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RÉSUMÉ 

Le virus herpès simplex 1 (HSV-1) est un virus enveloppé à ADN double brin. Ce virus cause 

typiquement des lésions orales qui se résorbent d’elles-mêmes, mais cet agent pathogène peut 

également induire des kératites oculaires et, dans de rares cas, des encéphalites sévères.  

Dans la cellule infectée par le HSV-1, la protéine cellulaire Upstream Binding Factor (UBF) se 

relocalise du nucléole vers les compartiments de réplication virale. UBF est un facteur de 

transcription dont la principale fonction est d’activer la transcription des gènes ribosomaux par 

l’ARN polymérase I. Notre laboratoire a découvert que UBF colocalise avec l’ADN viral de HSV-

1 et affecte négativement sa réplication ainsi que sa transcription. Ainsi, UBF fait partie de la 

réponse antivirale intrinsèque de la cellule. L’hypothèse que nous avons émise est que les 

résidus nécessaires pour l’activité transcriptionnelle de UBF sont importants pour son activité 

antivirale. 

L’objectif global de ce projet était d’effectuer une analyse structure-fonction de UBF afin 

d’identifier les acides aminés critiques pour sa fonction antivirale, en se focalisant sur des 

résidus qui ont été démontrés comme étant importants pour son activité transcriptionnelle.  

Une stratégie de mutagenèse dirigée a été utilisée pour créer une banque de gènes UBTF 

mutés codant pour des substitutions d’acides aminés dans la protéine. Des sites de modification 

post-traductionnelle ont été ciblés (e.g. site de phosphorylation, site d’acétylation, site de 

méthylation). La mutation "E210K", associée à une maladie neurodégénérative rare, a 

également été testée. Nous avons généré les mutations suivantes : T201A ; S389A ; S412A ; 

S484A ; K232A ; K254A ; K352A et E210K, connues pour affecter l’activité transcriptionnelle 

d’UBF. L’expression des différentes formes d’UBF a été vérifiée par Western blot dans le cadre 

de transfection transitoire de la lignée épithéliale humaine HeLa.  

Les formes mutées d’UBF ont été exprimées de manière ectopique dans un contexte d’infection 

de cellules épithéliales pour savoir si la mutation affecte la capacité inhibitrice d’UBF. La 

formation des compartiments de réplication virale de HSV-1 a été suivie par microscopie 

confocale en observant le marquage de l’ICP8, une protéine virale qui lie l’ADN simple brin.  

Parmi les différentes mutations testées, seule la mutation du site d’acétylation K352 a induit une 

différence significative d’activité inhibitrice par rapport à l’UBF de type sauvage.  
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La substitution de la lysine 352 par l’alanine a maintenu la formation des compartiments de 

réplication virale, abolissant ainsi l’inhibition de la réplication du HSV-1 par l'UBF. Cette 

mutation est également associée à une réduction de la transcription des gènes ribosomiques. 

Ces observations suggèrent que le site d’acétylation en position 352, essentiel pour l’activité 

transcriptionnelle de l’UBF, joue également un rôle crucial dans son activité antivirale. 

Cette découverte contribue à une meilleure compréhension du mécanisme mis en œuvre par 

l’UBF pour inhiber la réplication du HSV-1. Une telle compréhension pourrait avoir des 

implications importantes dans le développement de nouvelles approches thérapeutiques contre 

le HSV-1. 

 

Mots clés : HSV-1 ; UBF ; réponse antivirale ; interaction hôte-virus ; High Mobility Group ; HMG 
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ABSTRACT 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is an enveloped, double-stranded DNA virus. This virus typically 

causes self-resorbing oral lesions, but this pathogen also has the potential to induce ocular 

keratitis and, in rare cases, severe encephalitis.  

In HSV1-1 infected cells, the cellular protein Upstream Binding Factor (UBF) relocates from the 

nucleolus to viral replication compartments. UBF is a transcription factor whose main function is 

to activate the transcription of ribosomal genes by RNA polymerase I. Our laboratory has 

discovered that UBF colocalizes with HSV-1 viral DNA and impairs both its transcription and 

replication. Thus, UBF is a component of the cell's intrinsic antiviral defense. According to our 

hypothesis, the residues essential for UBF’s transcriptional activity are crucial for its antiviral 

activity. 

The overall goal of this project was to conduct a structure-function analysis of UBF in order to 

pinpoint the amino acids necessary for its antiviral function, with a particular emphasis on 

residues that have been demonstrated to be important for its transcriptional activity. 

A site-directed mutagenesis strategy was used to create a library of mutated UBTF genes 

encoding amino acid substitutions in the protein. Post-translation modification sites were 

targeted (e.g., phosphorylation site, acetylation site, methylation site). The “E210K” mutation, 

associated with a rare neurodegenerative disease, was also tested. We generated the following 

mutations: T201A; S389A; S412A; S484A; K232A; K254A; K352A and E210K, which are known 

to affect UBF’s transcriptional activity. The expression of different UBF forms was verified by 

Western blot in the context of transient transfection of the human epithelial cell line HeLa.  

To find out whether the mutation affects UBF's ability to suppress infection in epithelial cells, 

mutated forms of the protein were ectopically expressed in HeLa cells. Confocal microscopy 

was used to monitor the formation of HSV-1 viral replication compartments by observing ICP8 

labeling, a viral protein binding single-stranded DNA.  

Among the various mutations tested, only the acetylation site mutation K352 resulted in a 

significant difference in inhibitory activity compared to wild-type UBF. The substitution of lysine 

352 with alanine preserved the formation of viral replication compartments, thus abolishing the 

inhibition of HSV-1 replication by UBF. This mutation is also associated with a reduction in 

ribosomal gene transcription. 
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These observations suggest that the acetylation site at position 352, crucial for UBF's 

transcriptional activity, also plays a crucial role in its antiviral activity.  

This discovery contributes to a better understanding of the mechanism employed by UBF to 

inhibit HSV-1 replication. Such understanding could have significant implications in the 

development of new therapeutic approaches against HSV-1. 

 

Keywords: HSV-1; herpesvirus; UBF; antiviral response; host-virus interaction; high mobility 

group; HMG 
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1 INTRODUCTION 

1.1 Virus herpès simplex 1  

1.1.1 Taxonomie  

Selon le rapport le plus récent de 2022 du Comité international de taxonomie des virus 

(International Committee on Taxonomy of Viruses-ICTV), la famille des orthoHerpesviridae 

appartient à l'ordre des Herpesvirales aux côtés des familles des Alloherpesviridae et des 

Malacoherpesviridae. Cette famille comprend entre autres neuf virus qui infectent les êtres 

humains et est subdivisée en trois sous-familles distinctes : les Alphaherpesvirinae, les 

Betaherpesvirinae, et les Gammaherpesvirinae.  

La sous-famille Alphaherpesvirinae comprend trois virus humains, soit les Alphaherpesvirus 

humains 1, 2 et 3. Les deux premiers sont plus couramment désignés sous les noms de Virus 

Herpès Simplex 1 et 2 (HSV-1 et HSV-2) et font partie du genre simplexvirus. Le troisième virus 

humain appartient au genre Varicellovirus et est communément appelé le virus Varicelle-Zona. 

Les virus de la sous-famille Alphaherpesvirinae ont généralement un cycle de réplication plus 

rapide que les autres virus herpès humains. La plupart d'entre eux sont des virus neurotropes 

qui établissent la latence dans les neurones. 

Les virus humains de la sous-famille Betaherpesvirinae sont regroupés en deux genres. 

L’espèce Betaherpesvirus humain 5, également connue sous le nom de cytomégalovirus 

humain, est classée dans le genre Cytomegalovirus. Quant aux espèces Betaherpesvirus 

humains 6A, 6B et 7, elles appartiennent au genre des Roseolovirus. Les Betaherpesvirus sont 

caractérisés par un tropisme généralement restreint, à la fois en ce qui concerne l'espèce hôte 

et le type cellulaire. Leur cycle de réplication est lent et le virus a tendance à rester associé aux 

cellules. 

La sous-famille Gammaherpesvirinae comprend le Gammaherpesvirus humain 4, membre du 

genre Lymphocryptovirus et mieux connu sous le nom de virus d’Epstein-Barr. Cette sous-

famille comprend également le virus herpès humain de type 8, connu pour causer le sarcome 

de Kaposi (KSHV), et qui appartient au genre Rhadinovirus. Les virus de la sous-famille 

Gammaherpesvirinae présentent un tropisme lymphocytaire et sont connus pour leur potentiel 

oncogénique. 
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1.1.2 Pathogénèse 

Le virus herpès simplex de type 1 est un pathogène humain très répandu. En 2016, on estimait 

qu’environ 3,7 milliards de personnes âgées de moins de 50 ans, soit 67% de la population 

mondiale, étaient séropositives pour le HSV-1 (James et al., 2020). 

Le HSV-1 se transmet principalement par un contact direct avec les muqueuses buccales, 

entraînant une infection à vie. Ce virus provoque généralement des lésions cutanées, 

communément appelées boutons de fièvre ou feux sauvages, qui se résorbent d'elles-mêmes. 

De plus, le HSV peut affecter diverses structures oculaires, entraînant un éventail de 

manifestations cliniques de gravité variable. La complication oculaire principale associée au 

HSV est la kératite, une infection de la cornée qui peut conduire à la cécité (Bagga et al., 2020). 

Lorsque le HSV-1 envahit le système nerveux central, il peut déclencher une encéphalite 

rapidement progressive, nécrosante et potentiellement mortelle chez les humains. L'encéphalite 

herpétique présente un taux de mortalité significatif, avec entre 20% et 30% des patients 

décédant malgré un traitement approprié, et ce taux de mortalité augmente à 70% en l'absence 

de traitement (Whitley & Johnston, 2021; Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). 

Le HSV-1 établit une latence dans le ganglion trigéminal et peut être réactivé en réponse à une 

variété de stimuli chimiques, physiques et biologiques, notamment le stress physique ou 

émotionnel, la fièvre, l'exposition aux rayons ultraviolets, les lésions tissulaires, la 

transplantation d'organes ou l'immunosuppression (Pires de Mello et al., 2016). 

1.1.3 Structure du virus HSV-1 

Le HSV-1 est un virus enveloppé à ADN double brin linéaire d'environ 152 kb, comprenant plus 

de 80 gènes et contenu à l'intérieur d'une capside icosaédrique. La capside est composée de 

162 capsomères organisés en 150 hexones, 11 pentons et 1 portail. Les hexons et les pentons 

sont formés par VP5, la protéine majeure de la capside, et sont reliés entre eux par les 

protéines VP23 et VP19C. Entre la capside et l’enveloppe, il existe une couche non structurée 

appelée tégument, composée de protéines cellulaires et virales essentielles pour une infection 

efficace. Le tégument est subdivisé en tégument interne, directement associé à la capside 

virale, et en tégument externe, associé à l’enveloppe. À la surface du virus, on trouve 12 

glycoprotéines virales : gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM et gN ainsi que 3 protéines 

non glycosylées (UL20, UL56, US9) (figure 1.1) (Knipe et al., 2021; Loret et al., 2008). 
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Figure 1.1 : Structure du HSV-1 

(A) Le virus HSV-1 est un virus enveloppé (en rouge) à ADN double brin (en noir) avec une capside 
icosaédrique (en jaune) et une couche tégumentaire (en vert), formée de protéines virales et cellulaires. Le 
virion possède des glycoprotéines à sa surface (en bleu). Dessin réalisé à l’aide du logiciel Biorender. (B) 
Micrographie électronique cryogénique du virion HSV-1. Adapté de Duncan J. McGeoch et al., (2006). 

 

Le génome du HSV-1 est constitué de deux régions distinctes, appelées région unique longue 

(UL) et région unique courte (US). Ces deux régions sont flanquées de séquences répétées 

inversées, notées RL et RS, avec les préfixes I ou T indiquant une position interne ou terminale. 

Ces séquences répétées inversées sont à leur tour bordées par de plus courtes séquences 

répétées appelées « a » et « a’ ». À l'intérieur du génome du HSV-1, on trouve trois origines de 

réplication : oriL située dans la région UL et deux copies d'oriS présentes aux extrémités de la 

région US (figure 1.2) (Everett, 2014; Packard & Dembowski, 2021). 

 

Figure 1.2 : Schéma du génome du HSV-1 

La région UL est flanquée de répétitions inversées TRL et IRL (en vert) et la région US est flanquée de IRS et 
TRS (en violet). La région répétée a et a’ est présente aux extrémités du génome ainsi qu'à la jonction entre 
IRL et IRS (en orange). Les trois origines de réplication (une oriL et deux oriS) sont désignées par des ovales 
noirs. Dessin réalisé à l’aide du logiciel Biorender. 

 

 

 

 



4 

 

1.1.4  Cycle de réplication lytique 

L'entrée des particules de HSV-1 dans les cellules nécessite à la fois des récepteurs cellulaires 

à la surface de la cellule et des glycoprotéines virales dans l'enveloppe du virus. La fixation 

initiale à la membrane plasmique se produit par la liaison des glycoprotéines gB et de gC aux 

glycosaminoglycanes cellulaires (GAG). La liaison aux GAG est suivie de l'interaction de 

glycoprotéine gD avec plusieurs récepteurs cellulaires d'entrée dont le médiateur de l'entrée 

des HSV-1 (HVEM), la nectine-1 et la nectine-2, ainsi que les héparines 3-O-sulfatées (Spear, 

1993). Ces interactions conduisent à la fusion des membranes virale et cellulaire, permettant 

ainsi l’entrée du virus. En outre, des études ont montré que l'entrée peut également se produire 

par endocytose, avec la fusion se produisant à l'intérieur de vésicules après l'internalisation du 

virus (Everett, 2014; Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). 

Après la fusion, la capside et les protéines de tégument sont libérées dans le cytoplasme. 

Certaines protéines tégumentaires accomplissent leurs fonctions dans le cytoplasme, comme la 

protéine vhs, qui induit la dégradation des ARNm, limitant ainsi les réponses antivirales 

nécessitant une expression génique de novo. D’autres protéines tégumentaires agissent dans 

le noyau, comme la protéine VP16, qui stimule la transcription des gènes viraux par l’ARN 

polymérase II via la transactivation. La capside virale est transportée le long des microtubules 

vers l’enveloppe nucléaire. Ensuite, la capside est désenveloppée, permettant ainsi au génome 

viral d’être injecté dans le nucléoplasme à travers les pores nucléaires (Everett, 2014). 

Dès son entrée dans le noyau, le génome viral de forme linéaire subit une circularisation. La 

réplication du génome et son encapsidation se produisent dans des compartiments de 

réplication virale (CRVs) formés à l'intérieur du noyau. L'expression des gènes du HSV-1 suit 

une cascade temporelle coordonnée, se divisant en trois groupes : immédiats-précoces, 

précoces et tardifs. Les gènes immédiats-précoces sont les premiers à être transcrits par un 

processus qui utilise l'appareil transcriptionnel de l'hôte. Leur transcription est stimulée par la 

protéine tégumentaire virale VP16. Les produits de ces gènes favorisent la transcription des 

gènes précoces (E), dont plusieurs de leurs produits sont des protéines impliquées dans la 

réplication du génome viral. Les gènes tardifs ne sont transcrits qu'après le début de la 

réplication de l'ADN viral, beaucoup de leurs produits sont des protéines structurelles 

impliquées dans l'assemblage du virus (Everett, 2014). 

Le HSV-1 code pour sept protéines nécessaires à la réplication de son génome, y compris une 

protéine de reconnaissance de l'origine de réplication (UL9), une protéine de liaison à l'ADN 

simple brin (ICP8, codée par UL29), un complexe hélicase/primase tripartite (composé de 
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protéines codées par UL5, UL8 et UL52), ainsi qu’une ADN polymérase virale et une protéine 

accessoire (UL30 et UL42). La réplication du génome viral peut être initiée à trois sites 

différents. Tout d’abord, UL9 se lie à l’une des origines de réplication, amorçant ainsi l'ouverture 

de la double hélice, suivie de son association avec ICP8. Ensuite, le complexe composé d’UL9 

et d’ICP8 recrute un autre complexe, l’hélicase-primase. L’hélicase (UL52) permet le 

déroulement de l’ADN double brin tandis que la primase (UL5) ajoute de courtes amorces 

d’ARN qui servent de substrat pour la synthèse d’ADN. Enfin, la polymérase UL30, assistée de 

son facteur de processivité UL42, entreprend la synthèse du brin complémentaire (Everett, 

2014; Packard & Dembowski, 2021)  Knipe et al. 2021).  

L’assemblage de la capside et l’encapsidation du génome nouvellement synthétisé se 

produisent dans le noyau. Ensuite, la capside acquiert une enveloppe primaire en bourgeonnant 

à travers la membrane nucléaire interne dans l’espace péri-nucléaire. Cependant, cette 

enveloppe est perdue lors de la fusion avec la membrane nucléaire externe, libérant ainsi la 

capside dans le cytoplasme (Mettenleiter et al., 2006). Après avoir quitté le noyau, la capside 

mature, contenant l’ADN viral, s’associe aux membranes des vésicules du Golgi. Lorsque la 

capside bourgeonne dans ces vésicules, le tégument et l'enveloppe, avec les glycoprotéines 

matures, s’assemblent autour d’elle. Enfin, ces vésicules transportent les particules du HSV-1 

vers la membrane plasmique, où le virion mature est libéré de la cellule hôte par exocytose 

(Everett, 2014; Zhu & Viejo-Borbolla, 2021). Un résumé du cycle de réplication lytique du HSV-1 

est présenté à la Figure 1.3. 
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Figure 1.3 : Schéma du cycle de réplication lytique du HSV1 

Le virus pénètre dans la cellule hôte, que ce soit par fusion avec la membrane plasmique ou par endocytose. 
Dans les deux cas, la capside et le tégument se retrouvent dans le cytoplasme. Certaines protéines du 
tégument ont des fonctions dans le cytoplasme, telles que la vhs, tandis que d'autres agissent dans le 
noyau, comme le facteur de transactivation VP16. La capside est acheminée vers le noyau via les 
microtubules. Le génome viral entre dans le noyau par les pores nucléaires, où il adopte une conformation 
circulaire. La transcription des gènes immédiates précoces (IP), précoces (P), et tardifs (T), ainsi que la 
réplication du génome et son encapsidation, ont lieu dans des compartiments de réplication virale formés 
autour du génome. La capside mature contenant de l'ADN quitte le noyau grâce à un processus 
d'enveloppement-désenveloppement. Dans le cytoplasme, la capside acquiert un tégument et une enveloppe 
avant d'être libérée de la cellule par exocytose. Figure tirée de (Bertrand,2011). 
 

1.2 La protéine cellulaire Upstream Binding Factor 

La protéine cellulaire UBF est un facteur de transcription dont la principale fonction est d’activer 

la transcription des gènes ribosomaux par l’ARN polymérase I. UBF se trouve dans le nucléole, 

une structure nucléaire non délimitée par une membrane, qui abrite la transcription de l’ADN 

ribosomal (ADNr) et la biogenèse des ribosomes.  

Le nucléole est organisé en trois composantes distinctes, identifiables par microscopie 

électronique : le centre fibrillaire, entouré par le composant fibrillaire dense, qui lui-même est 

encastré dans le composant granulaire. UBF se localise dans la composante fibrillaire dense et 

à la périphérie des centres fibrillaires (Hernandez-Verdun, 2006; Hozák et al., 1994; Roussel et 

al., 1993). 
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1.2.1  Structure et isoformes 

La structure d’UBF peut être subdivisée en trois domaines distincts : un domaine de 

dimérisation situé à l’extrémité N-terminale, un domaine transactivateur acide à l’extrémité C-

terminale, et six boîtes HMG (High Mobility Group) intermédiaires, comme illustré dans la figure 

1.4 (Justilien et al., 2020). 

Il existe deux isoformes d’UBF, UBF1 et UBF2, avec des poids moléculaires respectifs de 

97 kDa et 94 kDa. Ces isoformes sont codés par le gène UBTF, localisé sur le chromosome 

17q21.3 (Jones et al., 1995). Leur ARNm résulte de l'épissage alternatif de l'exon 8. 

Notamment, UBF2 manque de 37 acides aminés dans sa deuxième boîte HMG (figure 1.4) 

(Hisatake et al., 1991; O'Mahony & Rothblum, 1991). 

 

 

Figure 1.4 : Représentation de la structure des deux isoformes d’UBF 

Le domaine de dimérisation en N-terminal est représenté par la bulle rouge. Les six domaines HMG sont 
représentés par les formes bleues. La queue acide en C-terminal est représentée en jaune. La position en 
acides aminés des différentes régions est indiquée en haut de la figure. Dessin réalisé à l’aide du logiciel 
Biorender. 

1.2.1.1 Domaine de dimérisation  

Le domaine de dimérisation d’UBF, situé à l’extrémité N-terminale, est composé d’environ une 

centaine d’acides aminés (McStay et al., 1991). Ce domaine confère à UBF la capacité de 

former à la fois des homodimères et des hétérodimères (O'Mahony & Rothblum, 1991). 

Ce domaine de dimérisation présente quatre régions propices à la formation d’hélices, couvrant 

respectivement les résidus 23S à 37L (hélice 1), 53L à 61Y (hélice 2), 65G à 81K (hélice 3) et 

82F à 98H (hélice4). De plus, une structure en boucle a été prédite pour s'étendre entre les 

hélices 2 et 3 (Lai et al., 1996). 

Des observations de leur étude montrent que la plupart des acides aminés hydrophobes et 

hydrophiles dans le domaine de dimérisation d’UBF sont localisés dans des régions opposées 
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de ces multiples hélices, soulignant le rôle crucial des interactions hydrophobes dans 

l'association de deux protéines UBF. 

Le domaine de dimérisation est également impliqué dans l'interaction d'UBF avec la protéine 

CTCF. Le CTCF (CCTC binding factor) un facteur de liaison au motif CCTC, se lie en amont 

des promoteurs des gènes ADNr et interagit avec le domaine de dimérisation d’UBF par le biais 

de ses doigts de zinc. Cette interaction favorise la liaison d’UBF aux promoteurs des gènes 

ribosomaux, stimulant ainsi leur transcription (van de Nobelen et al., 2010).  

Outre son implication dans les interactions protéine-protéine, le domaine de dimérisation 

participe également aux interactions protéine-ADN. Une étude a démontré que ce domaine est 

indispensable pour une forte liaison d’UBF à l'ADN et pour un repliement efficace de l’ADN. En 

revanche, la suppression de la partie N-terminale réduit la capacité d’UBF à se lier à l’ADN 

(Putnam et al., 1994). 

1.2.1.2 Domaine High Mobility Group 

L’analyse de la séquence de l’UBF humain a révélé la présence de six domaines présentant 

une homologie avec les protéines de la famille HMG, qui sont des protéines architecturales non 

histones (Bachvarov & Moss, 1991; Jantzen et al., 1990). Les protéines de la famille HMG sont 

regroupées en trois sous-familles en fonction de leurs domaines de liaison à l’ADN : la famille 

HMGA contenant le domaine "AT hook" ; la famille HMGB contenant le domaine de boîte HMG ; 

et la famille HMGN contenant le domaine de liaison nucléosomique (Stros, 2010). Les six 

domaines d’UBF présentent une similitude plus marquée avec la sous-famille HMGB qu’avec 

les deux autres sous-familles. 

Les protéines HMGB abondent dans le noyau où elles se lient à l’ADN de manière non 

spécifique en ce qui concerne les séquences, mais dépendent de la structure de l’ADN. Elles 

jouent un rôle essentiel dans la régulation de nombreuses activités cellulaires, notamment la 

réplication, la transcription et la réparation de l’ADN (Kozlova et al., 2018; Reeves, 2015). 

Certains membres de cette sous-famille se lient également aux acides nucléiques 

immunogènes et sont impliqués dans l’activation des réponses immunitaires innées médiées 

par les récepteurs d’acide nucléique (Yanai et al., 2012). 

Comme les structures connues des autres domaines HMG, les domaines HMG d’UBF adoptent 

une forme aplatie en L, résultant de l’intersection de trois hélices alpha. La structure 

tridimensionnelle des domaines un et cinq d’UBF a été établie par la RMN multidimensionnelle 
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(Xu et al., 2002; Yang et al., 2003). La figure 4 présente une représentation en ruban du 

premier domaine HMG d’UBF. 

 

Figure 1.5 : structure tridimensionnelle de la première boîte HMG d’UBF 

La structure en solution du premier domaine HMG d’UBF humain a été étudiée par résonance magnétique 
nucléaire par l’équipe de Xu et al., 2002. 

 

Les domaines HMG de l’UBF jouent un rôle essentiel dans son interaction avec l’ADN. Comme 

plusieurs autres protéines contenant des boîtes HMG, la liaison de l’UBF à l’ADN ne semble 

pas dépendre d’une séquence spécifique des acides nucléiques, mais plutôt de la structure de 

l’ADN. En effet, la boîte HMG1 reconnaît la structure de l'ADN qui se forme lorsque deux 

double-hélices se croisent (Bazett-Jones et al., 1994; Copenhaver et al., 1994; Hu et al., 1994). 

L’UBF nécessite à la fois son domaine de dimérisation et son premier domaine HMG pour se 

lier spécifiquement aux promoteurs des gènes ribosomiques UCE et CE, ainsi que pour induire 

le repliement de l'ADNr (Bazett-Jones et al., 1994; Jantzen et al., 1992; Putnam et al., 1994; 

Stefanovsky et al., 1996). 

Il a été démontré, en utilisant la technique d’immunoprécipitation de la chromatine, que la 

liaison de l’UBF à l’ADN ne se limite pas aux séquences régulatrices connues, mais s'étend à 

travers l'ensemble de la répétition de l'ADN ribosomal humain (O'Sullivan et al., 2002). Plus 

récemment, il a été découvert qu'UBF se lie également à une région dépourvue de 

nucléosomes (Nucleosome-Free Region), à travers le gène 47S ainsi que les éléments 

"enhancer" proches de la région 5’ (Herdman et al., 2017; Moss et al., 2019; Tremblay et al., 

2022). 
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1.2.1.3 La région C-terminale acide 

L’UBF, tout comme les autres membres du groupe des protéines à haute mobilité (HMG), 

possède une extrémité C-terminale acide, mais elle est deux fois plus longue que celle des 

autres protéines HMG. Cette queue acide de l'UBF (acides aminés 671 à 764) est constituée de 

deux séquences polyacides de 18 et 21 résidus composées exclusivement d’aspartate et de 

glutamate (acides aminés 671 à 706 et 707 à 746), ainsi que d’une région riche en sérine 

(acides aminés 747 à 764) (Jantzen et al., 1990). 

La région C-terminale acide de l'UBF joue un rôle dans le recrutement du complexe SL1 aux 

promoteurs de l'ADN ribosomal, ce qui est essentiel pour la transcription médiée par l’ARN 

polymérase I (Jantzen et al., 1992; Tuan et al., 1999). 

Une étude a révélé que la région d'UBF qui relie la sixième boîte HMG et la queue acide agit 

comme un signal de localisation nucléaire (NLS). Les résultats de cette étude suggèrent 

qu’après la synthèse de l'UBF1 dans le cytoplasme, la région acide C-terminale s'associe 

fortement aux boîtes HMG 1 et 3 à 6, exposant ainsi la séquence NLS à la machinerie 

d'importation nucléaire. Cela favorise la localisation nucléolaire de l’UBF. De plus, l’association 

intramoléculaire de la région acide avec les boîtes HMG atténue leur liaison non spécifique aux 

gènes ribosomiques (Ueshima et al., 2017). 

1.2.1.4 La variante UBF E210K 

Une variante hétérozygote de type faux-sens, c.628G>A, a été récemment identifiée dans le 

gène UBTF à l’aide de séquençage complet de l'exome. Cette variante entraîne la substitution 

de l’acide glutamique par la lysine à la position 210 (p. Glu210Lys) dans la protéine UBF. Elle a 

été signalée de novo chez 13 patients atteints de la CONDBA (Childhood-Onset 

Neurodegeneration with Brain Atrophy) une maladie caractérisée par une régression du 

développement touchant plusieurs domaines (moteur, social, cognitif) et une atrophie cérébrale 

qui survient généralement entre l'âge de 2,5 et 7 ans (Bastos et al., 2020; Edvardson et al., 

2017; Ikeda et al., 2021; Sedláčková et al., 2019; Toro et al., 2018). 

E210 fait partie du deuxième domaine HMG et est hautement conservée au cours de l'évolution 

dans toutes les espèces qui possèdent UBTF. La mutation E210K modifie la propriété du résidu 

d'acide aminé d'une ionisation chargée négativement à une ionisation chargée positivement, ce 

qui pourrait entraîner une interaction plus forte avec l'ADNr chargé négativement. 
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Des expériences de CHIP-qPCR ont montré que la liaison d'UBF aux régions du promoteur de 

l’ADNr de l'ETS (external transcribed spacer) est significativement augmentée (3X) dans les 

fibroblastes de l'individu atteint par rapport aux cellules de contrôle. Cela était associé à une 

augmentation de l'accumulation de l’ARN ribosomique (ARNr) 18S. Cela était associé à une 

expression d’environ 4 fois plus élevée de l'ARNr 18S (Edvardson et al., 2017).  

Dans une autre étude utilisant également des fibroblastes de patients, la variante E210K 

d'UBTF a été associée à une augmentation de l'accumulation de pré-ARNr (>3X) et de l'ARNr 

18S (>2X), ce qui est compatible avec un mécanisme de gain de fonction moléculaire (Toro et 

al., 2018).  

Les résultats de ces deux études suggèrent que la variante d'UBF portant la mutation p. 

Glu210Lys fonctionne comme un "facteur de transcription hyperactif", ce qui entraîne une 

augmentation de l'expression de l'ADN ribosomal. Contrairement à ces résultats, des 

expériences de ChIP-Seq menées avec des fibroblastes issus d'un modèle de souris 

homozygote portant la mutation E210K ont révélé une réduction significative du chargement de 

l’ARN polymérase I et du recrutement de SL1 et UBF1 au niveau du promoteur de l'ADNr. Cette 

réduction était associée à une diminution de plus de 40% du taux de synthèse du pré-ARNr 47S 

dans les cellules mutantes par rapport aux cellules de type sauvage, telle qu’évaluée par 

marquage métabolique dans ces cellules (Tremblay et al., 2022). 

1.2.2 Fonctions de l’UBF 

1.2.2.1 Facteur de transcription pour l’ARN polymérase I 

Le recrutement de l'ARN polymérase I au promoteur de l'ADN ribosomal nécessite la formation 

d'un complexe de pré-initiation de la transcription (PIC). Ce complexe est constitué du facteur 

de transcription UBF et du facteur de sélectivité (SL1) comprenant la protéine de liaison à la 

boîte TATA (TBP) ainsi que quatre facteurs associés à TBP (TAFIA à D) (Moss et al., 2007).  

UBF se lie aux séquences Upstream Control Element (UCE) et Core Element (CE) de la région 

promotrice des gènes ribosomaux sous forme de dimère. Cette liaison d'UBF induit une 

nouvelle topologie transitoire du promoteur reconnue par SL1. Des expériences d’inactivation 

génétique de SL1 ou d’UBF ont démontré que le recrutement de ces facteurs au promoteur était 

interdépendant et coopératif (Moss et al., 2023; Tremblay et al., 2022).  

Outre son interaction avec le promoteur, SL1 se lie à la queue acide C-terminale d'UBF via ses 

sous-unités TAFIA et TBP, ce qui stabilise l'association d'UBF avec le complexe de pré-initiation 
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de la transcription (Beckmann et al., 1995; Friedrich et al., 2005; Jantzen et al., 1992; Tuan et 

al., 1999). Le complexe UBF/SL1 résultant permet ensuite le recrutement d'une sous-population 

de l'ARN polymérase I connue sous le nom de Pol Iβ. Le facteur RRN3 (TIF1A) associé à Pol Iβ 

lui permet d'être incorporé dans des PIC et d'initier une transcription spécifique du promoteur 

(Hamdane et al., 2014; Herdman et al., 2017; Tremblay et al., 2022). 

1.2.2.2  Remodelage de la chromatine de l'ADN ribosomal 

L'UBF est capable de former une structure nucléoprotéique, appelée « enhancéosome », qui 

ressemble au nucléosome en termes de taille et de contenu en ADN. L’enhancéosome se 

compose d'un dimère d'UBF lié à environ 140 paires de bases d'ADN qui sont bouclées en un 

seul tour de 360° grâce aux trois boîtes N-terminales HMG d'UBF (Bazett-Jones et al., 1994; 

Stefanovsky et al., 1996; Stefanovsky et al., 2001a). 

L'UBF se lie non seulement au promoteur, mais s'étend sur la totalité de la région transcrite de 

la répétition de l'ADNr et, dans une moindre mesure, sur les séquences non transcrites de 

l'espaceur (O'Sullivan et al., 2002). De ce fait, l'enhancéosome peut se former le long des 

gènes d'ARNr, ce qui permet à UBF de réguler l'élongation de la polymérase I en fonction de la 

phosphorylation de ses domaines HMG 1 et 2 (Stefanovsky et al., 2006). 

L'influence d'UBF sur l'ADN ne se limite pas à la formation de l'enhancéosome. En effet, UBF 

joue un rôle essentiel dans le maintien de l'état actif de la chromatine des gènes ribosomaux. 

Des études ont révélé que l'association directe d'UBF avec les gènes d'ARNr non méthylés 

favorise la formation de la chromatine r active (euchromatine) en empêchant l’assemblage de 

structures de chromatine d’ordre supérieur inactives sur le plan transcriptionnel, processus 

catalysé par l'histone de liaison H1. Les gènes d'ARNr sont soit associés à l'UBF, soit à 

l'histone H1 ; ces associations sont mutuellement exclusives. UBF2, qui présente une délétion 

dans la boîte HMG 2 réduisant sa capacité à courber et à boucler l'ADN, est incapable de 

remodeler la chromatine en une configuration active (Hamdane et al., 2014; Sanij et al., 2008). 

1.2.2.3 Régulations de la transcription par l’ARN polymérase II 

En plus de son rôle crucial dans la transcription des gènes ribosomaux par l'ARN polymérase I, 

deux études ont révélé que UBF peut également stimuler la transcription de certains gènes par 

l'ARN polymérase II. 
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UBF2 a été identifié dans un criblage fonctionnel dans des cellules humaines comme activateur 

de la voie de la β-caténine. Cette voie déclenche la transcription d'une variété de gènes 

possédant des sites de liaison pour les facteurs LEF « lymphoid enhancer factor 1 » / TCF « T-

cell factor », notamment ceux codant pour la cycline D1, c-Myc et la métalloprotéinase 

matricielle 7. La suppression de l'expression endogène d'UBF à l'aide d'une approche 

d'interférence par ARN réduit l'activation transcriptionnelle médiée par la β-caténine du 

promoteur du gène de la cycline D1. Cette étude a démontré que les deux isoformes d’UBF 

sont capables d’activer la transcription médiée par la polymérase II et d’agir en tant 

qu'effecteurs positifs dans la voie de la β-caténine en interagissant avec LEF-1, un facteur de 

transcription appartenant également à la famille HMG (Grueneberg et al., 2003). 

Une autre étude ultérieure a rapporté que les deux isoformes de UBF (UBF1/2) se lient à des 

gènes hautement exprimés transcrits par l’ARN polymérase II à travers le génome, y compris 

les gènes d'histones. La liaison d’UBF à ces gènes ne provoque pas le recrutement de l’ARN 

polymérase I. L’inhibition de l'expression d'UBF entraîne une augmentation de l'accessibilité des 

promoteurs d'histones à la nucléase micrococcale et une réduction de l'expression des gènes 

d'histones, ce qui est associé à des dommages à l'ADN et à une instabilité génomique. UBF 

joue donc un rôle dans le recrutement de l’ARN polymérase II vers les gènes d’histones et dans 

leur expression optimale, indépendamment des modifications de la chromatine ou de la 

présence des nucléosomes (Sanij et al., 2015).  

De plus, cette étude a démontré que l’isoforme UBF2, bien qu’inactif dans la régulation de la 

transcription de l'ADNr par rapport à UBF1 (Grummt, 1999; Hannan et al., 1999; Stefanovsky & 

Moss, 2008) et sans fonction dans le remodelage de la chromatine au niveau de l'ADNr en 

l'absence d'UBF1 (Sanij et al., 2008), est suffisante pour réguler l'expression des gènes de 

l’ARN polymérase II. 

1.2.2.4 Fonctions lors d’infections virales 

Certains virus oncogènes peuvent réguler positivement la biogenèse des ribosomes en 

modulant l’activité d’UBF lors de la transcription par l’ARN polymérase I. D’autres virus non 

oncogènes exploitent également les fonctionnalités d’UBF, avec, pour certains d’entre eux, une 

observation de changement de localisation de ce facteur de transcription. 
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Le papillomavirus humain  

Dans le cas du papillomavirus humain 16, son oncoprotéine virale E7 interagit avec UBF, 

stimulant ainsi la phosphorylation de cette dernière au niveau de la sérine 388.  Cette 

phosphorylation renforce l'interaction entre l’UBF et l'ARN polymérase I, ce qui amplifie 

l'activation de la transcription de l'ADNr. De plus, cette stimulation de la phosphorylation 

contrecarre également la fonction inhibitrice de p14ARF sur ce facteur essentiel de la 

transcription par l'ARN polymérase I. En effet, la protéine p14ARF peut réprimer la transcription 

de l'ADNr en perturbant la phosphorylation d’UBF1 (Dichamp et al., 2014) et en empêchant la 

localisation nucléolaire du facteur de terminaison de la transcription de l’ARN polymérase I, 

TTF-1 (Lessard et al., 2010).  

Le virus de l'hépatite C 

Lorsque les cellules hépatiques sont infectées par le virus de l'hépatite C, cela entraîne une 

augmentation significative de la synthèse de l'ARNr. L'expression de la protéine non structurale 

5A (NS5A) du virus provoque l'activation simultanée de la cycline D1 et de la cdk4, ce qui 

conduit à la phosphorylation accrue de l'UBF au niveau du résidu de sérine 484. Cette 

hyperphosphorylation entraîne une activation marquée de l'UBF, déclenchant ainsi l'activation 

de l'ARN polymérase I (Raychaudhuri et al., 2009). Cette étude repose sur l'utilisation de 

plasmides rapporteurs qui sont peu susceptibles de refléter l'activité de l'ADNr endogène. De 

plus, une étude distincte a révélé que NS5A réprime la prolifération plutôt que de l'augmenter 

(Arima et al., 2001). En plus de la protéine NS5A, la protéine core du virus de l’hépatite C 

stimule également la phosphorylation des résidus de sérine de l’UBF, renforçant ainsi le 

recrutement de l’UBF et de l’ARN polymérase I aux promoteurs des gènes ribosomaux (Kao et 

al., 2004).   

Le virus de l’hépatite B 

L’oncoprotéine HBx du virus de l’hépatite B stimule l’expression du gène UBTF en favorisant le 

recrutement de c-Myc, un facteur de transcription crucial, au promoteur de ce gène. 

L'expression accrue de l'UBF entraîne une augmentation significative de la biogenèse des 

ribosomes, contribuant ainsi à la prolifération et à la transformation cellulaire (Rajput et al., 

2015). 

Le virus simien 40 

Le grand antigène T du virus simien 40, grâce à son activité kinase associée, accroît 

considérablement la phosphorylation du domaine C-terminal acide de l'UBF. Cette 
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phosphorylation de l'UBF favorise la formation d'un complexe protéique stable entre UBF et 

SL1, entraînant ainsi une augmentation de l’activité transcriptionnelle (Zhai & Comai, 1999).  

Le cytomégalovirus humain 

L'infection par le cytomégalovirus humain, appartenant à la sous-famille des Betaherpesvirinae, 

provoque la relocalisation de l'UBF du nucléole à une distribution diffuse dans le noyau, 

entraînant une réduction des niveaux de pré-ARNr. La protéine virale pUL31, exprimée lors des 

phases tardives de l'infection, est essentielle pour la redistribution de l'UBF sans toutefois co-

localiser avec celle-ci (Westdorp et al., 2017).  

Le virus de l'immunodéficience humaine  

Les cellules épithéliales tubulaires proximales de souris transduites par un vecteur qui code 

pour les gènes du VIH présentent une augmentation de l'expression de l'UBF phosphorylée par 

rapport aux cellules transduites avec un vecteur vide. Cette observation suggère que le VIH 

pourrait favoriser la transcription de l'ADNr et la biogenèse des ribosomes dans ces cellules par 

le biais de l'activation et de la phosphorylation de l'UBF (Rehman et al., 2012). 

Le poliovirus 

L'infection des cellules HeLa par le virus de la poliomyélite entraîne une réduction drastique des 

niveaux de SL-1 et d'UBF seulement quatre heures après l'infection, ce qui conduit à une 

inhibition de la transcription par l'ARN polymérase I. L'étude suggère que cette baisse pourrait 

être due aux protéases virales du poliovirus, qui dégradent ces facteurs (Banerjee et al., 2005). 

L’adénovirus 

Peu après l'infection par l’adénovirus, l'UBF est relocalisé du nucléole aux centres de réplication 

virale, en s'associant préférentiellement aux extrémités du génome viral linéaire, là où la 

réplication commence. Cette séquestration de l'UBF n'interfère pas avec la localisation de l'ARN 

polymérase I ni avec la synthèse de l'ARNr. La neutralisation de l’UBF à l’aide d’un antisérum 

réduit considérablement la réplication de l'ADN viral dans des conditions in vitro. Cela suggère 

que le virus pourrait exploiter l’UBF pour stimuler la réplication de son propre génome, bien que 

le rôle précis de l'UBF demeure à élucider (Lawrence et al., 2006). Une autre étude a démontré 

qu’en plus de l’UBF, les protéines nucléolaires NPM1 et NCL sont également mobilisées vers 

les compartiments de réplication de l'ADN viral, suggérant un rôle collaboratif de ces protéines 

dans la régulation de la structure de la chromatine virale (Genoveso et al., 2020).   
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Le virus herpès simplex de type 1 

L'infection par HSV-1 entraîne la redistribution de protéines nucléolaires, notamment la 

nucléoline, la fibrillarine, la B23 et l'UBF. La nucléoline et la B23 sont dispersées de manière 

dépendante de la protéine virale UL24, tandis que la redistribution de la fibrillarine et de l'UBF 

est indépendante de l'UL24. Similairement à l'adénovirus, peu de temps après l'infection par le 

HSV-1 (6 hpi), la plupart de l'UBF est séquestrée dans des compartiments de réplication virale 

dans le noyau, tandis qu'une partie de l'UBF demeure dans le nucléole et continue de 

fonctionner dans la synthèse de l'ARNr (Lymberopoulos et al., 2011; Lymberopoulos & 

Pearson, 2010; Stow et al., 2009). 

Une étude ultérieure a révélé que les titres de HSV-1 étaient plus élevés dans les cellules où 

l'expression de l'UBF avait été réduite par l'interférence ARN (siRNA). Cette diminution de 

l'expression de l'UBF a entraîné une augmentation progressive de la réplication de l'ADN viral, 

ainsi que des niveaux accrus d'ARNm et de protéines associées aux gènes immédiats précoces 

(ICP27) et précoces (TK) du HSV-1. Cette augmentation de l'expression des gènes s'est 

produite même en inhibant la réplication de l'ADN viral. Les résultats de cette étude suggèrent 

donc que l'UBF pourrait inhiber l'expression génique à partir de l'ADN viral avant sa réplication 

(Ouellet Lavallée & Pearson, 2015). 

Malgré les fonctions distinctes des deux isoformes UBF1 et UBF2 dans la transcription, la 

surexpression ectopique de l’une ou l’autre a bloqué la formation des compartiments de 

réplication virale de HSV-1 dans les cellules appauvries en UBF endogène. Cette étude a 

également montré que l'UBF colocalise avec l'ADN du HSV-1 dans le noyau (Ouellet Lavallée 

et al., soumis).  

Contrairement à son rôle proviral lors de l'infection par l'adénovirus, UBF joue un rôle antiviral 

lors de l'infection par le HSV-1. 

1.2.3 Régulation de l’UBF 

Dans la cellule, l’UBF subit plusieurs modifications post-traductionnelles qui régulent son 

activité transcriptionnelle, comprenant la phosphorylation, la méthylation et l’acétylation, qui 

sont décrites dans cette section. 
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1.2.3.1 Phosphorylation  

L'activation de la transcription des gènes ribosomiques chez les mammifères nécessite la 

phosphorylation de l’UBF. Le domaine acide C-terminal de l'UBF est phosphorylé par la caséine 

kinase 2 (CK2) au niveau de plusieurs résidus de sérine. Bien que ces phosphorylations dans le 

domaine C-terminal contribuent à l'activation transcriptionnelle, elles ne suffisent pas à elles 

seules (O'Mahony et al., 1992; Voit et al., 1995; Voit et al., 1992). Cette modification post-

traductionnelle joue un rôle important dans la régulation des interactions protéine-protéine entre 

l'UBF et le complexe SL1 (Lin et al., 2006; Tuan et al., 1999). L'état de phosphorylation du 

domaine acide de l'UBF n'affecte ni sa localisation nucléolaire ni son affinité de liaison au 

promoteur de l'ADN ribosomal (Tuan et al., 1999; Ueshima et al., 2017). 

L’UBF est phosphorylée au niveau de la sérine 389 par les complexes kinase cycline-

dépendante 2 (cdk2) -cycline E et cdk2-cycline A. Cette phosphorylation stimule l’activation de 

la transcription de l’ADNr. Des études d’interaction protéine-protéine ont révélé que la présence 

d’une charge négative au niveau de la sérine 389 d’UBF est nécessaire pour ses interactions 

avec l’ARN polymérase I et le complexe SL1. Il a été démontré également que cette 

phosphorylation n'affecte pas les propriétés de liaison à l'ADN de l'UBF (Lin et al., 2007; Voit & 

Grummt, 2001). 

Le résidu sérine 484 a été identifié comme une cible directe de la phosphorylation par les 

complexes cdk4-cycline D1 et cdk2-cycline E. La substitution de la sérine 484 par de l'alanine a 

un effet inhibiteur sur la transcription de l'ADNr (Voit et al., 1999). 

Récemment, une étude a rapporté que dans les cellules cancéreuses pulmonaires, la protéine 

kinase C (PKC) phosphoryle directement UBF1 au niveau de la sérine 412. Cette 

phosphorylation permet à l'UBF de s'associer à ECT2, un facteur d'échange de nucléotides de 

guanine surexprimé dans de nombreux cancers, et de le recruter vers les régions promotrices 

de l'ADNr. Le recrutement d'ECT2 à l’ADNr favorise une synthèse accrue d'ARNr et stimule les 

caractéristiques du phénotype transformé observées dans les cellules cancéreuses du poumon. 

De plus, l'étude a démontré que cette phosphorylation n'affecte pas la capacité d'UBF1 à se lier 

à l'ADNr (Justilien et al., 2020). 

Autres que les résidus sérine d’UBF qui sont phosphorylés, il a été montré qu’une MAP kinase 

ERK1/2 phosphoryle les thréonines T117 et T201 des boîtes HMG1 et 2 d’UBF. La mutation 

des sites ERK diminue significativement la transcription ribosomique dans les cellules 

(Stefanovsky et al., 2001b). La phosphorylation de T117 et T201 par ERK réduit l'affinité des 
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boîtes HMG 1 et 2 pour l'ADNr et diminue leur capacité à le plier, conduisant ainsi à un 

déploiement coopératif de l'enhancéosome. Cette phosphorylation régule donc l’élongation en 

facilitant le passage de la polymérase à travers l'ADN de l'enhancéosome (Stefanovsky et al., 

2006; Stefanovsky & Moss, 2006). 

En plus de jouer un rôle essentiel dans l'élongation de la transcription, le résidu T117 de l'UBF 

semble être crucial pour la capacité de l'UBF1 à remodeler la chromatine en une configuration 

active. Une étude a révélé qu'un remplacement de la thréonine 117 par de l'acide glutamique 

réduit considérablement la capacité de l'UBF à remodeler la chromatine (Sanij et al., 2008). 

1.2.3.2 Méthylation 

ESET, une protéine associée à ERG avec un domaine SET, est une méthyltransférase 

spécifique de l’histone H3K9. Elle agit également comme un motif de signature pour les 

protéines impliquées dans la régulation du silençage de l’ADN méthylé (Yang et al., 2002). 

Il a été démontré que ESET interagit avec la deuxième boîte HMG de l'UBF, via son domaine 

de liaison méthyl-CpG, et triméthyle ses deux résidus lysine (K) : K232 et 254. Cette 

triméthylation de l’UBF augmente sa liaison à la région promotrice de l’ADNr, ce qui entraîne la 

condensation de la chromatine nucléolaire et, par conséquent, la répression de la transcription 

de l'ADNr. Les mutations des résidus lysine 232 et 254 en alanine (A), glutamine (Q) ou 

arginine (R) ont bloqué la triméthylation de l’UBF, rétablissant ainsi l'activité transcriptionnelle 

de gènes ribosomaux (Hwang et al., 2014). 

Il a été constaté que les niveaux de la protéine ESET et d'UBF méthylé étaient 

considérablement accrus chez les patients atteints de la maladie de Huntington (HD). Les 

conclusions de cette étude suggèrent que l’augmentation de la méthylation de l’UBF est 

associée à une régulation à la baisse de la transcription ribosomique, contribuant ainsi à la 

dysfonction striatale et à la neurodégénérescence observées dans la maladie de Huntington 

(Hwang et al., 2014). 

1.2.3.3 Acétylation 

Outre la phosphorylation et la méthylation, l’acétylation joue un rôle essentiel dans la fonction 

d’UBF lors de la transcription de l’ADNr.  

Une étude a révélé que la protéine CBP (CREB-binding protein) possède une activité histone 

acétyltransférase (HAT) intrinsèque qui lui permet d’acétyler UBF. Cette acétylation d’UBF est 
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nécessaire pour activer la transcription ribosomique, sans toutefois affecter sa capacité de 

liaison au promoteur de l’ADNr. De plus, la protéine du rétinoblastome (Rb) inhibe l’activation de 

la transcription ribosomique en interagissant avec l’UBF et en recrutant l'histone désacétylase 1 

(HDAC1), entraînant ainsi la désacétylation de l’UBF (Pelletier et al., 2000).  

Une autre étude a démontré que l'acétylation de l’UBF stimule son interaction avec PAF53, une 

sous-unité de l’ARN polymérase I, facilitant ainsi le recrutement de Pol I au promoteur de l'ADNr 

et la formation du complexe d’initiation de la transcription. En surexprimant HDAC1 dans les 

cellules, le niveau de Pol I associé à l'ADNr et la synthèse de pré-ARNr étaient réduits (Meraner 

et al., 2006). Ces résultats suggèrent que la transcription de l'ADNr est régulée par deux 

processus opposés : l'acétylation et la désacétylation de l’UBF. 

La maladie de Huntington (HD) est un trouble génétique mortel caractérisé par un trio de 

symptômes cliniques comprenant la chorée, la détresse émotionnelle et le déclin cognitif. La 

mutation génétique associée à la maladie de Huntington implique une expansion de répétitions 

de CAG codant pour la glutamine (Q) dans le gène de la huntingtine (htt). Il a été démontré que 

les répétitions polyQ dans mtHtt interagissent physiquement avec CBP, inhibant ainsi son 

activité intrinsèque HAT et sa fonction de coactivateur transcriptionnel (Steffan et al., 2001). 

Cela perturbe l'acétylation d'UBF1 par CBP, ce qui entraîne une répression significative de la 

transcription de l'ADNr dans les modèles cellulaires et animaux de la maladie de Huntington 

(Lee et al., 2011). Cette étude met en évidence que le CBP acétyle l’UBF1 au niveau de la 

lysine K352, située dans le domaine HMG3, afin d’améliorer l'activité transcriptionnelle de 

l'ADNr. Les mutations de k352 en alanine (A), glutamine (Q) et arginine (R) ont inhibé 

l'acétylation de l'UBF1 ainsi que l'activation transcriptionnelle de l'ADNr (Lee et al., 2011). 

Il été découvert que la protéine Tip60 est recrutée au promoteur de l'ADNr, où elle colocalise 

avec UBF et l’acétyle grâce à son activité HAT. Cette acétylation augmente la transcription des 

gènes ribosomaux (Halkidou et al., 2004).  

Une autre protéine acétyltransférase, hALP (human acetyltransferase-like protein), également 

connue sous le nom de NAT10 (N-acétyltransférase 10), interagit avec UBF et l'acétyle grâce à 

son activité HAT. L’acétylation de l’UBF par hALP favorise le recrutement de PAF 53 vers le 

promoteur d’ADNr pour activer la transcription de Pol I (Kong et al., 2011). 

Les conclusions tirées de diverses études indiquent que l’UBF est acétylé par différentes 

acétyltransférases, et que son acétylation n’influence pas son interaction avec le promoteur de 

l’ADNr, mais favorise plutôt son association avec la protéine PAF53. 
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1.3 Immunité intrinsèque antiherpétique : défense nucléaire 

Dès son entrée dans la cellule, le virus HSV-1 fait face à divers mécanismes intrinsèques de 

l’hôte qui représentent la première ligne de défense intracellulaire contre l'infection. L’emphase 

de cette section est mise sur les facteurs nucléaires servant de restriction pour la réplication et 

la propagation de HSV-1. 

1.3.1 Corps nucléaires ND10 

Les corps nucléaires ND10 (Nuclear Domain 10), également appelés corps nucléaires PML 

(leucémie promyélocytaire) ou domaines oncogènes PML, sont des structures dynamiques 

présentes dans les noyaux, avec environ 1 à 30 ND10 par noyau (Gu & Zheng, 2016). Les 

ND10 sont composés de plus de 150 protéines associées de manière permanente ou transitoire 

(Alandijany, 2019; Van Damme et al., 2010).  

Parmi les composants constants des ND10, on trouve TRIM19 (Tripartite Ring Interaction Motif) 

ou la protéine de leucémie promyélocytaire (PML), Sp100 (speckled 100 kDa), Daxx (death 

domain associated protein), MORC3, et ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome 

X-linked) (Alandijany, 2019; Xu et al., 2016).  

Les protéines constitutives des ND10 sont impliquées dans la régulation de nombreux 

processus cellulaires, tels que le cycle cellulaire, la réponse aux dommages de l'ADN, la 

réparation de l'ADN, et l'apoptose (Hsu & Kao, 2018). 

Lors de l'infection par le HSV-1, les composants des ND10 se dirigent vers les complexes 

viraux dans le noyau, où ils s'associent au génome viral et forment de nouveaux corps ND10 

autour de celui-ci (Everett & Murray, 2005; Everett & Zafiropoulos, 2004).  

ICP0, une protéine immédiate précoce du HSV-1, est une ligase ubiquitine E3 qui induit la 

dégradation de plusieurs protéines cellulaires. ICP0 interagit de manière dynamique avec les 

corps nucléaires ND10 et provoque la dégradation de leurs deux principaux organisateurs, PML 

et Sp100, entraînant ainsi la dispersion subséquente des corps ND10 (Chelbi-Alix & de Thé, 

1999; Everett et al., 1998; Gu et al., 2013; Maul et al., 1993). 

Les mutants du HSV-1, qui n’expriment pas la protéine virale ICP0, présentent un défaut 

prononcé dans l'expression génique virale et la formation des plages de lyse. Le knock-down 

individuel ou combiné des protéines des corps nucléaires ND10 (PML, SP100, Daxx, ATRX, ou 

MORC3) par des ARN interférents améliore significativement l'efficacité de formation de 
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plaques et l'expression des protéines virales de ces mutants (Everett et al., 2008; Everett et al., 

2006; Lukashchuk & Everett, 2010; Sloan et al., 2016). 

La protéine Sp100  

Le gène Sp100 produit quatre isoformes par le biais de l'épissage alternatif : Sp100A, Sp100B, 

Sp100C et Sp100HMG. Des études ont montré que tôt après l'infection par le HSV-1, les 

isoformes B, C et HMG de Sp100, mais pas Sp100A, inhibent efficacement la transcription à 

partir du promoteur ICP0. Il a également été démontré que toutes les isoformes de Sp100 

protègent PML de la dégradation par ICP0 (Negorev et al., 2006; Negorev et al., 2009). 

La formation des compartiments de réplication virale de HSV-1 est améliorée en l’absence de 

SP100 (Xu & Roizman, 2017). Une étude récente a mis en évidence que la Sp100A entrave la 

réplication du HSV-1 de type sauvage de manière indépendante de PML. Au cours de cette 

recherche, l'isoforme Sp100A a été repérée dans le cytosol. À la suite de l'infection par le HSV-

1, le Sp100 nucléaire subit une dégradation peu de temps après l'entrée nucléaire de l'ICP0, 

tandis que le Sp100A cytosolique demeure stable et est libéré dans l'espace extracellulaire via 

des vésicules extracellulaires (EVs). La protéine Sp100A associée aux EVs restreint la 

réplication du HSV-1 dans les cellules réceptrices (Ma et al., 2022). 

ATRX et Daxx 

Les protéines ATRX et Daxx forment un complexe chaperon d'histones qui recrute la variante 

non canonique d'histone H3.3 aux télomères (Lewis et al., 2010). Daxx interagit physiquement 

avec des protéines associées à la chromatine, telles que l'histone déacétylase II (HDAC II), et a 

été impliqué dans la régulation épigénétique de l'expression génique (Hollenbach et al., 2002). 

15 minutes après l’infection, les protéines ATRX et Daxx colocalisent avec l’ADN viral. La 

déplétion d'ATRX entraîne une augmentation de la réplication et la transcription de l'ADN du 

HSV dépourvu d'ICP0 et favorise la suppression de l'hétérochromatine. ATRX et Daxx en tant 

que complexe, contribuent à la résistance antivirale intrinsèque à l'infection par le HSV-1, ce qui 

est contrecarré par ICP0 (Cabral et al., 2018; Lukashchuk & Everett, 2010). 

Malgré l'association précoce d'ATRX avec l'ADN viral et sa capacité à restreindre l'expression 

génique et la réplication du HSV, le complexe ATRX/Daxx n'est pas strictement nécessaire pour 

le dépôt initial de l'H3 sur l'ADN viral entrant. En revanche, il a été démontré que ATRX est 

important pour la rétention de l'H3 sur le génome viral, limitant ainsi l'accessibilité de l'ADN viral 

pendant l'infection. En limitant l'accessibilité du génome du HSV, ATRX pourrait efficacement 

retarder la progression de l'infection virale et réduire les niveaux d'expression génique virale. Le 
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complexe ATRX/Daxx est nécessaire pour le maintien de l'hétérochromatine sur l’ADN viral 

(Cabral et al., 2021; Cabral et al., 2018; Knipe et al., 2021). 

PML 

PML est un membre de la famille de protéines TRIM. Le gène PML code pour sept isoformes 

majeures qui se ressemblent à l'extrémité N-terminale, mais qui diffèrent considérablement 

dans leur extrémité C-terminale (Jensen et al., 2001). La protéine PML est essentielle pour le 

recrutement de composants et l'assemblage des corps ND10 (Lallemand-Breitenbach et al., 

2001; Xu et al., 2016). 

Peu après l’infection par HSV-1, la protéine PML est recrutée vers le génome viral. Dans les 

cellules infectées par le mutant HSV-1 qui n’exprime pas ICP0, la protéine PML est capable 

d’inhiber la réplication et l’expression génique du HSV-1 d’une façon indépendante de Sp100 et 

Daxx (Boutell & Everett, 2013; Glass & Everett, 2013). 

PML subit plusieurs modifications post-traductionnelles telles que la SUMOylation, acétylation, 

ubiquitination, et phosphorylation, qui sont essentielles pour l'activité de PML et sa capacité à 

former des ND10 (Cheng & Kao, 2012; Sternsdorf et al., 1997). Ces modifications post-

traductionnelles influencent également la capacité de PML à répondre à l'infection par le HSV-1. 

Le recrutement de PML aux génomes viraux se fait de manière dépendante de sa 

SUMOylation, et les formes qui ne peuvent pas être SUMOylées ne parviennent pas à 

s'associer à l'ADN viral (Cuchet et al., 2011; Everett et al., 2013). 

Une autre étude a montré que la SUMOylation de PML-II, -III, -IV, -V, et –VI est nécessaire pour 

leur interaction avec ICP0, tandis que PML-I a la capacité d'interagir avec ICP0 de manière 

indépendante de la SUMOylation grâce à une région unique dans la partie C-terminale (Cuchet-

Lourenço et al., 2012). 

Autre que la SUMOylation, la phosphorylation de PML-I est dispensable pour la formation des 

ND10 et la colocalisation entre PML-I et la protéine régulatrice du HSV-1, ICP0. La mutation 

des sites de phosphorylation de PML-1 près de son domaine SIM (SUMO-interacting motif) 

empêche son recrutement sur les génomes viraux entrants (Smith et al., 2014). 

Le mécanisme détaillé de la restriction par PML n'a pas été défini, mais il a été démontré que 

PML augmente le chargement de l'hétérochromatine de l'histone H3.3 et favorise le maintien de 

la stabilité de l'hétérochromatine, notamment H3K9me3 et H3K27me3, sur le génome du virus 

HSV-1 qui n’exprime pas ICP0 (Cabral et al., 2018; Knipe et al., 2021). 
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De manière intéressante, des recherches suggèrent que PML possède à la fois des propriétés 

antivirales et provirales dans l'infection par le HSV. Il a été démontré que, à faible multiplicité 

d'infection, PML peut favoriser la réplication du HSV. Une étude a suggéré qu'une fonction liée 

à la protéine PML est nécessaire pour la formation des compartiments de réplication de HSV-1 

et la réplication de son ADN viral (Merkl et al., 2018; Xu et al., 2016). 

1.3.2 Protéine 16 inductible par l'interféron Gamma IFI16 

La protéine inductible par l'interféron gamma 16 (IFI16) appartient à la famille des protéines 

PYHIN et contient d’un domaine pyrin N-terminal, qui médie les interactions protéine-protéine, 

et de deux domaines HIN C-terminaux, qui confèrent une capacité de liaison à l'ADN double 

brin (dsDNA) non spécifique de séquence (Jin et al., 2012; Knipe et al., 2021; Unterholzner et 

al., 2010). 

IFI16 a été initialement identifiée comme une protéine de liaison à l'ADN cytosolique 

(Unterholzner et al., 2010), mais une autre étude a montré que sa localisation peut être 

nucléaire ou cytoplasmique en fonction du type cellulaire (Choubey et al., 2008). 

IFI16 s’associe rapidement à l’ADN herpétique suivant son entrée dans le noyau (Cabral et al., 

2018; Everett, 2016). Des études utilisant la microscopie confocale montrent que cette 

association est médiée par l'oligomérisation d'IFI16 à proximité des génomes viraux (Alandijany 

et al., 2018; Lum et al., 2019). 

La déplétion d'IFI16 entraîne une augmentation de la réplication et de l’expression génique du 

HSV-1 dépourvu d'ICP0 (Orzalli et al., 2013), tandis que la surexpression ou l’induction d'IFI16 

par l’interféron gamma conduit à une restriction de la réplication et de l’expression génique du 

HSV-1 de type sauvage (Johnson et al., 2014; Sodroski & Knipe, 2023). Comme pour les 

protéines PML et Sp100, il a été montré que, suite à l’infection par le HSV-1, IFI16 est dégradé 

par la protéine virale ICP0 (Orzalli et al., 2012). 

Bien qu'IFI16 ait été observé en colocalisation avec PML et ATRX sur les génomes viraux 

entrants (Everett, 2016; Orzalli et al., 2013), IFI16 restreint l'expression génique à la fois des 

génomes viraux entrants et répliqués par des mécanismes indépendants des protéines ND10 

(Merkl et al., 2018). 

Des études ont révélé que IFI16 favorise l'établissement et le maintien de l'hétérochromatine 

répressive sur le génome viral, ce qui le rend ainsi épigénétiquement silencieux (Johnson et al., 

2014; Merkl & Knipe, 2019; Sodroski & Knipe, 2023).  
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Une autre recherche démontre que, dans les cellules infectées par une souche mutante du 

HSV-1 déficiente en ICP0, IFI16 génère des structures filamentaires au sein d’un sous-

ensemble des compartiments de réplication virale. De petites structures filamentaires d'IFI16 

commencent à apparaître dès 4 heures post-infection, formant un réseau filamentaire large et 

dense d’IFI16 à 6 heures post-infection. Des expériences en présence d’acide 

phosphonoacétique (PAA) montrent que la formation de ces filaments nécessite la réplication 

de l’ADN viral. Les protéines PML, Sp100 et ATRX colocalisent au sein des filaments dans les 

CRVs. Il a été démontré que les filaments d’IFI16 atténuent l’association de l’ARN polymérase II 

avec les génomes viraux, limitant ainsi l'expression génique virale (Merkl & Knipe, 2019).  
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2 PROBLÉMATIQUE  

Suite à l’infection par le HSV-1, la protéine cellulaire UBF subit une relocalisation depuis les 

nucléoles vers les compartiments de réplication virale, comme démontré dans des études 

antérieures (Lymberopoulos & Pearson, 2010).  

Des résultats de notre laboratoire ont montré que l’inhibition de l’expression d’UBF1 par 

interférence à ARN entraîne une augmentation significative de la production de virions ainsi 

qu’une augmentation de la transcription des gènes viraux immédiats-précoces et précoces 

(Ouellet Lavallée & Pearson, 2015). Par ailleurs, nous avons constaté que la surexpression de 

UBF par transfection transitoire entraîne une inhibition de la formation des compartiments de 

réplication virale (Ouellet Lavallée et al., soumis). Cette inhibition est spécifique à UBF, car la 

transfection d’un vecteur témoin exprimant la protéine mCherry n’a pas eu cet effet inhibiteur. 

Ces résultats indiquent que l’effet inhibiteur observé après la transfection d’un vecteur 

exprimant UBF n’est pas le résultat d’une réponse de l’immunité innée à l’ADN transféré 

(Ouellet Lavallée et al., soumis). Notre laboratoire a également observé que UBF colocalise 

avec le génome viral entrant (Ouellet Lavallée et al., soumis).   

Étant donné qu’UBF semble avoir un effet antiviral contre le HSV-1 en colocalisant avec le 

génome viral et en influençant sa transcription, nous avons formulé l’hypothèse que les résidus 

d’UBF essentiels à sa fonction transcriptionnelle pourraient également être cruciaux pour son 

rôle antiviral. 

Afin de mettre à l’épreuve cette hypothèse, nous avons suivi une approche en deux étapes. 

Tout d’abord, nous avons constitué une bibliothèque de gènes UBTF mutés en nous 

concentrant spécifiquement sur les sites critiques d’UBF impliqués dans la transcription par 

ARN polymérase I, tels qu’identifiés dans la littérature scientifique. Ensuite, nous avons évalué 

l’impact de la surexpression des différentes formes d’UBF sur la réplication du HSV-1 en culture 

cellulaire. 
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3 MÉTHODOLOGIE 

3.1 Cultures cellulaires  

Deux lignées cellulaires ont été utilisées pour ce projet : 

Les cellules d’Henrietta Lacks (HeLa) sont des cellules épithéliales humaines provenant d’un 

cancer du col de l’utérus. Le milieu de culture utilisé est le DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium) contenant 8 % de sérum de veau fœtal, 50 U/ml de pénicilline et 50 μg/ml de 

pénicilline / streptomycine (P/S). 

Les cellules Vero sont des cellules épithéliales reinales extraites d’un singe vert africain. Elles 

ont été cultuvées dans du DMEM contenant 5 % de sérum NCS (Newborn Calf Serum), 50 U/ml 

de pénicilline et 50 μg/ml de streptomycine (P/S). 

À chaque fois que les cellules atteignent 90 % de confluence, un passage cellulaire es effectué 

de la manière suivante : le milieu de culture est aspiré et les cellules sont lavées avec du PBS 

(phosphate buffered saline). Ensuite, l’enzyme trypsine est utilisée pour dissocier les cellules de 

la surface du récipient de culture et des autres cellules. La trypsine est neutralisée par l’ajout 

d’un volume égal de milieu de culture. Les cellules sont concentrées par centrifugation, puis re-

suspendues dans le milieu de culture. Enfin, Un huitième du volume est utilisé pour le passage 

des cellules HeLa, et un dixième du volume est utilisé pour les cellules Vero. Les cellules de 

passage sont replacées dans le milieu de culture puis cultivées dans un incubateur à 37 °C 

avec 5 % de CO2. 

3.2 Virus et infections 

La souche virale KOS de HSV-1 a été initialement fournie par Donald M. Coen de la faculté de 

médecine de l’université Harvard. Des stocks ont été produits et titrés sur des cellules Vero. 

Les infections ont été réalisées en diluant dans du DMEM contenant 2 % de FBS (fetal bovine 

serum) et P/S la quantité requise de particules infectieuses, ou PFU (plaque forming unit), selon 

la MOI (multiplicity of infection) requise. Un volume de 150 μl de ce milieu a été ajouté à chaque 

puits pour les plaques de 24 puits, et elles ont été agitées toutes les 15 minutes pendant une 

heure. Ensuite le milieu d'infection a été remplacé par 1 ml de milieu de culture DMEM 8% FBS. 
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Détermination des titres viraux 

Pour déterminer le titre viral d’un stock de virus déjà préparé, un essai de plaques de lyse a été 

réalisé. Pour cela, 3 x105 cellules HeLa ont été ensemencées dans chaque puits d’une plaque à 

12 puits avec du DMEM contenant 5 % de NCS et P/S. 24 heures après l’ensemencement, la 

monocouche cellulaire confluente a été infectée avec une dilution en série de 10-1 à 10-8 de la 

souche virale KOS en duplicata. La dilution a été faite avec du DMEM contenant 2 % de NCS et 

P/S.  

Une heure après l’infection, les cellules ont été recouvertes de DMEM contenant 2 % de NCS et 

0,33 % de méthylcellulose, puis incubées à 37°C avec 5 % de CO2. 

Trois jours post-infection, les cellules ont été fixées avec 1 ml de solution de fixation (ratio de 

méthanol : acide acétique de 3 :1) pendant une heure, puis colorées avec 1 ml de solution du 

cristal violet. Les plaques ont été rincées, et les plages de lyse ont été visualisées et comptées 

à l'aide d'un stéréoscope Nikon SMZ800. Les titres viraux sont exprimés en unité formatrice de 

plage par ml (PFU/ml). 

La détermination des titres viraux a été effectuée sur des cellules Vero. Ces cellules ne peuvent 

pas exprimer l'interféron protéique antiviral en raison de leurs défauts génétiques inhérents et 

sont donc plus susceptibles aux infections. 

3.3 Mutagénèse dirigée  

 

La banque de gènes UBTF mutés a été générée par mutagenèse dirigée. Pour créer une 

version mutée d'UBF1, deux segments de l'ORF d'UBF ont été amplifiés par réaction de 

polymérisation en chaîne (PCR) en utilisant le plasmide pCG zeo mut-UBF1-res (Ouellet 

Lavallée et al., soumis) comme matrice, des amorces contenant la mutation souhaitée 

(tableau1.3), et l’enzyme Q5 polymérase (New England Biolabs M0491S) ou bien l’enzyme PFU 

polymérase (Bio BASIC B0093). 

La taille des fragments amplifiés par PCR a été vérifiée en migrant un dixième du volume total 

de produit PCR par électrophorèse sur un gel d’agarose 1 % à 95 V pendant 50 min. Le reste 

du volume du produit PCR a été purifié avec un kit PCR clean-up (Macherey-Nagel 740609.50) 

puis dosé avec le NanoDrop (Thermo Scientific ND-ONE-W). 

Le vecteur pCG zeo mut, un vecteur d’expression transitoire, a été linéarisé par double 

digestion avec les enzymes de restriction BamHI (NEB R0136S) et XbaI (NEB R0145S) dans le 
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tampon CutSmart (NEB B7204S) pendant 1h30 à 37 °C. Puis, la digestion a été vérifiée en 

migrant le produit de digestion sur un gel d’agarose 1 % à 80 V pendant 40 min, et le reste du 

produit de digestion a été purifié avec un kit (Macherey-Nagel 740609.50).  

Les segments d’UBF ont été conçus pour contenir des extrémités qui se chevauchent, 

lesquelles ont ensuite été réassemblées dans le vecteur d'expression de mammifère au ratio 

2 :1 à 50°C pendant 30 min à l'aide du kit d'assemblage d'ADN NEBuilder HiFi (cat # E2621S). 

Le produit de ligation a été transformé dans des bactéries compétentes E.coli DH5α et les 

bactéries transformées ont été sélectionnées sur des géloses LB-ampicilline. 

Cinq à dix colonies positives ont été inoculées dans du milieu LB avec 50 μg/ml d'ampicilline, 

puis les plasmides ont été purifiés par miniprep (Omega D6942-02). 

Les plasmides purifiés ont été doublement digérés toute une nuit à 37 °C avec les enzymes de 

restriction HindIII (NEB R0104L) et AflII (NEB R0520S) en présence du tampon R2.1 (NEB 

B7202S) pour vérifier la présence de l’insert.  

Le produit de la digestion a été migré sur un gel d’agarose 1 % à 80 V pendant 40 min. Les 

clones positifs (pCGzeo mut-UBF mutée), qui ont montré deux bandes de 1200 paires de bases 

et de 6400 paires de bases, ont été envoyés au Centre d'expertise et de service Génome 

Québec pour confirmer la présence de la mutation désirée et l’absence d’autres mutations par 

séquençage de Sanger (Tableau 3.2). 
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Tableau 3.1 : Amorces de mutagenèse 

Site   Amorces 

T201A 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-CTGCTGGGGGGCTTTGGGCTTCTCTGGGATGTCCG-3’ 

2 F :5’-GCCCAAAGCCCCCCAGCAGCTGTGGTACACC-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

S389A 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-TGGAGGCGGGGGCGGTGGCCTGCTTCTTGTTGATGTTCAGC-3’ 

2 F :5’-GGCCACCGCCCCCGCCTCCAAGAAGCcAGCCC-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

S412A 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-CATGGCCGCCACGGGCCGCTTGGGCTTCTC-3’ 

2 F :5’-CGGCCCGTGGCGGCCATGTTCATCTTCTC-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

S484A 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-CAGCTCTTTTGGGGGCCTCGGGCAGCTTGCCC-3’ 

2 F :5’-CCGAGGCCCCCAAAAGAGCTGAGGAGATCTGGC-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

E210K 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-AGATACACCTTCTTCTTGTGGGTGTACCACAGCTGCTGG-3’ 

2 F :5’-CACCCACAAGAAGAAGGTGTATCTCAAAGTGCGGCCAG-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

K352A 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-CCACCTCGTAATCTGCCTTTTTCTGATCACACTTCTTGTGATAGGCG-3’ 

2 F :5’-CAGAAAAAGGCAGATTACGAGGTGGAGCTGCTCCGTTTCCTCG-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

K352R 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-CCACCTCGTAATCTCTCTTTTTCTGATCACACTTCTTGTGATAGGCG 

2 F :5’-CAGAAAAAGAGAGATTACGAGGTGGAGCTGCTCCGTTTCCTCG-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

K352Q 1 F :5’-CTATAGGGCGAATTCGGATCCATGAACGGAGAAGCCGACTGC-3’ 
R :5’-CCACCTCGTAATCTTGCTTTTTCTGATCACACTTCTTGTGATAGGCG-3’ 

2 F :5’-CAGAAAAAGCAAGATTACGAGGTGGAGCTGCTCCGTTTCCTCG-3’ 
R :5’-GCAGGTTTAAACAGTCGACTCTAGATCAGTTGGAGTCAGAGTC-3’ 

 

Tableau 3.2 : Amorces utilisées pour séquencer les vecteurs d’expression pCG zeo mut UBF mutées 

 Séquence 5’-3’ Position 

Seq UBF F1 CCCCTTATTTCCGCTTCTTC 350 

Seq UBF F2 AGCGGAAGGAGTACGAGGAG 756 

Seq UBF F3 CAAGAAGCAGGCCACCAG 1150 

Seq UBF F4 TGACCTGGAATAACATGGAAAA 1551 

Seq UBF F5 CCAATAAACGTAAGAGCATGACC 1950 

Seq pCG F6 TTCCTACAGCTCCTGGGCAA ------ 

Seq UBF R1 TCTTGGACAGAATCTTGGTTA 455 

Seq UBF R2 GTGAGGGTGGACTTGGTGAT 849 

Seq UBF R3 AGATGAACATGGCCGACAC 1250 

Seq UBF R4 CCGCATCTCACTCAGCTCTC 1648 

Seq UBF R5 TCATCATCCTCCTCGGACTC 2046 

Seq pCG R6 GAAGCTTCCAGAGGAACTGC ------ 
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3.4 Transfection des cellules HeLa 

Pour valider l’expression des formes mutées d’UBF, des cellules HeLa ont été transfectées 

avec les vecteurs pCG zeo mut-UBF mutée. Pour ce faire, des plaques à 6 puits ont été 

ensemencées avec 1.4 ×105 de cellules HeLa dans du DMEM avec 8 % FBS et P/S par puits.  

Vingt-quatre heures post-ensemencement (60-70 % de confluence), les cellules ont été lavées 

avec du tampon PBS, puis transfectées de manière transitoire avec 1 μg par puits de vecteur 

d'expression en utilisant l’agent de transfection PEI (polyethylenimine) (Sigma 408727) d’une 

concentration 1 μg/1 μl à un ratio 3 :1 PEI : ADN. Six heures post transfection, le milieu de 

culture a été remplacé par du DMEM avec 8 % FBS et P/S.  

La concentration des cellules par puits, la quantité d’ADN, ainsi que le ratio PEI : ADN ont été 

déterminés par des expériences d’optimisation de transfection des cellules HeLa avec le 

plasmide pEGFP-N1. Ce plasmide code pour une protéine fluorescente verte, ce qui a permis 

d’estimer l’efficacité de la transfection à l’aide d’un microscope à fluorescence. 

Pour la préparation de lamelles de culture de cellules exprimant la protéine UBF mutée, une 

lamelle a été déposée dans chaque puits de plaque à 24 puits, et chaque puits a été 

ensemencé avec 5×104 cellules HeLa dans du DMEM avec 8 % FBS et P/S. Le lendemain, les 

cellules ont été lavées avec du PBS, puis transfectées avec 250 ng par puits de vecteur 

d'expression et de l’agent de transfection PEI au ratio 1 :3. Les cellules ont été incubées 

pendant 6 h, puis le milieu de culture a été remplacé par du DMEM avec 8 % FBS et P/S. 

3.5 Immunbuvardage de type western  

Extraction des protéines :  

24 ou 48 heures post transfection, les plaques de culture cellulaire ont été placées sur de la 

glace et les cellules ont été lavées avec du PBS froid. Les cellules ont été lysées avec un 

tampon de radio-immunoprécipitation RIPA (50 mM tris pH 7.5 ; 1 % triton X-100 ; 0.5 % 

désoxycholate de sodium, 0.1 % SDS (sodium dodecyl sulfate), 500 mM Nacl ; inhibiteur de 

protéase complete mini de Roche 11836153001).  

Après une incubation de 15 minutes, les cellules ont été grattées et récoltées dans des tubes 

Eppendorf préalablement refroidis. Les lysats cellulaires ont été centrifugés à 4°C à 13 000 rpm 

pendant 15 minutes. Les surnageants ont été transférés dans des Eppendorfs refroidis, puis les 

protéines ont été concentrées pendant 1 heure au speedvac sans chauffage. La quantification 

relative des protéines a été effectuée par dosage de Bradford. 
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Western blot : 

 

Pour vérifier l’expression de la protéine UBF mutée suite à la transfection, 15 µg de protéines 

ont été mélangés avec un tampon de charge (60 mM Tris-HCl pH 6.8 ; 2 % SDS (sodium 

dodecyl sulfate) ; 0,01 % bromophenol bleu ; 238 mM β-mercaptoéthanol et 8 % glycerol), 

chauffées 5 minutes à 95 °C, puis migrés pendant 1 heure sur un gel de 8 % polyacrylamide en 

présence de SDS (SDS-PAGE) à 120 V. Les protéines ont été transférées du gel vers une 

membrane de polyfluorure de vinylidène (PVDF) pendant 30 minutes à 16 V à l'aide du Trans-

Blot Semi-Dry de Bio-Rad.  

La membrane a été bloquée avec la solution saline tamponnée Tris et 0,25 % Tween-20 (TBS-

T) + 1 % BSA (Bovine serum albumin) toute la nuit à 4°c sous agitation. Le lendemain, la 

membrane a été lavée avec TBS-T puis coupée en deux, sous la bande de 50 kDa du 

marqueur de taille. Les deux morceaux ont été incubés 1 h à température ambiante sous 

agitation avec des anticorps primaires dilués dans le tampon de blocage. 

Pour le haut de la membrane : un anticorps de lapin anti-UBF (Santa cruz Biotech) dilué 1 :500. 

Pour le bas de la membrane : un anticorps de lapin anti-α tubuline (New England Biolabs 

44059S) dilué 1 :1000. 

Après trois lavages dans la solution TBS-T, les deux morceaux de la membrane ont été incubés 

45 minutes sous agitation avec l’anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de lapin conjugué à la 

peroxydase (Jackson ImmunoResearch 111035003) dilué 1 :5000 dans du TBS-T + 1 % BSA, 

puis ils ont été lavés deux fois dans TBS-T et une dernière fois dans le TBS. Par la suite, la 

révélation a été réalisée en couvrant la membrane par la solution de révélation : le substrat de 

peroxyde et de luminol au ratio 1 :1 (Promega W1015). Enfin, les protéines des deux morceaux 

de membrane ont été observées avec l’instrument « Sapphire Biomolecular Imager » d’Azure. 

3.6 Immunofluorescence indirecte et détection par microscopie confocale  

Le marquage d’immunofluorescence indirecte et imagerie ont été réalisés essentiellement 

comme décrit précédemment (Ouellet Lavallée & Pearson, 2015). Les cellules transfectées et 

infectées ont été fixées avec 2 % de paraformaldéhyde pendant 10 minutes à température 

ambiante. 

Les cellules fixées ont été perméabilisées avec 0,1 % Triton X-100 pendant 15 minutes à 

température ambiante sous agitation, lavées, puis bloquées pendant 30 minutes à température 

ambiante avec solution de blocage (PBS 20 % NCS ; 0,5 % Tween-20).  
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Ensuite chaque lamelle a été déposée face vers le bas sur une goutte d’anticorps primaire dilué 

dans le tampon de blocage, puis incubée pendant une heure dans une chambre humidifiée à 

37°C. UBF a été ciblé avec un anticorps de lapin anti-UBF (Sigma HPA006385) dilué 1 :900 et 

ICP8 avec un anticorps de souris anti-ICP8 (Santa Cruz SC-53329) dilué 1 :50. 

Après l’incubation avec l’anticorps primaire, les lamelles ont été lavées avec PBS, puis 

déposées sur une goutte d’anticorps secondaire et incubées pendant 1 heure dans une 

chambre humidifiée à 37°C. L’anticorps de chèvre anti-IgG de lapin conjugué au fluorophore 

Alexa 488 (Invitrogen A11008) et l’anticorps de chèvre anti-IgG de souris conjugué au 

fluorophore Alexa 568 (Invitrogen A11031) ont été dilués 1 :1000 dans le tampon de blocage.  

Par la suite, les lamelles ont été lavées avec PBS, et les noyaux des cellules ont été marqués 

avec 300 nM de DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) pendant 10 minutes à température 

ambiante. Les lamelles ont été lavées une dernière fois avec PBS puis montées sur des lames 

en verre avec 8 µl de la solution de montage ProLong Gold Antifade reagent (Invitrogen 

P36934).  

Le lendemain, les lames ont été observées au Service de microscopie confocale du centre 

Armand-Frappier Santé Biotechnologie de l’INRS avec un microscope confocal Zeiss LSM 780 

ayant un laser multiligne à argon à 458/488/514 nm, un laser DPSS à 561 nm et un laser HeNe 

à 633 nm. Les images de microscope confocal ont été exportées avec le logiciel Zen 3.3 blue 

edition. 

3.7 Analyse statistique  

Les résultats présentés dans les figures 4.5, 4.6 et 4.7 sont représentatifs de trois expériences 

indépendantes. 

La figure 4.7 quantifiant l'effet des mutations a été réalisée à l'aide du logiciel GraphPad Prism 

9.5.1. Sur cette figure, les différences statistiques entre les effets des UBF mutées et d'UBF wt 

ont été déterminées par une analyse de la variance à un facteur (one-way ANOVA). 

 

 

 

 

 



33 

 

4 RESULTATS 

Les expériences de ce projet avaient pour objectif d’identifier les acides aminés critiques pour la 

fonction antivirale de l’UBF contre le HSV-1. Notre approche expérimentale consistait à 

introduire des mutations dans la séquence d’UBF et à tester les formes mutées exprimées de 

manière ectopique dans un contexte d’infection in vitro des cellules épithéliales pour déterminer 

si la mutation affectait l’activité d’inhibition de la réplication virale. Étant donné que les deux 

isoformes d’UBF sont capables d'inhiber la réplication du HSV-1 (Ouellet Lavallée et al., 

soumis), nous avons décidé de mener ces expériences en utilisant uniquement l'isoforme 

UBF1. 

4.1 Banque de gènes UBTF mutés 

Étant donné que UBF1 subit plusieurs modifications post-traductionnelles qui régulent son 

activité transcriptionnelle, nous avons décidé de substituer les différents sites de ces 

modifications par des résidus d’alanine afin d’observer leurs effets sur l’activité inhibitrice de 

l’UBF contre le HSV-1. En plus de ces substitutions, nous avons choisi de tester la mutation 

d’UBF E210K associée à une maladie neurodégénérative rare. Cette mutation modifie la 

propriété du résidu d'acide aminé en passant d'une ionisation chargée négativement à 

positivement. Le tableau 4.1 ci-dessous présente les différentes mutations générées par 

mutagenèse dirigée, ainsi que leur position dans l’UBF1 et leurs effets sur l’activité 

transcriptionnelle de l’ARN polymérase I, tels qu’indiqués dans la littérature. Toutes ces 

mutations ont été vérifiées par séquençage. 

Tableau 4.1 : Différentes mutations de la protéine cellulaire UBF 

 Mutation Position Effet sur la transcription par ARN polymérase I  

Site de phosphorylation T201A 2e boîte HMG Diminue la transcription 

S389A Entre 3e et 4e boîte HMG Inactive la transcription 

S412A 4e boîte HMG Diminue la transcription 

S484A 5e boîte HMG Diminue la transcription 

Site de méthylation K232A 2e boîte HMG Augmente la transcription 

K254A 2e boîte HMG Augmente la transcription 

Site d’acétylation K352A 3e boîte HMG Diminue la transcription 

Associée à une maladie rare E210K 2e boîte HMG Augmente la transcription 
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La figure 4.1 présente un modèle tridimensionnel de l’UBF1, indiquant la position des différents 

acides aminés qui ont été substitués dans le cadre de mes expériences. 

 

Figure 4.1 : Prédiction du modèle 3D d’UBF1 avec les sites des mutations 

Le domaine de dimérisation est représenté en rose, la queue acide en vert, et les boîtes HMG sont en bleu. 
Les résidus sujets à des substitutions sont marqués en rouge. Cette image a été adaptée d’une prédiction de 
la structure 3D d’UBF réalisée à l’aide du logiciel Alphafold (Jumper et al., 2021). 

 

4.2 Expression des formes mutées d’UBF1 dans les cellules HeLa 

Les formes mutées d’UBTF ont été générées par mutagenèse dirigée, puis clonées dans le 

vecteur d’expression pCG zeo mut. Afin de valider l’expression de ces différentes formes 

mutées, des cellules épithéliales HeLa ont été soit non transfectées (Mock), soit transfectées 

avec le plasmide vide comme contrôle négatif, ou avec l’un des plasmides exprimant UBF1 

mutée comme indiqué dans la figure 4.1. Après 24 heures, les protéines des cellules ont été 

extraites puis quantifiées par la méthode de Bradford. Par la suite, 15 µg de protéines ont été 

analysées par immunobuvardage de type western. 

 

 

Extrémité N- terminale 

Extrémité C- terminale 
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Figure 4.2 : Expression des formes mutées de l’UBF1 dans des cellules HeLa 

Immunoblot des protéines UBF endogènes et exogènes. A et B : le panneau en haut montre les niveaux 
d’UBF et le panneau du bas montre l’alpha-tubuline, le témoin de charge. Le doublet représente les deux 
isoformes d’UBF (UBF1 et UBF2). La position du marqueur de poids moléculaire est indiquée à gauche des 
panneaux. 

 

Dans la figure 4.2, on observe que notre témoin de charge α-Tubuline de 50 kDa présente des 

bandes d’intensité égale dans tous les puits, démontrant ainsi qu’une quantité équivalente de 

protéines a été introduite dans chaque puits. 

Pour les conditions Mock et contrôle négatif, on observe deux bandes situées à environ 100 

kDa, en accord avec la masse moléculaire prédite des deux isoformes de l’UBF (Jones et al., 

1995). 

Pour les différentes formes mutées, on observe une bande plus intense correspondant à 

l’isoforme UBF1, confirmant ainsi que les cellules HeLa, transfectées de manière transitoire 

avec ces vecteurs, surexpriment UBF1 mutée à la taille attendue. 

A 

 

 

 

 

 

 

B 
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4.3 Impact des mutations dans UBF1 sur sa capacité d’inhiber la réplication du 
HSV-1 

Une fois l'expression des formes modifiées d'UBF1 confirmée, nous avons testé leur capacité à 

inhiber la formation de compartiments de réplication virale du HSV-1. À cette fin, des cellules 

HeLa ont été soit non transfectées (Mock), soit transfectées avec UBF1 de type sauvage ou l’un 

des plasmides exprimant UBF1 mutée. Après 24 heures, les cellules non transfectées ont été 

infectées par simulation (Mock), tandis que les cellules transfectées ont été infectées par la 

souche KOS du HSV-1 à un MOI de 5. Cinq heures après l’infection, les cellules ont été traitées 

pour l’immunofluorescence indirecte et co-marquées avec les anticorps dirigés contre la 

protéine cellulaire UBF et la protéine virale ICP8. Ensuite, les cellules ont été observées au 

microscope confocal. 

La formation des compartiments de réplication virale a été suivie en observant le marquage 

pour ICP8, une protéine virale du HSV-1 qui lie l’ADN simple brin, considérée comme marqueur 

pour les compartiments de réplication virale (Figures 4.3 - 4.6).  

La figure 4.3 présente les résultats des mutations des sites de phosphorylation. Le taux de 

transfection n’est pas de 100 % ; par conséquent, nous avons pu observer sur la même lamelle 

des cellules exprimant uniquement l’UBF endogène et d’autres cellules surexprimant l’UBF 

exogène. Pour les cellules transfectées, un marquage de l’UBF a été détecté dans tout le 

nucléoplasme.  

Contrairement aux cellules non transfectées qui présentent des compartiments de réplication 

virale (marqués en rouge) partout dans leurs noyaux, les cellules surexprimant UBF1 de type 

sauvage (wt) dans la figure 4.3 ne montrent aucune formation de compartiments de réplication 

virale. Ces résultats sont en accord avec les conclusions antérieures issues des travaux menés 

par un étudiant de notre laboratoire (Ouellet Lavallée et al., soumis).   

Dans la même figure, les cellules surexprimant UBF1 avec des mutations au niveau des sites 

de phosphorylation : S389A, S412A, S484A et T201A, ont également présenté une inhibition de 

la formation de compartiments de réplication virale. 
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Figure 4.3 : Impact des mutations des sites de phosphorylation de l’UBF sur sa capacité à inhiber la 
réplication du HSV-1 

Images de microscopie confocale de cellules HeLa, soit non transfectées (Mock), soit transfectées de façon 
transitoire avec UBF de type sauvage (wt) ou UBF muté au niveau d’un site de phosphorylation, puis 
infectées avec KOS à une MOI de 5. Les cellules ont été fixées 5 hpi et co-marquées par immunofluorescence 
pour UBF (vert, rangée du haut) et ICP8 (rouge, rangée du milieu) ; les noyaux ont été colorés avec DAPI 
(bleu). La rangée du bas représente les canaux fusionnés. Les flèches pointent vers une cellule typique dans 
laquelle UBF1 wt ou mutée est surexprimée.  

 

Pour confirmer que l'inhibition de l'expression d'ICP8, et donc la réduction de la réplication 

virale, est spécifiquement due à l'absence d'UBF et non simplement à un échec de l'infection 

par le HSV, nous avons infecté des cellules par le HSV-1 en l'absence d'UBF. Les résultats 

démontrent que sous nos conditions expérimentales, 98 % des cellules ont été infectées. 

Après avoir observé les effets des mutations des sites de phosphorylation, nous avons ensuite 

examiné les effets des mutations des sites de méthylation.  

Les résultats illustrés dans la figure 4.4 démontrent que l’UBF1, dont les sites de méthylation 

ont été substitués par des alanines, conserve son activité inhibitrice contre le HSV-1. En effet, 

les cellules surexprimant les formes mutées UBF1 K232A et UBF1 K254A ne montrent pas de 

réplication du HSV-1.  
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Il semble également que la mutation du glutamate 210 en résidu de lysine, associée à une 

maladie neurodégénérative rare chez les enfants, n'ait aucun effet sur l'activité inhibitrice de 

l'UBF lors de l'infection par le HSV-1. Comme le montre la figure 4.5, les cellules surexprimant 

UBF E210K inhibent la formation des compartiments de réplication virale. 

 

 

Figure 4.4 : Impact des mutations des sites de méthylation de l’UBF sur sa capacité à inhiber la réplication 
du HSV-1 

Images de microscopie confocale de cellules HeLa, soit non transfectées (Mock), soit transfectées de façon 
transitoire avec UBF de type sauvage (wt) ou UBF mutée au niveau d’un site de méthylation, puis infectées 
avec KOS à une MOI de 5. Les cellules ont été fixées 5hpi et co-marquées par immunofluorescence pour UBF 
(vert, rangée du haut) et ICP8 (rouge, rangée du milieu) ; les noyaux ont été colorés avec DAPI (bleu). La 
rangée du bas représente les canaux fusionnés. Les flèches indiquent une cellule typique dans laquelle 
UBF1 wt ou mutée est surexprimée.  
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Figure 4.5 : Impact de la mutation E210K de l’UBF sur sa capacité à inhiber la réplication du HSV-1 

Images de microscopie confocale de cellules HeLa, soit non transfectées (Mock), soit transfectées de façon 
transitoire avec UBF de type sauvage (wt) ou UBF1 E210K, puis infectées avec KOS à une MOI de 5. Les 
cellules ont été fixées 5hpi et co-marquées par immunofluorescence pour UBF (vert, rangée du haut) et ICP8 
(rouge, rangée du milieu) ; les noyaux ont été colorés avec DAPI (bleu). La rangée du bas représente les 
canaux fusionnés. Les flèches pointent vers une cellule typique dans laquelle UBF1 Wt ou bien UBF1 E210K 
est surexprimée. Les images présentées sont représentatives de la population cellulaire observée dans trois 
expériences indépendantes. 
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Pour toutes les mutations précédentes, aucune différence d’activité inhibitrice par rapport à 

l’UBF de type sauvage n’a été observée. Cependant, un résultat différent a été obtenu lorsque 

le site d’acétylation a été modifié (figure 4.6). La substitution de la lysine 352 en alanine a 

permis de maintenir la formation de compartiments de réplication virale et a ainsi aboli 

l’inhibition de la réplication du HSV-1 par l'UBF. Cela suggère que le site d’acétylation en 

position 352 est crucial pour l’activité antivirale de l’UBF contre le HSV-1. 

 

 

Figure 4.6 : La substitution du site d’acétylation K352 de l’UBF par alanine atténue sa capacité à inhiber la 
réplication du HSV-1 

Images de microscopie confocale de cellules HeLa, soit non transfectées (Mock), soit transfectées de façon 
transitoire avec UBF de type sauvage (wt) ou UBF mutée au niveau du site d’acétylation (UBF1 K352A), puis 
infectées avec KOS à une MOI de 5. Les cellules ont été fixées 5hpi et co-marquées par immunofluorescence 
pour UBF (vert, rangée du haut) et ICP8 (rouge, rangée du milieu) ; les noyaux ont été colorés avec DAPI 
(bleu). La rangée du bas représente les canaux fusionnés. Les flèches pointent vers une cellule typique dans 
laquelle UBF1 wt ou UBF1 K352A est surexprimée. Les images présentées sont représentatives de la 
population cellulaire observée dans trois expériences indépendantes. 
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4.4 Quantification de la capacité des formes substituées d’UBF d’inhiber la 
réplication du HSV-1 

Pour évaluer la signification de l’effet observé, nous avons procédé à la quantification de nos 

résultats de microscopie confocale (figure 4.7). Chaque mutation a impliqué l’analyse d’au 

moins 26 cellules observées dans trois expériences indépendantes. 

Les cellules surexprimant UBF de manière ectopique (100%) sont subdivisées en deux sous-

groupes : d’une part, celles dans lesquelles la surexpression d’UBF inhibe la réplication virale 

de HSV-1 (représentées en gris clair), ce qui signifie que la formation des compartiments de 

réplication virale (marqué en rouge) n’est pas détectée dans ces cellules, et d’autre part, celles 

où la surexpression d’UBF n’affecte pas la réplication virale de HSV-1 (représentées en gris 

foncé). 

Les résultats de la quantification n'ont pas révélé de différence statistiquement significative 

entre le pourcentage des cellules dont la réplication virale a été inhibée par la surexpression de 

l'UBF1 de type sauvage (98,5 %) et celui des cellules dont la réplication virale a été inhibée par 

la surexpression des variantes mutées d'UBF1 suivantes : S389A (96,3 %), S412A (100 %), 

S484A (95,6 %) et E210K (98 %). 

Cependant, une différence significative a été observée pour la mutation du site d’acétylation 

K352A. Environ 30 % des cellules surexprimant la forme mutée UBF1 K352A ont maintenu la 

formation des compartiments de réplication virale du HSV-1, tandis que seulement 1.5 % des 

cellules surexprimant l’UBF de type sauvage ont maintenu cet état. 

Pris ensemble, ces résultats démontrent que le site d’acétylation de l’UBF lysine 352 contribue 

à son activité antivirale contre HSV-1. 
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Figure 4.7 : Quantification de l’effet des mutations d’UBF sur la réplication de HSV1 

Ce graphique montre le pourcentage des cellules surexprimant UBF1 de type sauvage ou UBF1 mutée et qui 
maintiennent la formation des compartiments de réplication virale (en noir) et celles où la formation des 
compartiments de réplication virale n’est pas détectée dans ces cellules (en gris). Les barres d'erreur 
indiquent l'erreur type. Test statistique one-way ANOVA : **p ≤ 0.01, ns, non significative. La figure 
représente la moyenne de trois expériences indépendantes (n = 3). 

4.5 Effet des mutations du site d’acétylation K352A d’UBF sur sa capacité 
d’inhiber la réplication du HSV-1 

Pour confirmer davantage l'importance du site d'acétylation K352 de l'UBF dans son activité 

inhibitrice de la réplication du HSV-1, nous avons créé deux autres mutants du site d'acétylation 

K352 de l'UBF1. L’une des mutations implique la substitution de la lysine K352 par une 

glutamine, permettant ainsi de neutraliser la charge positive du résidu et de mimer l’acétyl-

lysine. L’autre mutation consiste à substituer la lysine par de l’arginine, imitant ainsi l’état non 

acétylé de la lysine. L’expression des deux formes mutées, UBF1 K352Q et UBF1 K352R, a été 

confirmée par western blot (voir figure 4.2).  

Comme pour les mutations précédentes, nous avons évalué la capacité de ces deux nouvelles 

formes mutées d’UBF1 à inhiber la formation de compartiments de réplication virale du HSV-1 

en effectuant des essais de transfection transitoire sur des cellules HeLa avec ces formes 

substituées, suivie d’une infection à une MOI de 5 avec la souche KOS du HSV-1. Les cellules 

ont été marquées par immunofluorescence indirecte pour détecter la protéine cellulaire UBF (en 

vert) et la protéine virale ICP8 (en rouge) au microscope confocal (figure 4.8). 
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Dans la figure 4.8, les cellules surexprimant UBF1 K352Q et UBF1 K352R ne présentent aucun 

signe de formation de compartiments de réplication virale (marqué en rouge). Ces résultats 

préliminaires suggèrent que, contrairement à la substitution du site d’acétylation de l’UBF 

K352A qui inhibe son activité antivirale contre le HSV-1, le remplacement de ce site par du 

glutamate ou de l’arginine rétablit son activité antivirale. 

Une analyse des résultats issus de 26 cellules transfectées par K352Q et de 45 cellules 

transfectées par K352R révèle l'absence de formation de compartiments de réplication virale du 

HSV-1 dans toutes ces cellules. 

 

Figure 4.8 : La substitution du site d’acétylation K352 de l’UBF par de la glutamine ou de l’arginine conserve 
sa capacité à inhiber la réplication du HSV-1 

Images de microscopie confocale montrant des cellules HeLa, soit non transfectées (Mock), soit transfectées 
de façon transitoire avec UBF de type sauvage (wt), UBF1 K352R, ou UBF1 K352Q, puis infectées avec KOS à 
une MOI de 5. Les cellules ont été fixées 5hpi et co-marquées par immunofluorescence pour UBF (vert, 
rangée du haut) et ICP8 (rouge, rangée du milieu) ; les noyaux ont été colorés avec DAPI (bleu). La rangée du 
bas représente les canaux fusionnés. Les flèches pointent vers une cellule typique dans laquelle UBF1 wt, 
UBF1 K352Q ou UBF1 K352R est surexprimée.  
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5 DISCUSSION 

Notre laboratoire a démontré que la protéine cellulaire UBF inhibe la réplication du virus HSV-1 

(Ouellet Lavallée et al., soumis). Le mécanisme de la restriction par UBF n'a pas été défini. Le 

but de cette étude était de déterminer les résidus d’UBF nécessaires pour son activité antivirale, 

comme une première étape vers la compréhension du mécanisme d’UBF. 

5.1 Le site d’acétylation K352 d’UBF joue un rôle dans son effet antiviral contre 
le HSV-1 

Bien que le rôle transcriptionnel de l'UBF dans la cellule soit régulé par des modifications post-

traductionnelles, les effets de ces modifications sur son activité antivirale envers le HSV-1 sont 

inexplorés. Pour cela, nous avons choisi d’examiner différents sites de modifications post-

traductionnelles d’UBF rapportés dans la littérature. 

Nous avons substitué les sites de phosphorylation : S389, S412, S484 et T201 ; les sites de 

méthylation : K232 et K254 ; ainsi que le site d’acétylation K352 par l’alanine afin d’évaluer 

l’impact fonctionnel. Puis, nous avons testé la capacité des différentes formes mutées à inhiber 

la formation de compartiments de réplication virale du HSV-1.  

Parmi les différents sites mutés, seul le site d’acétylation en position 352 d’UBF semble être 

crucial pour son activité antivirale contre le HSV-1. La substitution par l’alanine, un acide aminé 

neutre et non chargé, élimine la charge positive de la lysine et empêche l’acétylation, perturbant 

ainsi les interactions électrostatiques associées à cette modification post traductionnelle. 

Comme illustré dans la figure 4.6, la mutation du site d’acétylation K352A aboli l’inhibition de la 

réplication du HSV-1 par l'UBF. La quantification des résultats a révélé que 30 % des cellules 

surexprimant la forme mutée UBF1 K352A ont maintenu la formation des compartiments de 

réplication virale du HSV-1.  

En essayant de mieux comprendre l’importance du site K352, nous l’avons substitué par deux 

autres résidus : la glutamine (Q) et l’arginine (R). Ces mutations aident à déterminer si les 

propriétés chimiques particulières de la lysine à ce site d'acétylation sont critiques pour la 

fonction antivirale de l’UBF. 

La substitution par glutamine maintient une charge neutre et certaines propriétés structurelles 

tout en empêchant l'acétylation, car la chaîne latérale de la glutamine est similaire à celle de la 

lysine. Tandis que la substitution par arginine conserve la charge positive, mais elle peut 
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perturber la régulation normale de la lysine par acétylation en raison de la différence de taille et 

de structure chimique entre la lysine et l'arginine. Curieusement, la mutation K352R, qui 

bloquerait l’acétylation et aurait la même charge positive que la lysine, ou K352Q, qui devrait 

imiter l’acétylation de la lysine, conserve toutes deux la capacité antivirale de l’UBF, comme 

démontré dans la figure 4.8. Les expériences avec ces deux mutants doivent être répétées pour 

confirmer les résultats et garantir la reproductibilité des observations. Si les répétitions 

expérimentales prouvent que les mutations en arginine et en glutamine ont effectivement 

conduit à la conservation de la fonction inhibitrice de l’UBF, l'interprétation possible de cette 

observation pourrait être la suivante : 

• La charge électrique à ce site d'acétylation semble jouer un rôle crucial dans le maintien 

de l'activité antivirale de la protéine. La substitution par un acide aminé neutre comme 

l'alanine perturbe cette charge, entraînant une altération de la fonction antivirale de 

l’UBF. 

• Cependant, la taille de la chaîne latérale (arginine ou glutamine) ne semble pas avoir le 

même impact, indiquant que la perturbation de la charge plutôt que des propriétés 

stériques spécifiques est probablement responsable des changements fonctionnels 

observés. 

Il sera important de valider ces observations avec des analyses complémentaires. Pour 

déterminer si l’acétylation d’UBF change lors de l’infection par HSV-1, nous pourrons évaluer le 

niveau d’acétylation d’UBF dans les cellules infectées en isolant UBF à partir de lysat cellulaire 

par immunoprécipitation, puis l’analyser par western blot en utilisant des anticorps anti-acétyl-

lysine. Si l’acétylation d’UBF est nécessaire pour son activité antivirale, nous nous attendons à 

observer une augmentation du niveau d’UBF acétylée dans l’extrait des cellules infectées par 

rapport aux cellules non infectées.  

Nous pourrons également caractériser l’association entre UBF1 et CBP, l’acétyltransférase qui 

acétyle UBF au niveau de la lysine 352, en effectuant une immunoprécipitation à partir des 

extraits de cellules infectées. Ceci sera réalisé en utilisant soit des anticorps anti-UBF. 

L’immunoprécipitation sera suivie d’un immunobuvardage en utilisant des anticorps anti-CBP 

pour détecter la présence de CBP et confirmer l’association physique entre l’UBF et le CBP. 

La présence de la forme endogène de l'UBF pourrait avoir un impact sur les résultats obtenus 

dans ces expériences. Il est possible que les formes mutées de l'UBF aient formé des dimères 

avec l'UBF endogène, ce qui pourrait masquer tout effet inhibiteur. Il serait intéressant de 
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reproduire les expériences avec les différentes formes mutées en inhibant l'expression de l'UBF 

endogène à l'aide de siARN. 

5.2 Le rôle potentiel de l’acétylation de l’UBF dans les différents mécanismes 
envisageables de l’action antivirale de l’UBF contre le HSV-1 

On peut classer les mécanismes possibles de l’action antivirale de l’UBF contre le HSV-1 en 

deux catégories : 

Action directe  

UBF peut directement entraver la réplication virale de manière autonome. Un exemple possible 

de mécanisme direct est qu’UBF se lie directement au promoteur des gènes viraux, ce qui 

diminue l’accessibilité au promoteur et interfère avec le recrutement des facteurs de 

transcription bloquant ainsi la transcription virale. Un autre exemple possible est qu’UBF se lie à 

travers le génome viral, entravant ainsi la progression de la machinerie de transcription, 

similaire à sa régulation de l’élongation de la polymérase I.  

Ces exemples impliquent la liaison d’UBF au génome viral. Notre laboratoire a découvert que 

UBF colocalise avec le génome viral du HSV-1 de manière indépendante des protéines virales 

(Ouellet Lavallée et al., soumis). Une étude a analysé les l’interactions entre l’ADN du HSV-1 et 

les protéines virales et cellulaires tout au long de l’infection en utilisant des approches de 

purification par affinité du génome viral et d’imagerie. Cette étude a révélé que UBF est associé 

au génome viral à 2hpi, 3hpi et 6hpi (Dembowski & DeLuca, 2018). Afin de confirmer 

l’interaction entre l’UBF et le génome viral et de déterminer si UBF reconnaît des séquences 

spécifiques de l’ADN viral, nous pourrions effectuer une immunoprécipitation de la chromatine 

ciblant UBF suivie d’un séquençage à haut débit.  

Selon des études antérieures, l’acétylation d’UBF par l’acétyltransférase CBP, n’affecte pas sa 

capacité de liaison au promoteur de l’ADNr. Nous pourrions également étudier si l’acétylation de 

l’UBF affecte son association avec l’ADN viral. Pour cela, nous pourrions réaliser des tests 

d’immunoprécipitation de la chromatine pour détecter si l’occupation de l’ADN viral par UBF1 

sera perturbée suite aux substitutions de site d’acétylation K352 par alanine, arginine ou 

glutamine.   

Ces exemples de mécanismes directs impliquent également la possibilité qu’UBF modifie la 

conformation de l’ADN viral. Une étude structurale du complexe UBF-ADN viral peut être 

réalisée in vitro à l’aide de l’imagerie spectroscopique électronique pour déterminer si UBF 
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forme des enhancéosome en se liant sur l’ADN viral comme pour l’ADNr. La phosphorylation de 

T117 et T201 par ERK réduit l'affinité des boîtes HMG 1 et 2 pour l'ADNr et diminue leur 

capacité à le plier, empêchant ainsi la formation de l'enhancéosome (Stefanovsky et al., 2006). 

Nous pourrions simuler la phosphorylation de ces deux sites en substituant la thréonine par 

l’acide glutamique puis déterminer l’effet de cette mutation sur la liaison d’UBF à l’ADN viral et 

l’effet sur l’activité inhibitrice d’UBF. 

Action indirecte  

Le fait que UBF se lie à l’ADN ribosomal et recrute des protéines pour former le complexe 

d’initiation de la transcription suggère la possibilité que UBF entrave la transcription virale 

indirectement en se liant à l’ADN viral et en recrutant une ou plusieurs protéines de répression.  

Afin d’identifier et de quantifier les protéines associées à l’UBF dans les cellules infectées par le 

HSV-1, nous pourrions réaliser une immunoprécipitation couplée à la spectrométrie de masse. 

Ensuite, nous pourrions confirmer les interactions en utilisant des méthodes complémentaires 

comme l’immunoprécipitation suivie d’un immunobuvardage. 

Des recherches antérieures ont établi que l'acétylation de l'UBF favorise son interaction avec 

PAF53, une sous-unité de l'ARN polymérase I, ce qui facilite le recrutement de Pol I au 

promoteur de l'ADNr (Kong et al., 2011; Meraner et al., 2006). Par conséquent, il est plausible 

que l'acétylation de la lysine K352 de l'UBF soit essentielle pour ses interactions protéine-

protéine au cours de l'infection par le HSV-1. Nous pourrions refaire la même expérience 

d'immunoprécipitation suivie par spectrométrie de masse pour identifier et quantifier les 

protéines qui interagissent spécifiquement avec les différentes formes mutées d’UBF. 

Parmi les candidats possibles est l’IFI16, un capteur d’ADN viral qui est capable d’inhiber la 

réplication ainsi que l’expression génique de HSV-1 de type sauvage (Sodroski & Knipe, 2023). 

En utilisant la purification par immunoaffinité et la spectrométrie de masse ciblée, il a été 

découvert que UBF colocalise avec IFI16 oligomérique au niveau des génomes du HSV-1 dans 

les fibroblastes lors d'une infection simulée et pendant les premières phases de l’infection (Lum 

et al., 2019).  

Un autre candidat plausible est la CTCF, une protéine nucléaire à onze doigts de zinc, qui 

régule l’expression génique en modulant le recrutant des protéines coactivateurs et 

corépresseurs, ainsi que par son activité de barrière au niveau des promoteurs (Ghirlando & 

Felsenfeld, 2016).  
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Par exemple, une étude a démontré qu'une fraction de CTCF interagit avec l'ARN polymérase II 

pour stimuler la transcription d'un gène rapporteur (Chernukhin et al., 2007). De plus, il a été 

également démontré que CTCF se lie en amont du promoteur du gène ADNr et augmente sa 

transcription en interagissant directement avec UBF par ses doigts de zinc, favorisant ainsi la 

liaison d’UBF à l’ADNr (van de Nobelen et al., 2010). 

D’autres études ont révélé que CTCF induit la répression de la transcription du promoteur c-

myc en recrutant les protéines répresseurs Sin3 et YB1 (Lutz et al., 2000). En outre, CTCF 

interagit directement avec Suz12, une composante du complexe répressif polycomb 2 (PRC2) 

(Li et al., 2008). Le PRC2, un complexe régulateur épigénétique constitué de cinq protéines 

(EZH2, SUZ12, EED et RdAp46/48), est responsable de la triméthylation de l’histone 3 à la 

lysine 27 (H3K27me3), aboutissant à la répression de la transcription génique (Simon & 

Kingston, 2009).  

Par ailleurs, une analyse de la séquence du génome du HSV-1 a repéré sept motifs de liaison à 

CTCF conservés (Amelio et al., 2006). CTCF est associée à ces motifs sur le génome latent, 

agissant comme un isolant de la chromatine qui empêche l’activation de promoteurs lytiques 

tels que celui d’ICP0 par l’activateur LAT (Washington et al., 2018). 
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6 CONCLUSION  

Le mécanisme de la restriction du virus HSV-1 par la protéine cellulaire UBF est inconnu. 

Comme un première pas vers la compréhension de ce mécanisme, on a essayé d’identifier des 

acides aminés critiques pour cette fonction antivirale. 

Cette étude est la première à examiner les effets des mutations sur différents sites de 

modification post-traductionnelle dans le cadre d’une infection par le HSV-1, ainsi qu’à étudier 

l’impact d’une variante d’UBF associée à une maladie neurodégénérative rare (E210K) dans le 

contexte de l’infection. 

Nos résultats suggèrent que la mutation E210K n’affecte pas l’activité inhibitrice d’UBF contre la 

réplication de HSV-1. Cependant, nous avons identifié le site d'acétylation K352 d'UBF comme 

étant crucial pour son effet antiviral. Pour approfondir la compréhension du mécanisme d'action 

d'UBF, notre laboratoire envisage deux catégories de mécanismes : action directe et action 

indirecte. Tenant compte des résultats de cette étude, dans notre modèle UBF est acétylé pour 

pouvoir inhiber l’expression virale (figure7.1). 

L’association de l’UBF avec le génome du HSV-1 suggère que UBF pourrait agir directement en 

se liant à l'ADN viral, interférant avec la transcription virale. L'analyse structurale de complexes 

UBF-ADN viral pourrait fournir des informations cruciales sur ce mécanisme. L'étude de 

l'acétylation d'UBF et son association avec CBP pendant l'infection par HSV-1 peut également 

apporter des éclaircissements sur les mécanismes d'action. 

En ce qui concerne l'action indirecte, l'interaction potentielle d'UBF avec des protéines telles 

que IFI16 et CTCF offre des pistes intéressantes. Des expériences supplémentaires, telles que 

l'immunoprécipitation couplée à la spectrométrie de masse, pourraient confirmer ces 

interactions et fournir des détails sur les partenaires protéiques impliqués. 

En résumé, nos résultats suggèrent un rôle crucial du site d'acétylation K352 d'UBF dans son 

activité antivirale, tout en ouvrant des perspectives prometteuses pour la compréhension des 

mécanismes moléculaires sous-jacents. Une telle compréhension pourrait avoir des implications 

importantes dans le développement de nouvelles approches thérapeutiques contre le HSV-1. 
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Figure 6.1: Modèle des mécanismes d’action antivirale direct et indirect d’UBF 

(A) En l’absence d’UBF, les facteurs de transcription se fixent sur le promoteur viral (rectangle jaune) et 

activent la transcription. 

(B) Mécanisme direct : UBF acétylé se lie à la région promotrice du génome viral et interfère avec le 

recrutement des facteurs de transcription, inhibant ainsi la transcription virale. 

(C) Mécanisme indirect : UBF acétylé se lie au génome viral et y recrute une protéine de répression qui 

interfère avec le recrutement des facteurs de transcription et bloque la transcription des gènes 

viraux. Les dessins sont réalisés sur le logiciel Biorender. 
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