sigma
Aldrich) comme décrit auparavant (Pagano et al., 2008), ou avec 0,5 yM d’epoxomicine (Sigma
Aldrich) comme décrit auparavant (Dalet et al., 2011) ou avec du DMSO comme témoin, dilués
dans du milieu DMEM. Les cellules ont été traitées avec les inhibiteurs du protéasome pendant
24 heures a 37°C avec 5% de CO.,. Ensuite les cellules ont été lysées et les protéines ont été

récoltées pour faire des immunobuvardages de type Western.
2.1.2 Inhibiteur du lysosome

24 heures post-transfection, les cellules COS-7 ont été traitées avec 1 uM de bafilomycin Al
(Sigma Aldrich) dans 2 ml de milieu DMEM avec 5% de NCS et P/S comme décrit auparavant
(Williams et al., 2008) ; les cellules témoins ont été traitées avec du DMSO. Le traitement a été
maintenu pendant 24 heures, puis les cellules ont été lysées et les protéines récoltées pour

faire des immunobuvardages de type Western.

2.2 Lysede cellules

Suite aux transfections, les cellules ont été lavées avec du PBS (200 mg de chlorure de
potassium, 200 mg/L de phosphate de potassium monobasique, 8 g/L chlorure de sodium et
2160 mg/L de phosphate de sodium dibasique & un pH de 7.4) et incubées sur glace pendant
10 min, puis le milieu a été enlevé. Ensuite, 300 ul du tampon de charge 2X ont été ajoutés
(0,16% de bromophénole bleu, 1% de SDS et 3,3% de B-mercaptoéthanol) et aprés une

incubation de 15 min a 4°C, les cellules ont été grattées pour récolter les protéines. Par la suite,
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les lysats ont été centrifugés a 13 000 rpm dans une micro centrifugeuse pendant 40 min a 4°C,
et le surnageant a été récupéré dans un nouveau tube puis chauffé a 100°C pendant 1 min.
Les échantillons ont été conservés a -20°C pour utilisation rapide ou a -80°C pour une plus

longue durée de conservation.

3. Immunobuvardage de type Western

Les échantillons de lysats cellulaires ont été chargés dans un gel dénaturé d’acrylamide a
10%, (au sodium dodécyl sulfate : SDS) et migrés par électrophorése dans un tampon de
migration (3 g de Tris, 14,4 g de glycine dans un litre d’eau double distillé a 0,1% SDS) pendant
90 min a 100 volts. Ensuite, les protéines ont été transférées sur une membrane de
Polyvinylidene Fluoride (PVDF) par un transfert humide dans un tampon de transfert (3 mg/ml
de Tris base, 14,4 mg/ml de glycine, 20% de méthanol). Les ampeérages utilisés étaient : 0,45 A
pendant 15 min, 0,6 A pendant 30 min, 0,75 A pendant 15 min, 0,85 A pendant 15 minet 1 A
pendant 15 min. La membrane a ensuite été incubée dans une solution de TTBS (10 mM de
Tris-HCL, 0,15 M de NacCl, 0,05% de Tween pour un litre d’eau double distillé et a un pH de 7,4
avec 5% de lait déshydraté « Blotting Grade Blocker Non Fat » (Biorad) pendant 1 heure.

La membrane a été lavée deux fois avec du TTBS pendant 5 minutes, puis ensuite a été
incubée avec I'anticorps primaire (dilué dans 10 ml de TTBS avec 0,05% de gélatine) pendant
une heure et demi. Aprés trois lavages de cinqg minutes au TTBS, I'anticorps secondaire été
ajouté qui lui est lié a la peroxydase de raifort (HRP). Le deuxieme anticorps a été dilué dans 10
ml de TTBS avec 5% de lait. La membrane a été incubée avec I'anticorps secondaire pendant 1
heure, puis lavée avec du TTBS cing fois pendant 5 minutes. On a révélé la membrane par
chemiluminescence a l'aide des solutions Immun-Star HRP Substrate (Biorad) et des films
Biomax XAR (Kodak).

3.1 Les anticorps

Afin de marquer la protéine GST-R1, un anticorps primaire polyclonal contre GST
(Glutathion-S-Transférase) de lapin a une dilution de 1 :2000 a été utilisé (Invitrogen). Un IgG
de chévre dirige contre les Ig de lapin et conjugué a la peroxydase (Bethyl) a une dilution de
1 :5000 dans une solution de TTBS a 5% de lait a été utilisé comme anticorps secondaire. Pour
marquer la protéine HA-UL24, on a utilisé I'anticorps primaire monoclonal IgG de souris HA-11

(dilué a 1:500, Covance) et un anticorps secondaire de chévre contre souris, conjugué a la
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peroxydase (dilué a 1 :2500, Sigma). Un anticorps primaire de lapin dirigé contre I'a-tubuline a
été utilisé (dilué a 1 :2000, Abcam) et un anticorps secondaire de chévre dirigé contre les Ig de
lapin et conjugué a la peroxydase (dilué 1 :7500, Bethyl) ont servis lors de I'immunobuvardage

dirigé contre le témoin de charge a-tubuline.

4. Extraction d’ARN

L’ARN total des cellules transfectées a été extrait grace a la trousse de RNeasy mini kit de
Qiagen. La concentration des échantillons a été déterminée par le Nanodrop ND-1000
Spectrophotometer de Thermo Scientific. L'intégrité de I'ARN total a été évaluée par
électrophorése sur un gel de BPTE (10X BPTE est composé de 100 mM PIPES, 200mM Bis-
Tris, 10 mM EDTA pH 8.0 dans de I'eau) avec 1% d’agarose.

5. RT-gPCR
5.1 Syntheses de ’ADNc

L’ARN total des cellules transfectées avec les plasmides pLBPfl-GST-R1+ pLBPfl ou les
plasmides pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl HAUL24 a été extrait comme décrit auparavant dans la
section 4. La synthése d’ADN complémentaire (ADNc) a été faite dans un volume de 20 ul
d’une réaction contenant 0,25 ug d’ARN total, 4 yul du mélange de réaction iScript 5X (Biorad) et
1 pl de 'enzyme iScript reverse transcriptase (Biorad). Le mélange a été incubé 5 min a 25°C,
ensuite 30 min a 42°C et finalement 5 min a 85°C pour arréter la réaction dans un
thermocycleur. Pour I'essai de PCR quantitative, les échantillons ont été dilués 1 :10 dans de

I'eau dépourvu d’ARNase.

5.2 Les amorces

L’amplification des ADNc de R1 a été faite avec les amorces 5° CTA CGC CAG AGC ATG
ATG AAA C et 5GCT AAA CGT GCG TTC CAG TTC ainsi que pour les transcrits d’'UL24 les
amorces utilisées sont 5 GAA GCC ATA CGC GCT TCT AC et 5 CGA ATT CGA ACA CGC
AGA TG (par Integrated DNA Technologie : IDT), ils produisant des fragments de 201 pb et 198
pb respectivement. Un fragment de 238 pb a été amplifi€ comme témoin interne correspondant
a la Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) avec les amorces 5 CTT CAC
CAC CAT GGA GAA GGC et 5 GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG comme décrit auparavant
(Masuda et al., 2004) .
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5.3 PCR quantitative

Les ADNCc correspondant aux transcrits de R1, UL24 et GAPDH ont été quantifiés dans une
réaction de 10 pl contenant 1 pl de cDNA de chaque échantillon, 5 pl du master mix (ADN
polymérase activée par chaleur, dNTPs Ultra pure, MgCl, a 6 mM et SYBR ® Green I)
provenant de la trousse SensiMix ™ SYBR No-Rox (Bioline), 0,4 pl de chaque amorce & 50
ng/uL et 3,2 uL d’eau. L'enzyme a été activée pendant 10 min a 95°C. Par la suite la réaction a
continuée pendant 40 cycles. Chaque cycle consistait en une étape de dénaturation (95°C
pendant 15 secondes), une étape d’hybridation d’amorces (565°C pendant 15 secondes) et une
étape d’élongation (72°C pendant 15 secondes). L’élongation finale a été effectuée pendant 5
min pour permettre de compléter la synthese des nouveaux ADNc. Les réactions ont été faites
dans la machine Rotor-Gene 6 de Corbette Research. Les résultats ont été analysés avec le
programme Rotor-Gene 6. L’expérience a été répétée 6 fois et un test « two way ANOVA » a

été réalisé pour valider les résultats de maniére statistique utilisant le logiciel PRISM.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS

Le but de cette étude a été d’élucider le possible réle d’'UL24 dans la régulation de
l'expression de génes viraux. Des études préliminaires ont montré que la protéine UL24
interagissait avec la protéine R1 virale dans un contexte d’infection en culture cellulaire (Luc
Bertrand, résultats non publiés). En contexte de transfection transitoire, la protéine UL24
semblait diminuer la quantité de protéine R1 exprimée. Afin de confirmer ce résultat, une étude

plus approfondie de 'effet d’'UL24 sur la protéine R1 a été effectuée.

Pour caractériser l'effet d’'UL24 sur la protéine R1 dans un contexte de transfection
transitoire, des plasmides contenant le géne qui code pour UL24 attaché a une étiquette
d’hémagglutinine (HA), le plasmide qui contient le géne qui code pour la protéine R1 attaché a
une étiquette de glutathion-S-transférase (GST), le plasmide qui contient uniquement I'étiquette
GST et le plasmide vide ont été utilisés. Afin d’identifier la région de la protéine UL24
responsable de cet effet, des plasmides qui contiennent des mutations ciblant des résidus
hautement conservés dans UL24 ont été co-transfectés avec le plasmide qui code pour R1 et
leurs effets ont été comparés a ceux de la protéine UL24 de type sauvage. Finalement, afin de
caractériser le(s) mécanisme(s) responsable(s) de la diminution de I'expression de R1, des
analyses sur la quantité de transcrits présents sous différentes conditions ont été réalisées de
méme que des expériences avec des inhibiteurs spécifigues pour certaines des voies

principales de dégradation protéique.

1. Caractérisation de I'effet d’HA-UL24 sur I’expression de la protéine
GST-R1 en contexte de transfection transitoire

Des expériences préliminaires de co-transfection dans des cellules COS-7 avec un plasmide
contenant le géne qui code pour la protéine R1 attachée a la protéine GST et un plasmide
contenant le géne qui code pour la protéine UL24 attachée a une étiquette hémagglutinine
(Dufour et al., 2011a ; Bertrand and Pearson, 2008) avaient suggéré un effet négatif de la
protéine UL24 sur I'expression de la protéine R1 (Luc Bertrand, résultats non publiés). De plus,
des études sur la protéine UL76, 'homologue d’'UL24 chez CMV, avaient démontré un role
régulateur de cette protéine sur I'expression de génes viraux. Ces observations nous ont mené

a investiguer plus en détail la capacité d’'UL24 de moduler I'expression de génes viraux.
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1.1 Effet d’HA-UL24 sur I'expression de la protéine GST-R1 dans les cellules
COS-7

Afin de valider l'effet d’'UL24 sur les niveaux de R1 observés précédemment, des cellules
COS-7 (cellules dérivées de rein de singe vert d’Afrique) ont été transfectées soit par le
plasmide pLBPfl-GST-R1 seul, soit par les plasmides pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl vide ou les
plasmides pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl HA-UL24 (figure 7A). Les protéines ont été récoltées 48
heures post-transfection et analysées par immunobuvardage avec un anticorps dirigé contre
GST. Une bande d’'un poids moléculaire apparent d’environ 170 kDa, soit la taille attendue pour
la protéine GST-R1, a été détectée pour les échantillons transfectés avec le vecteur pLBPfl-
GST-R1. La protéine R1 sans étiquette migre avec un poids moléculaire apparent de 140 kDa
malgré le fait que son poids moléculaire soit de 125 kDa. Cette anomalie s’explique par la
présence de régions acidiques dans son domaine NH2. On observe dans cette expérience que
la quantité de GST-R1 produite dans les cellules transfectées avec le plasmide pLBPf1-GST-R1
seul est plus grande que pour les cellules transfectées avec le plasmide pLBPfl-GST-R1 +
pLBPfl vide. Ce phénoméne a été observé dans les différentes expériences réalisées. Cette
variation pourrait étre due a une quantité totale de plasmides dans les cellules transfectées
avec les deux plasmides deux fois plus grande que dans les cellules transfectées avec le
plasmide LBPf1-GST-R1 seul, ce qui aurait pu mener a une compétition pour la machinerie de
transcription. Pour le reste des expériences dans les figures qui suivent la méme quantité de
plasmide total a été transfectée pour chaque condition testée. Il faut noter que la légére
différence dans la migration de GST-R1 entre les échantillons provenant d’'une transfection
avec le plasmide pLBPfl-GST-R1 seul et avec les plasmides pLBPfl-GST-R1+ pLBPfl vide
n’était pas reproductible. Tel que le montre la figure 7A, un changement prononcé sur les
niveaux de GST-R1 a été obtenu lors de la co-transfection avec HAUL24, la protéine R1 n’étant
plus détectée. Ces résultats démontrent que dans les cellules COS-7, la quantité de GST-R1
produite en présence d’HA-UL24 est largement inférieure a la quantité observée en son

absence et confirment les résultats des expériences préliminaires.
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1.2 Effet d’HA-UL24 sur I'expression de la protéine GST-R1 dans les cellules
293T

Afin de déterminer si l'effet d’'UL24 sur l'accumulation de R1 était spécifique au type
cellulaire, des cellules 293T (dérivées de cellules embryonnaires de rein humain et
transformées par des génes de I'adénovirus et qui exprime SV40 large T antigen) ont été co-
transfectées avec le plasmide pLBPfl-GST-R1 combiné avec le plasmide pLBPfl vide ou avec le
plasmide pLBPfl HA-UL24 (figure 7B). Le plasmide pLBPfl HA-UL24 a aussi été co-transfecté
avec le plasmide pLBPfl afin de déterminer si I'expression de la protéine UL24 était influencée
par la présence de GST-R1. Les résultats présentés montrent qu’en présence d’'HA-UL24 la
guantité de GST-R1 est diminuée comme dans les cellules COS-7. Cependant, la quantité
d’'HA-UL24 n’est pas affectée par la présence de GST-R1. Ces données suggeéerent que la
diminution de la quantité de R1 causée par I'expression d’'UL24 n’est pas spécifique au type

cellulaire utilisé.
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Figure 7: Effet d’HA-UL24 sur I’expression de la protéine GST-R1. A) Analyse par immunobuvardage
des protéines récoltées de cellules COS-7 transfectées pendant 48h avec les plasmides pLBPfl-GST-R1,
pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24 ou non transfectées (contréle). 50 pl de
chaque lysat cellulaire ont subi une électrophorése sur gel. La membrane a été immunomarquée
successivement avec un anticorps polyclonal de lapin anti-GST (panneau du haut), un anticorps
monoclonal anti-HA de souris (panneau du milieu) ou un anticorps monoclonal de souris contre I'a-
tubuline (panneau du bas). B) Analyse par immunobuvardage des protéines récoltées de cellules 293T
transfectées pendant 48h avec les plasmides pLBPfl-HA-UL24 + pLBPfl-, pLBPfl-GST-R1 + pLBPf,
pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24 ou non transfectée (contrdle). La membrane a été immunomarquée
successivement avec un anticorps polyclonal de lapin anti-GST (panneau du haut), un anticorps
monoclonal anti-HA de souris (panneau du milieu) ou un anticorps monoclonal de souris contre I'a-
tubuline (panneau du bas). La position des marqueurs de poids moléculaire est indiquée a gauche des
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panneaux et les protéines sont indiquées par une fleche a droite des panneaux. Ces expériences ont été
réalisées au moins trois fois.

1.3 Effet de différentes quantités de plasmide pLBPfl HA-UL24 sur
I’accumulation de la protéine GST-R1

Ayant observé une diminution de la quantité de GST-R1 dans les cellules co-transfectées
avec les plasmides pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl HAUL24, nous avons voulu déterminer si I'effet
sur GST-R1 était dépendant de la quantité d’'HA-UL24. Pour ce faire, nous avons co-transfecté
des cellules COS-7 avec des doses égales du plasmide qui contient le géne codant pour R1 et
des doses croissantes du plasmide pLBPfl HAUL24, puis on a complété avec le plasmide vide
(pLBPfl) afin de conserver les mémes quantités d’ADN transfectés dans chaque cellule (figure
8). Entre 0 et 0,1 ug de plasmide pLBPfl HAUL24 nous avons constaté qu’'une augmentation de
la quantité d’'UL24 entrainait une diminution de la quantité de R1 accumulée dans les cellules.
Cependant, lorsque la quantité de plasmide pLBPfl HAUL24 est supérieure au seuil de 0,1 ug
'augmentation de la concentration n’a plus d’effet sur la diminution de 'accumulation de R1. Ce
résultat montre que l'effet d’'UL24 sur R1 est dépendant de la quantité de pLBPfl HAUL24
transfectée.
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Figure 8: Effet de différentes quantités de plasmide pLBPfl HAUL24 sur les niveaux de GST-RL1.
Analyse par immunobuvardage des protéines récoltées de cellules COS-7 transfectées pendant 48h avec
les plasmides pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl, pLBPfl-HA-UL24 et pLBPfl avec des proportions différentes de
chaque plasmide comme décrit dans le tableau ou non transfectées (contrdle). 50 pl de chaque lysat
cellulaire ont subi une électrophoréese sur gel. La membrane a été immunomarquée successivement avec
un anticorps polyclonal de lapin anti-GST (panneau du haut), un anticorps monoclonal anti-HA de souris
(panneau du milieu) ou un anticorps monoclonal de souris contre I'a-tubuline (panneau du bas). La
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position des marqueurs de poids moléculaire est indiquée a gauche des panneaux et les protéines sont
indiquées par une fleche a droite des panneaux. Ces expériences ont été réalisées deux fois.

1.4 Effet d’HA-UL24 sur I'étiquette GST de R1

Nous avons ensuite voulu déterminer si I'effet d’'HA-UL24 sur GST-R1 pouvait représenter
un effet dHA-UL24 sur I'expression des protéines en général. Pour ce faire, nous avons
transfecté des cellules COS-7 avec les combinaisons suivantes de plasmides : pLBPfl-GST +
pLBPfl, pLBPfl-GST + pLBPfl-HAUL24, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl ou pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-
HAUL24 (figure 9). Comme pour les expériences précédentes, les cellules ont été lysées 48
heures post-transfection. Nous avons observé que I'expression de GST en présence ou en
absence d’HA-UL24 était similaire, a la différence de GST-R1 qui elle en présence d’HA-UL24
n'était plus détectée. Les niveaux d’expression d’HA-UL24 se maintenaient constants en
présence de la protéine GST-R1 ou de son étiquette GST. Ces résultats montrent que I'effet
d’HA-UL24 sur la protéine GST-R1 semble dépendre de la partie R1 et que ¢a ne représenterait

donc pas un effet général d’'UL24 sur I'expression des protéines.
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Figure 9: Effet d’HA-UL24 sur I'étiquette GST. Analyse par immunobuvardage des protéines récoltées
de cellules COS-7 transfectées pendant 48h avec les plasmides pLBPfl-GST + pLBPfl, pLBPfl-GST +
pLBPfl-HA-UL24, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24 ou non transfectées
(contrdle). 50 pl de chaque lysat cellulaire ont subi une électrophorése sur gel. La membrane a été
immunomarquée successivement avec un anticorps polyclonal de lapin anti-GST (deux panneaux du
haut), un anticorps monoclonal anti-HA de souris (troisieme panneau en partant du haut) ou un anticorps
monoclonal de souris contre l'a-tubuline (panneau du bas). La position des marqueurs de poids
moléculaire est indiquée a gauche des panneaux et les protéines sont indiquées par une fleche a droite
des panneaux. Cette expérience a été réalisée deux fois.
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1.5 Effet de mutations dans HA-UL24 sur I’expression de GST-R1

La protéine UL24 posséde cing domaines d’homologie dans sa partie N-terminale qui sont
caractérisés par la présences de plusieurs résidus hautement conservés ainsi qu’'un domaine
putatif d’endonucléase PD-(D/E)-XK (Knizewski et al., 2006; Jacobson et al., 1989). Dans notre
laboratoire deux virus qui expriment une protéine UL24 avec des substitutions dans certains
résidus, un avec les substitutions E99A et K101A appartenant au domaine PD-(D/E)-XK et le
deuxiéme avec une substitution G121A ont été créés. La position de ces mutations est illustrée
a la figure 10. Les virus vUL24 G121A et vUL24 E99A/K101A présentent un phénotype de
formation de plaques syncytiales qui est exacerbé a des températures de 39 °C en culture
cellulaire (Leiva-Torres et al.,, 2010, Bertrand, et al 2010). Par ailleurs, le mutant vUL24
E99A/K101A est atténué en culture cellulaire et dans un modéle murin d’infection oculaire. Afin
de déterminer si ces substitutions pouvaient avoir un effet sur la diminution de 'accumulation de
GST-R1 en présence d’HA-UL24, nous avons transfecté des cellules COS-7 avec les
combinaisons suivantes de plasmides: pLBPfl-GST-R1 + pLBPIfl, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-
HAUL24 comme témoins de l'effet observé et avec pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HAUL24-
E99AK101A, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HAUL24-G121A. Les protéines ont été récoltées apres
48 heures post-transfection L'immunobuvardage présenté a la figure 11 montre qu’en présence
des deux protéines HA-UL24 mutées, E99A/K101A et G121A, la protéine R1 s’accumule dans
les cellules au méme niveau que dans les cellules co-transfectées avec les plasmides pLBPfl-
GST-R1+ pLBPfl vide. Ces résultats montrent non seulement que ces résidus sont importants
pour l'effet d’'HA-UL24 sur I'accumulation de GST-R1, mais aussi suggérent fortement que cet

effet est dépendant de I'expression de la protéine UL24 et non seulement les transcrits.

G121A

uL24

1 269 aa
E99A /K101A

Figure 10: Représentation graphique des substitutions d’acides aminées dans UL24 d’HSV-1. Le grand
rectangle représente la protéine UL24, les carrés noirs représentent les domaines d’homologie conservés
numérotés de | a V. Les substitutions d’acides aminés introduites dans la protéine sont indiquées par
leurs noms et leurs positions. Figure modifiée de Bertrand, et al., 2010.
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Figure 11: Effet de substitutions dans HA-UL24 sur I'accumulation de la protéine GST-R1. Analyse
par immunobuvardage des protéines récoltées de cellules COS-7 transfectées pendant 48h avec les
plasmides pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24 E99AK101A, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24 G121A,
pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24 ou non transfectées (contrble). 50 pl de
chaque lysat cellulaire ont subi une électrophorése sur gel. La membrane a été immunomarquée
successivement avec un anticorps polyclonal de lapin anti-GST (panneau du haut), un anticorps
monoclonal anti-HA de souris (panneau du milieu) ou un anticorps monoclonal de souris contre l'a-
tubuline (panneau du bas). La position des marqueurs de poids moléculaire est indiquée a gauche des
panneaux et les protéines sont indiquées par une fleche a droite des panneaux. Ces expériences ont été
répétées trois fois.

2. Etude du mécanisme impliqué dans I'effet d’HA-UL24 sur

I’accumulation du GST-R1 virale

Les résultats précédents suggérent que la protéine HA-UL24 régule a la baisse I'expression
de la protéine GST-R1. Dans la littérature, le domaine PD-(D/E)-XK est présent dans un
domaine ribonucléase important pour un mécanisme de « Cap Snatching » du virus LCMV qui
permet de cibler les ARNm cellulaires afin de pouvoir exciser leurs coiffes et les utiliser comme
amorce pour la synthése des ARNm viraux. De cette maniéere le virus est capable d’inhiber la
transcription cellulaire et favoriser la sienne (Morin et al., 2010). Les résultats de la section
précédente montrent que des mutations dans des résidus hautement conservés (E99, K101 ou
G121) préviennent la diminution de I'accumulation de GST-R1. Les résidus E99 et K101 font
partie du domaine putatif d’endonucléase PD-(D/E)-XK de la protéine UL24. Ce résultat

supporte donc I'hypothése que l'activité nucléase putative de la protéine UL24 pourrait étre
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impliqguée dans son effet sur la R1. De plus, chez HSV-1, plusieurs protéines virales, comme
par exemple VP16 et ICP4, sont capables de réguler I'expression d’autres génes viraux en

intervenant a I'étape de transcription.
2.1 Effet d’UL24 sur I’accumulation des transcrits de R1

Afin de déterminer si UL24 pouvait intervenir au niveau de la transcription de R1, nous
avons comparé les quantités de transcrits de R1 produits lors de la transfection en présence ou
en absence d’UL24. Des cellules COS-7 ont été transfectées avec soit les plasmides pLBPfl-
GST-R1 + pLBPfl, soit pLBPfl-HAUL24 + pLBPfl ou soit pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HAUL24.
L’ARN total a été récolté 24 heures post-transfection pour déterminer les quantités de transcrits

de R1 et d’'UL24 produites dans les différentes conditions par PCR en temps réel (QPCR).

Les amorces spécifiques pour UL24 et R1 du HSV-1, on été congus grace au programme
Primer 3 (Rozen and Skaletsky, 2000) puis un « BLAST » des amorces contre la base de
données de nucléotides de NCBI a été fait afin de vérifier la spécificité des amorces pour les
transcrits de UL24 et R1 d’HSV-1 (Altschul et al., 1990) (figure 12). La spécificité des amorces a
été testée par PCR traditionnelle sur les échantillons d’ADNc synthétisés. Nous avons observé
I'amplification d’'une seule bande de la taille attendue pour les transcrits de R1, UL24 et GAPDH
(figure 13A). Les échantillons d’ADNc a 250 ug ont été dilués 1 :10 afin d’éviter la saturation du
laser. Pour chaque expérience, la spécificité des amorces, le contrdle que les amorces
n’amplifient qu’'un seul amplicon et qu’ils ne forment pas de diméres d’amorce, ont été vérifiés

par les courbes de dissociation sur chaque réaction de gPCR (figures 13B, 13C et 13D).
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Figure 12: Schéma indiquant la position des amorces congus afin d’amplifier les ARNm qui codent
pour A) la protéine R1 de HSV-1 et B) La protéine UL24 de HSV-1. C) Amorces correspondant au gene

gui code pour la protéine Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) décrit par Masuda et
al., 2004.
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Figure 13: Spécificité des amorces pour les transcrits d’UL24, de R1 et de GAPDH. A) Amplification
par PCR de I'ADNc synthétisé a partir d’ARN total isolé de cellules transfectées avec les plasmides
pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl-HAUL24. B) Courbe de dissociation de la réaction pour quantifier les transcrits
de R1. Le pic représente la dissociation spécifique du produit formé par la qPCR. Les différentes courbes
représentent la dissociation de ’TADNc de R1 dans les échantillons isolés de chaque type de transfection
testés en triplicata. C) Courbe de dissociation de la réaction spécifique pour les transcrits d’'UL24 testés

en triplicata. D) Courbe de dissociation de la réaction spécifique pour les transcrits de GAPDH. Les
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différentes quantités d’ARN cellulaires ont été testées en ftriplicata. L’abscisse représente les
températures en °C et les ordonnées représentent la variation de la fluorescence (dF/dT).

Nous avons utilisé la méthode de quantification relative AAC+ pour analyser les résultats de
ces gPCR. Cette méthode permet de quantifier les changements dans I'expression des
transcrits étudiés comparativement a un groupe contrdle (Livak, 2001). Dans ce cas, nous
avons utilisé les échantillons d’ADNc des cellules transfectées avec les plasmides pLBPfl-GST-
R1 et pLBPfl comme groupe contrdle et nous avons analysé les changements dans la quantité
des transcrits de R1 dans les échantillons extraits des cellules transfectées avec les plasmides
pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl-HAUL24 par rapport au contréle. Afin de normaliser les quantités de
plasmides transfectés par rapport au nombre de cellules présentes dans I'échantillon, nous
avons comparé la quantité de transcrits de R1 par rapport a celle d’'un géne cellulaire exprimé
de maniére constitutive, GAPDH. Les résultats de six expériences différentes présentés a la
figure 14 montrent que la quantité de transcrits de R1 est réduit de plus de 50% en présence
d’UL24. Une analyse par un test two way ANOVA montre que cette différence est hautement
significative (P<0,0001).
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Figure 14: Quantification par PCR en temps réel des ADNc de R1. Les ADNc ont été générés par
transfection transitoires de cellules COS-7 avec les plasmides pLBPfl-GST-R1 + le plasmide pLBPfl ou
les plasmides pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24. Le nombre de transcrits de R1 a été calculé par
rapport au nombre de transcrits du Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), un transcrit
témoin produit de maniére constitutive dans les cellules. Les résultats présentés représentent les
moyennes et I'écart type de six expériences indépendantes. Le test « two ways ANOVA » montre une
différence statistiquement significative de la quantité des transcrits de R1 en présence d’'UL24 p<0,0001.
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Les transcrits d’UL24 ont été aussi étudiés. Les échantillons récoltés des cellules
transfectées avec les plasmides pLBPfl-HAUL24 et pLBPfl ont été utilisés comme groupe
contr6le. Comme pour R1, six expériences différentes ont été réalisées et les résultats montre
que la quantité des transcrits d’'UL24 ne varie pas en présence ou en absence de R1 (figure
15).
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Figure 15: Quantification par PCR en temps réel des ADNc de UL24. Les ADNc sont générés par
transfection transitoire de cellules COS-7 avec les plasmides pLBPfl-HAUL24 + pLBPfl ou les plasmides
pLBPfl-HA-UL24 + pLBPfl-GST-R1. Le nombre de transcrits d’'UL24 a été calculé par rapport au nhombre
de transcrits du Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), un transcrit témoin produit de
maniére constitutive dans les cellules. Les résultats présentés représentent les moyennes et I'écart type
de six expériences indépendantes. Le test «two ways ANOVA » ne montre pas une différence
statistiquement significative de la quantité des transcrits d’UL24 en présence ou en absence de R1.

3. Etude de I'effet d’UL24 sur la dégradation de R1 virale

Les résultats précédents montraient une diminution de 50% de la quantité de transcrits de
R1 en présence d’'UL24. Néanmoins, les résultats au niveau de la protéine R1 montraient une
diminution plus importante la protéine qui n’était souvent plus détectée en présence d’HA-UL24.
La diminution au niveau des transcrits de R1 semblait donc moins grande que la diminution au

niveau de la protéine suggérant que la diminution au niveau transcriptionnel pourrait ne pas étre
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le seul mécanisme par lequel UL24 régulerait a la baisse I'expression de R1. Une possibilité
serait que la diminution de 'accumulation de R1 en présence d’'UL24 pourrait étre due a une
induction de la dégradation protéique. Afin de tester cette hypothese, nous avons choisi

d’étudier deux voies de dégradation protéique cellulaire, le protéasome et le lysosome.

3.1 Effet de I'inhibition de la voie du protéasome sur la réduction dans les
niveaux de GST-R1 en présence d’HA-UL24

Pour tester si I'effet observé de diminution de R1 en présence d’UL24 résultait d’'une
dégradation induite par la voie du protéasome, le fonctionnement du protéasome a été inhibé
avec I'epoxomicine ou le MG132. Différentes concentrations des inhibiteurs ont été testées afin
de trouver les concentrations optimales pour I'expérience. Les expériences présentées ont été
faites avec 0,5 uM d’epoxomicine ou 5 yM de MG132. Dans les premiers essais, des cellules
COS-7 ont été transfectées comme décrit auparavant et les inhibiteurs ont été ajoutés apres
cing heures, lorsque le milieu de transfection a été changé. Les cellules ont été incubées
pendant 48 heures additionnelles a 37°C. On a observé qu’aprés 48 heures, il y avait une forte
mortalité des cellules qui étaient en présence des inhibiteurs par rapport aux cellules contréles,
traitées avec le DMSO seulement (de l'acronyme en anglais Dimethyl sulfoxide). En
conséquence, nous avons décidé de récolter les protéines 24 heures aprés l'ajout des
inhibiteurs. Par contre, nous avons trouvé que dans ces conditions, la quantité de protéine
produite par les plasmides était faible (résultats non montrés). Ces résultats nous ont suggéré
que les cellules n’avaient pas eu suffisamment de temps pour produire les protéines a partir des

plasmides.

Nous avons déterminé empiriquement, que pour augmenter le temps d’expression des
protéines sans augmenter le temps d’exposition aux drogues, les inhibiteurs devraient étre
ajouté 24 heures post-transfection, puis incubé les cellules avec les inhibiteurs pendant 24
heures additionnelles (figure 16). Nous avons observé qu’on ne détectait plus la protéine R1 en
présence d’'UL24 en comparaison avec les cellules transfectées avec les plasmides pLBPfl-
GST-R1 et pLBPfl. De plus, nous avons observé que méme présence de I'inhibiteur MG132, la
protéine R1 n'a pas été détectée dans les échantillons de cellules transfectées avec les
plasmides pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl-HAUL24. Tout comme pour MG132 et le témoin DMSO,
les cellules en présence d’epoxomicine présentaient une diminution de la quantité de R1 en

présence d’'UL24 qui n'a pas été observée chez les cellules transfectées avec pLBPfl-GST-R1
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et pLBPfl. Nous avons aussi observé une variation dans les quantités d’a-tubuline mais ces
différences n’expliquaient pas la diminution de la quantit¢é de R1 en présence d’'UL24. Cette
variation dans les niveaux d’a-tubuline n’était pas maintenue dans les différentes expériences
réalisées. Egalement, une augmentation de la quantité d’'UL24 en présence d’epoxomicine a
été observée par rapport a la quantité d’'UL24 présente dans le témoin et les cellules incubées
avec MG132. Cette augmentation était peut-étre due a des variations intrinseques de
'expérience puisqu’elle n’était pas reproductible. Les résultats de cette expérience nous
suggeérent que la diminution de 'accumulation de R1 en présence d’'UL24 n’est pas due a une
dégradation de la protéine R1 par la voie du protéasome.

La membrane analysée a la figure 16 a été incubée avec un anticorps dirigé contre
'ubiquitine comme témoin de linhibition de cette voie de dégradation. Nous avons observé
gu’en présence des inhibiteurs, il y avait une accumulation de protéines ubiquitinylées qui
n’étaient pas dégradées (résultats non montrés). Ce résultat confirme que les cellules traitées

avec les inhibiteurs ont subi une inhibition du protéasome.

DMSO MG132 Epoxomicin
> » ™
S s s
I I I
,\‘3‘ e * ,\\3‘ i * ,.\\,7‘ i *
kDa S EE Y ES L
¥ & 66 X o 6% &6 6
T O ¢ T O ¢ & O ¢
250 —
150 — —_ a = = GATAY
7T . L. & «—HAUL2A
25
50 T4 R & a-Tubuline

Figure 16: Effet de I'inhibition du protéasome sur ’accumulation de GST-R1 en présence d’HA-
UL24. Les protéines ont été récoltées a partir de cellules COS-7 co-transfectées pendant 48h avec les
plasmides pLBPfl-GST-R1, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24. Chaque série
de cellules transfectées ont été traitées soit avec le DMSO (véhicule seulement) ou avec les inhibiteurs
du protéasome MG132 et epoxomicine. 50 ul de chaque lysat cellulaire ont subi une électrophorése sur
gel . La membrane a été immunomarquée successivement avec un anticorps polyclonal de lapin anti-
GST (panneau du haut), un anticorps monoclonal anti-HA de souris (panneau du milieu) ou un anticorps
monoclonal de souris contre l'a-tubuline (panneau du bas). La position des marqueurs de poids
moléculaire est indiquée a gauche des panneaux et les protéines sont indiquées par une fleche a droite
des panneaux. Ces expériences ont été répétées trois fois.

50



3.2 Effet de l'inhibition de la voie du lysosome sur la réduction dans les

niveaux de GST-R1 en présence d’HA-UL24

Afin de tester si la voie de dégradation du lysosome était responsable de la diminution
de 'accumulation de R1 en présence d’UL24, nous avons utilisé un inhibiteur de I'acidification
des endosomes et des lysosomes, la bafilomycine Al. Des cellules COS-7 ont été transfectées
avec pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl ou avec pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl-HAUL24. Aprés 24 heures,
l'inhibiteur des lysosomes a été ajouté au milieu a une concentration de 1 uM (comme décrit par
Yamamoto et al., 1998). Par inspection visuelle le traitement avec la bafilomycine Al ne
semblait pas induire une mortalité cellulaire. 24 heures plus tard, les protéines ont été récoltées
(figure 17). Nous avons observé une diminution de la quantité de GST-R1 en présence d’HA-
UL24 dans les cellules témoins (traitées avec DMSQO) par rapport a la quantité de GST-R1
produit dans les cellules transfectées avec le plasmide qui contient le géne qui code pour GST-
R1 et le vecteur vide. Chez les cellules traitées avec de la bafilomycine Al, il y avait moins de
R1 dans les cellules transfectées avec le plasmide pLBPfl-GST-R1 et le plasmide pLBPfl-
HAUL24 par rapport a celles qui ont été transfectées avec le plasmide pLBPfl-GST-R1 et le
plasmide pLBPfl. Les résultats étaient semblables a ceux pour les cellules traitées au DMSO,
suggérant que la voie de dégradation par le lysosome n’était pas responsable de la diminution

de 'accumulation de R1 en présence d’'UL24.
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Figure 17: Effet de Pinhibiteur de I'acidification du lysosome sur I'accumulation de GST-R1 en
présence d’HA-UL24. Les protéines ont été récoltées a partir de cellules COS-7 co-transfectées pendant
48h avec des plasmides pLBPfl-GST-R1, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl, pLBPfl-GST-R1 + pLBPfl-HA-UL24
ou non transfectée (contrdle). Chaque série de cellules transfectées ont été traitées soit avec le DMSO
(véhicule seulement) ou avec l'inhibiteur de I'acidification du lysosome bafilomycine A1. 50 ul de chaque
lysat cellulaire ont subi une électrophorése sur gel. La membrane a été immunomarquée successivement
avec un anticorps polyclonal de lapin anti-GST (panneau du haut), un anticorps monoclonal anti-HA de
souris (panneau du milieu) ou un anticorps monoclonal de souris contre I'a-tubuline (panneau du bas). La
position des marqueurs de poids moléculaire est indiqguée a gauche des panneaux et les protéines sont
indiquées par une fléche a droite des panneaux. Cette expérience a été réalisée deux fois.
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION

Cette étude nous a permis de mettre en évidence un possible réle d’'UL24 sur la
régulation de I'expression de la protéine R1. Des études préliminaires avaient montré que la
protéine UL24 interagissait avec la protéine R1 virale dans un contexte d’infection en culture
cellulaire (Luc Bertrand, résultats non publiés). En contexte de transfection transitoire, la
protéine UL24 semblait diminuer la quantité de protéine R1 exprimée. Afin de confirmer ce

résultat, la caractérisation de l'effet d’'UL24 sur R1 a été faite.

Nos expériences ont montré que la co-expression d’'HA-UL24 avec la GST-R1 causait
une baisse des niveaux de GST-R1 détectés aussi bien dans une lignée cellulaire de singe que
dans une lignée humaine. La baisse dans la quantité de GST-R1 était dépendante de la dose
de plasmide codant pour HA-UL24 transfecté. Cette baisse d’expression n'a pas été observée
pour I'expression de la protéine étiquette GST. Finalement, en présence de la protéine UL24
portant des substitutions de résidus hautement conservés (E99, K101 et G121), les niveaux
d’expression de GST-R1 étaient rétablis ce qui montre que non seulement ces résidus sont
importants pour I'effet d’UL24 sur 'accumulation de GST-R1, mais aussi que cet effet nécessite
I'expression de la protéine UL24 native. Comme deux résidus importants pour I'effet d’'UL24 sur
GST-R1 font partie du domaine d’endonucléase putatif d’'UL24 (Knizewski et al., 2006), cela
suggére un réle pour la fonction potentielle d’endonucléase d’'UL24 dans cet effet. Cette
hypothése est supportée par notre observation que I'expression d’HA-UL24 cause une
réduction de 50% de la quantité de transcrits de R1. L’ampleur de cette différence ne semblant
pas suffisante pour expliquer la diminution trés importante de la quantité de protéine GST-R1
observé en présence d’'HA-UL24, nous avons voulu déterminer si l'effet d’'UL24 pouvait
impliquer d’autres mécanismes. Afin de tester si I'effet d’'UL24 sur R1 pouvait étre médié via un
mécanisme de dégradation de la protéine, des études sur l'implication potentielles de deux
voies de dégradations protéiques ont été effectuées. Les résultats ont montré que ni la voie du
protéasome ni la voie du lysosome n’étaient impliquées dans la diminution de la quantité de
GST-R1 en présence d’'UL24.
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1. Effet d’UL24 sur I’'accumulation de la protéine R1 du HSV-1

1.1 Caractérisation de I’effet d’UL24 sur la protéine R1

Afin de caractériser l'effet d’UL24 sur la protéine R1, les expériences préliminaires ont
été refaites avec des témoins additionnels (figure 7A et B). Nous avons observé qu’il y avait une
diminution de la quantité de protéine GST-R1 détectée quand les cellules ont été co-
transfectées avec le vecteur qui code pour R1 et le vecteur vide par rapport a celles
transfectées seulement avec le vecteur pLBPfl-GST-R1. Cette diminution ne peut pas étre
expliquée par une compétition de la machinerie de transcription pour le promoteur puisque les
plasmides pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl-HAUL24 ont le méme promoteur CMV et que la quantité

totale de plasmides utilisée a été la méme dans les deux cas de co-transfection.

Les cellules COS-7 utilisées dans ces expériences sont des cellules immortalisées de
rein de singe vert Africain dérivées de la lignée CV-1 et transformées par un mutant du virus de
singe 40 (SV40) défectueux pour 'ORF qui code pour I'antigéne « large T » de type sauvage
(Gluzman, 1981). Cette lignée cellulaire est connue pour étre facilement transfectable. Afin de
tester si l'effet observé était dépendant du type cellulaire utilisé, des co-transfections des
vecteurs pLBPfl-GST-R1 et pLBPfl-HAUL24, ainsi que leurs témoins correspondants, ont été
faites dans des cellules 293T. Les cellules 293T, tout comme les cellules COS-7 sont facilement
transfectables, mais proviennent d’une lignée de cellules de rein humaines immortalisées par
des génes de l'adénovirus. Elles expriment constitutivement I'antigéne « large T » du SV40
(Pear et al., 1993). Les quantités d’UL24 étaient similaires dans les cellules qui ont été co-
transfectées avec les plasmides pLBPfl-HAUL24 et pLBPfl-GST-R1 ou avec pLBPfl-HAUL24 et
pLBPIfl. Ainsi on a observé que la protéine GST-R1 n’était plus détectée quand la protéine HA-
UL24 était co-exprimée, a différence des cellules qui produisent uniquement R1. Ces résultats
sont similaires a ceux observés chez les cellules COS-7, ce qui confirme qu’il y a une
diminution de la quantité de GST-R1 en présence d’'HA-UL24 et qui montre que cet effet est

indépendant du type cellulaire utilisé.

Dans ces expériences, les deux protéines exprimées a partir des transfections sont des
protéines qui sont traduites avec leurs étiquettes respectives. Nous avons transfecté le
plasmide qui code pour HA-UL24 avec soit le plasmide qui code pour GST ou soit avec le
plasmide qui code pour GST-R1 afin de déterminer si I'étiquette GST pouvait jouer un réle dans
la diminution de la quantité de GST-R1 en présence d’HA-UL24. Nous avons observé que

I'expression de GST était similaire chez les cellules co-transfectées avec pLBPfl-GST + pLBPfl
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et pLBPfl-GST + pLBPfl-HAUL24. Ces résultats suggéerent que la diminution de la quantité de
GST-R1 en présence de la protéine HA-UL24 n’impliquerait pas I'étiquette GST. Cependant,
des expériences similaires utilisant un plasmide qui code pour la protéine R1 sans I'étiquette

devront étre réalisées pour définitivement conclure que I'effet est indépendant de GST.

1.2 Effet de différentes quantités de plasmide pLBPfl HAUL24 sur ’accumulation
de la protéine R1

Afin de confirmer que la réduction des niveaux de R1 observée était dépendante d’HA-
UL24, des cellules COS-7 ont été transfectées avec le plasmide pLBPfl-GST-R1 et des doses
croissantes de pLBPfl-HA-UL24. Les résultats de cette expérience montrent qu’il y a une
diminution croissante de la quantité de R1 qui corréle avec une augmentation de la quantité
d’'HA-UL24 présent dans les cellules, et donc que la diminution de la quantité de GST-R1 est
dépendante de la présence d’HA-UL24. Lorsque nous avons transfecté le plasmide qui code
pour HA-UL24 et le plasmide qui code pour GST-R1 a un ratio de 1 :20, nous avons observé
une diminution de la quantité de GST-R1 produit similaire a celle vue dans les expériences
précédentes ou les quantités de plasmide codant pour HA-UL24 utilisées étaient plus hautes. Il
semblerait que l'effet d’'UL24 sur R1 ne nécessite pas des quantités stoechiométriques d’'UL24
par rapport a R1, des expériences supplémentaires devront se faire afin de confirmer cette
idée. Cette expérience montre que la diminution de 'accumulation de GST-R1 est spécifique a
la présence d’HA-UL24, puisque la diminution de R1 est dépendante de la quantité d’'UL24
produite. Malgré ces résultats la possibilité que 'ARN d’'UL24 soit responsable de [l'effet

observé n’est pas écartée.
1.3  Effet de substitutions en UL24 sur la régulation génique de R1 virales

UL24 posséde un domaine d’endonucléase de type PD-(D/E)-XK dans sa portion N-
terminale. La fonction de ce domaine n’a pas encore été démontrée expérimentalement pour
UL24 mais le role essentiel du motif PD-(D/E)-XK pour I'activité enzymatique des nucléases qui
possédent ce domaine est bien connu (Knizewski et al., 2006). Un HSV-1 qui posséde des
mutations dans deux résidus conservés (E59A et K101A) du motif PD-(D/E)-XK d’'UL24
présente un phénotype de formation de syncytiums a 39°C ainsi qu'une réduction de la
réplication virale et de la réactivation dans les ganglions trigéminaux (Leiva-Torres et al.,
2010b). Ces résultats montrent que ce motif est important pour la pathogenése du virus. Nos
résultats montrant qu'en présence de la protéine UL24 porteuse de ces deux mutations la

protéine R1 est exprimée presqu’au méme niveau que celui obtenu avec le témoin positif GST-
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R1 + vecteur vide suggérent que ce motif est aussi important pour I'effet d’UL24 sur les niveaux
d’expression de R1. Le fait que les résidus mutés sont connus comme étant essentiels a
l'activité nucléasique de plusieurs des membres de cette famille suggére qu’une telle activité
pourrait étre impliquée dans l'effet d’'UL24 sur R1. La majorité des activités nucléasiques
rapportées pour les membres de la famille PD-(D/E)-XK ont comme substrats des molécules
d’ADN. Les coupures effectuées par ces enzymes trés diversifiées ont des fonctions tres
variées tels que la protection contre I'envahissement par des ADN étrangers, la réparation de
'ADN, la résolution des jonctions de Hollyday et la recombinaison de 'ADN. Cependant, des
endonucléases capables d'utiliser comme substrat 'ARN et ayant des structures semblables
aux endonucléases de restriction de type 2 ont été décrites pour certains virus tels les
arenavirus, les bunyavirus, et I'influenza. Ainsi, la partie N-terminale de la protéine L du LCMV,
un virus de la famille Arenaviridae, possede un domaine PD-(D/E)-XK. Cette protéine est
capable d’enlever la structure coiffe des ARNm cellulaires permettant le recyclage de cette
structure pour la synthése des ARNm viraux. Cette fonction implique le domaine PD-(D/E)-XK
(Morin et al., 2010). Des études devront étre effectuées pour d’'une part démontrer qu’UL24
possede une activité nucléasique et pour déterminer quel type de substrat elle peut cliver. Cela
contribuera a la compréhension du mécanisme impliqué dans l'effet d’UL24 sur R1. Nous

présenterons a la section suivante diverses hypothéses sur le sujet.

La mutation G121A située dans le motif IV du domaine putatif d’endonucléase produit un
virus mutant avec un phénotype de formation de syncytiums. Cependant, cette substitution ne
semble pas affecter la réplication du virus comme celle ciblant le motif PD-(D/E)-XK (Leiva-
Torres et al., 2010b). Pourtant, nous avons trouvé que la quantité de protéine R1 produite en
présence de la protéine mutée UL24 G121A est similaire a la quantité de R1 produite dans les
cellules qui ne contiennent pas d’'UL24, suggérant que ce résidu aussi est important pour la
diminution de I'accumulation de R1 en présence d’UL24. Dans plusieurs des endonucléases de
type PD-(D/E)-XK, le motif IV qui posséde une structure secondaire d’hélice alpha contient des
résidus impliqués dans le site catalytique. Il est donc plausible que la mutation G121A a l'instar
de la double mutation ES9A/K101A affecte I'activité nucléasique d’UL24. |l est aussi possible
gue la mutation de ce résidu affecte la structure de la protéine. Il est difficile de spéculer
davantage sur I'impact des mutations d’UL24 tant que leurs effets sur I'activité nucléasique de
la protéine n’auront pas été déterminés. De méme, il nous apparait prématuré de discuter d’'un
éventuel lien entre le phénotype de formation de syncytiums et la diminution de 'accumulation

de R1 en présence d’UL24 tant que cet effet d’'UL24 n’aura pas été démontré dans des cellules
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infectées par HSV. Néanmoins, les résultats présentés dans cette étude montrent clairement
l'importance des résidus conservés E99/K101 et G121 pour l'effet d’'UL24 sur I'expression de

R1 dans un contexte de transfection transitoire.

2. Effet d’UL24 sur la régulation génique de R1 virale au niveau des

transcrits

HSV-1 régule hautement I'expression de ses génes ainsi que leur traduction. Par
exemple, la protéine virale ICP4 en se liant & des promoteurs spécifiques régule, a la hausse ou
a la baisse, I'expression de génes immédiats précoces et précoces. La protéine virale vhs
dégrade les transcrits cellulaires et viraux. Les microARN codés par le virus inhibent la
traduction de certains ARNm. Ces mécanismes agissent a chaque étape de la réplication virale
en régulant non seulement la transcription per se des génes mais aussi la quantité de transcrits
de facon post transcriptionnelle. Nos résultats montrant qu’il y a une diminution de 50% de la
quantité de transcrits de R1 en présence d’'UL24 suggérent que cette protéine pourrait exercer
son effet via de tels mécanismes. Cette diminution pourrait expliquer en partie I'effet observé au
niveau de la protéine R1. Néanmoins, nous ne pouvons pas conclure que c’est uniquement au
niveau de la transcription qu'UL24 régule a la baisse la quantité de protéine R1 dans nos

expériences ce qui sera discuté dans la section suivante.

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer I'effet d’'UL24 sur la quantité de transcrits de
R1 en contexte de transfection transitoire ainsi que la spécificité observée. Les deux premiers
mécanismes que nous proposons sont basés sur nos résultats qui suggérent que cet effet
requiert une activité nucléasique. Les comparaisons de séquences qui ont mené a
l'identification du domaine endonucléase dans UL24 suggeére que cette nucléase aurait comme
substrat 'ADN (Knizewski et al., 2006). La localisation nucléaire de la protéine appuie cette
hypothése. Le premier mécanisme serait qu’'UL24 clive spécifiquement le plasmide pLBPfl-
GST-R1 au début de la séquence nucléotidique de la R1 a la suite de la reconnaissance soit
d’'un site spécifique comme un enzyme de restriction ou du haut contenu en GC de ce segment
d’ADN viral. Une telle coupure interromprait la transcription de la séquence codante de la R1
mais non celle de la GST. La non détection de GST dans le puits GST-R1 + HA-UL24 a la
figure 9 pourrait s’expliquer par le fait que les ARNm tronqués produits dépourvus de sites de
polyadénylation n’auraient pas de queue polyA et seraient donc trés instables. Ce mécanisme a
pour avantage d’expliquer I'absence d’effet d’'UL24 sur I'expression de la GST a partir du

plasmide contrdle pLBPfl-GST, ce dernier ne contenant pas de séquences cibles pour son
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activité nucléase. Le deuxieme mécanisme serait semblable au premier sauf que la cible de
l'activité enzymatique serait TARNm en cours de transcription. Cette possibilité est plus
improbable étant donné qu’a notre connaissance une telle activité n'a jamais été décrite pour

les membres de la famille des nucléases a motif PD-(D/E)-XK.

D’autres mécanismes n’impliquant pas obligatoirement une activité nucléasique pour
UL24 sont plausibles. Certains de ces mécanismes s’appuient sur les résultats de la littérature
sur UL76 d’'HCMV, un homologue d’'UL24 qui serait capable de réguler I'expression de génes
viraux en diminuant ou en augmentant I'expression de promoteurs viraux (Wang et al., 2000).
Ainsi, UL24, comme UL76, pourrait réguler I'expression du géne qui code pour la protéine R1
en agissant négativement au niveau du promoteur. Cependant, dans notre étude les génes de
la GST-R1 et de la GST seul étant sous le contrble du méme promoteur exogéne, il est
hautement improbable qu'UL24 puisse exercer un effet négatif sur R1 sans affecter GST en
agissant exclusivement sur le promoteur. Il est donc hautement improbable qu’une action au
niveau du promoteur soit a I'origine de 'effet d’'UL24 observé dans nos expériences. De plus en
contexte d’infection, UL24 étant une protéine a cinétique tardive, un effet d’UL24 au niveau des
promoteurs immeédiat-précoces ou précoces comme celui de la R1 n’est pas évident.
Finalement, une derniére série de mécanismes peut étre énumérée pour expliquer I'effet
d’'UL24 sur les transcrits de R1 en contexte de transfection transitoire ainsi que la spécificité
observée tels que des effets sur I'élongation ou la stabilité des transcrits. Pour expliquer la
spécificité, la présence de structures particulieres dans ’TARNm de la R1 pourrait étre évoquée.
Cependant, ces mécanismes n’étant appuyés présentement par aucune donnée expérimentale

nous ne spéculerons pas davantage sur le sujet.

3. Etude de I'effet d’'UL24 sur la régulation du niveau de R1 virale au

niveau de I’expression de protéines

La dégradation des protéines cellulaires est hautement régulée par différents
mécanismes. La voie de dégradation par le protéasome est en charge de dégrader les
protéines qui ont accompli leur fonction dans la cellule et sont donc ciblées pour la
dégradation, ainsi que les protéines qui ont des défauts de repliement. La voie de dégradation

du lysosome est en charge du recyclage des membranes, de la dégradation de
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macromolécules ainsi que de la dégradation d’organelles cellulaires par la formation

d’autophagosomes (autophagie).

3.1 Etude de la contribution du protéasome sur la dégradation de R1 par UL24

HSV-1 est capable d’'influencer la dégradation des protéines par la voie du protéasome.
La protéine ICPO en s’associant avec des ubiquitines ligases peut cibler des protéines pour leur
dégradation par la voie du protéasome (voir introduction, partie 2.4.1). Les expériences décrites
dans ce mémoire ont montré que la présence d’UL24 diminue la quantité de R1 dans les
cellules. Tout comme ICPO, UL24 pourrait cibler la protéine R1 pour sa dégradation par la voie
du protéasome. Afin de tester cette hypothese, on a inhibé la fonction du protéasome avec deux
inhibiteurs spécifiques, le MG132 et 'epoxomicine. Les résultats ont montré qu’en présence de
MG132 ou d’epoxomicine les cellules transfectées avec les plasmides pLBPfl-GST et pLBPfl-
HAUL24 présentent toujours moins de R1 que les cellules transfectées avec les plasmides
pLBPfl-GST et pLBPfl. Puisque les inhibiteurs du protéasome n’ont pas empéché la réduction
dans les niveaux de R1, ¢a suggére que la voie de dégradation du protéasome n’intervient pas

dans ce phénomeéne.

3.2 Contribution du lysosome sur la dégradation de R1 par UL24

Le protéasome ne semble pas étre le responsable de la diminution de 'accumulation de
R1 en présence d’UL24. Néanmoins cette diminution pourrait étre due a une dégradation
accélérée de la protéine par la voie du lysosome. Afin de tester cette hypothese, on a utilisé un
inhibiteur de l'acidification du lysosome, la bafilomycine A1. Nos résultats avec la bafilomycine
Al montrent que la diminution de la quantité de GST-R1 en présence d’'HA-UL24 est similaire
dans les cellules traitées et non traitées. Donc, la diminution de 'accumulation de R1 dans les
cellules en présence d’UL24 ne semble pas étre due a une dégradation par la voie du

lysosome.
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CHAPITRE 6 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans cette étude, un effet d’'UL24 sur I'expression de la protéine R1 du HSV-1 a été
investigué. Des co-transfections de plasmides qui contiennent le gene codant pour la protéine
UL24 attaché a une étiquette d’hémagglutinine et pour la protéine R1 attachée a une étiquette
de GST ont été réalisées chez deux types cellulaires différents. Dans les cellules de singe
autant que dans les cellules humaines, la quantité de protéine R1 exprimée en présence
d'UL24 était inférieure a celle produite quand le plasmide qui code pour GST-R1 a été
transfecté seul ou avec le vecteur vide. Afin de caractériser ce phénoméne des tests sur la
spécificité de l'effet d’'UL24 sur R1 ont été réalisés. Ces tests ont montré qu'UL24 diminue
I'accumulation de R1 dans les cellules d’'une maniére dépendante de la dose, et que I'étiquette
de GST attachée a la R1 ne semble pas impliquée dans cet effet. Ces résultats montrent que la
protéine UL24 d’'HSV-1 affecte lI'accumulation de R1 dans un contexte de transfection
transitoire. Deux plasmides qui contiennent des mutations ciblant des résidus hautement
conservés de la protéine UL24 ont été testés afin de voir leur influence sur 'accumulation de R1
dans les cellules. Les résultats montrent que les résidus E99, K101 et G121 sont importants
pour la réduction de R1 en présence d’'UL24. Les mutations E99 et K101 ciblent le domaine
putatif d’endonucléase. Ces résultats prouvent aussi que la protéine UL24 native est importante
pour I'effet observe, et suggérent que le domaine endonucléase est important dans la réduction
des niveaux de R1. Néanmoins, d’autres parties de la protéine pourraient aussi étre impliquées

dans cet effet.

L’étude sur la quantité de transcrits de R1 dans les cellules en présence et en absence
d’'UL24 a montré qu’il y a une diminution de 50% de la quantité de transcrits de R1 en présence
d’'UL24. Des études futures seront nécessaires pour déterminer par quel mécanisme UL24
agirait pour diminuer la quantité de transcrits de R1. La diminution dans la quantité de transcrits
de R1 ne semble pas étre la seule raison expliquant que la quantité de protéine R1 est
diminuée en présence d'UL24. Des tests pour voir si cette diminution était due a une
dégradation de la protéine R1 par la voie du protéasome ont été réalisés. Les résultats montrent
que cette voie de dégradation n’est pas responsable de la diminution de I'accumulation de R1
en présence d’'UL24. La voie de dégradation du lysosome a été aussi testée afin de voir si la
diminution de R1 en présence d’'UL24 est due a une dégradation par cette voie. Les résultats

suggeérent que cette voie n'est pas responsable de l'effet observé pour la protéine R1 en
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présence d’'UL24. D’autres formes de dégradation doivent étre testées afin d’écarter l'idée

qu’UL24 pourrait agir au niveau de la protéine R1 pour accélérer sa dégradation.

L‘étude réalisée montre un effet de la protéine UL24 sur I'expression d'une autre
protéine virale R1. Deux questions fondamentales devront étre posées pour connaitre
limportance de ce phénoméne. Premierement, il faudra déterminer si I'effet observé est
spécifigue ou non & R1 en examinant si d’autres protéines cellulaires ou virales peuvent étre
régulées par le méme mécanisme. Deuxiemement, il faudra déterminer si en contexte
d’infection on observe le méme phénoméne qu’en transfection transitoire. On pourrait penser
gue dans un contexte viral, la protéine R1 serait exprimée dans des temps précoces de
l'infection ou elle joue son réle réductase, puis ensuite elle s’accumulerait dans la cellule afin de
prévenir l'apoptose. La quantité de R1 présente dans les cellules infectées se maintient
longtemps pendant le cycle de réplication du virus. Cependant, son accumulation pendant la
phase tardive a été peu étudiée (Langelier et al., 2002) et la protéine UL24, permettrait peut-
étre de réguler a la baisse la quantité de protéine R1 dans cette phase. On peut aussi envisager
que la protéine UL24 permettrait d’éviter une surproduction de R1 en diminuent la quantité de
transcrits de R1. Une autre possibilité, étant donné l'importance de ces deux protéines dans la
neuropathogenése du HSV-1, serait que dans les cellules neuronales UL24 pourrait réguler la

production de la protéine R1, afin de favoriser I'entrée en latence du virus.

Finalement, une étude plus approfondie du mécanisme par lequel UL24 peut influencer
I'expression génique permettra de mieux comprendre les fonctions de cette protéine et son rble

dans la pathogeneése virale.
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