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RESUME

Le virus herpés simplex 1 (HSV-1) est un virus ADN double brin qui infecte les cellules
epithéliales et neuronales humaines. Notre laboratoire a découvert que l'infection par HSV-1
déclenche la relocalisation de plusieurs protéines nucléolaires, dont Upstream Binding Factor
(UBF), un facteur de transcription de I'ARN polymérase | pouvant également étre impliqué dans
la stimulation de la transcription de 'ARN polymérase Il. UBF se relocalise des nucléoles aux
compartiments de réplication virale et colocalise avec I'ADN viral. Nous avons montré que UBF
inhibe la réplication de HSV-1. La protéine virale structurale VP16 fait partie du tégument de
HSV-1, une couche entre la capside et I'enveloppe du virus qui est constituée de protéines virales
et cellulaires pouvant agir avant la décapsidation et I'expression des genes viraux. VP16 est un
facteur de transcription des génes viraux immédiats-précoces qui recrute une série de facteurs
de transcription aux promoteurs viraux via son domaine d'activation acidique. Des résultats
préliminaires suggérent que VP16 peut affecter la colocalisation de UBF avec I'ADN viral.

Nous émettons I'hypothése que VP16 inhibe I'activité antivirale de UBF.

Premiérement, nous avons étudié si le domaine transactivateur de VP16 interagit avec
UBF. Les protéines recombinantes glutathion S-transférase (GST) et GST fusionné au domaine
transactivateur de VP16 (GST-VP16AD) ont été exprimées en bactérie et immobilisées sur des
billes glutathion-sépharose. Un extrait de protéines cellulaires totales a été préparé a partir de
cellules HelLa. Cet extrait a été traité avec de la nucléase micrococcale pour dégrader les acides
nucléiques et empécher ces derniers de médier des interactions non spécifiques entre le domaine
transactivateur de VP16 et UBF. Nous avons testé si UBF de I'extrait cellulaire interagissait
spécifiquement avec le domaine d'activation de VP16 dans un essai d'interactions protéines-
protéines de type « GST pull-down ». Nous avons élué les protéines adsorbées aux matrices
d'affinité, puis nous avons fait un immunobuvardage ciblant UBF. Nous avons également réalisé
un contrle positif en ciblant par immunobuvardage TATA box binding protein (TBP).
En effet, TBP est recruté par le domaine transactivateur de VP16, et notre hypothése suggére
qu’il existe une interaction entre ce domaine de VP16 et UBF. Nous avons détecté TBP dans
I'extrait de protéines cellulaires totales ainsi que dans les €luats de billes, plus intensément pour
GST-VP16AD que pour GST. UBF a été détecté dans l'extrait de protéines cellulaires totales mais
pas dans les éluats, ce qui suggére que UBF ne se lie pas au domaine transactivateur de VP16

en absence d'autres protéines virales.



Deuxiémement, nous avons cherché a déterminer si la surexpression de VP16 module la
localisation intracellulaire de UBF. Nous avons généré des vecteurs permettant de surexprimer
VP16 pleine longueur et une version mutée de VP16 avec une délétion C-terminale des acides
aminés 423 a 490 qui enléve le domaine de transactivation. L'expression de VP16 avec et sans
domaine de transactivation en contexte de transfection transitoire de cellules HelLa a été validé
par immunobuvardage de protéines. Nous avons transfecté de maniére transitoire des cellules
HeLa pour surexprimer UBF seule, VP16 seule, ou pour surexprimer simultanément UBF et VP16.
Les cellules ont été traitées pour visualiser les protéines VP16 et UBF par immunofluorescence
indirecte au microscope confocal. VP16 exprimé de maniére ectopique est détecté principalement
dans le cytoplasme. Nous avons constaté qu'en surexprimant uniquement UBF, la protéine est
principalement détectée dans le noyau. En revanche, en surexprimant simultanément VP16 pleine
longueur, une grande portion de UBF est détectée dans le cytoplasme. Un résultat préliminaire
suggeére que UBF soit également localisée majoritairement dans le cytoplasme quand les cellules

surexpriment simultanément une version mutée de VP16 sans domaine transactivateur.

Nos résultats montrent que la surexpression de VP16 peut affecter la localisation
intracellulaire de UBF en absence d'autres protéines virales. Bien que UBF endogéne ne soit pas
relocalisé au cytoplasme en contexte d'infection, ces résultats suggérent que UBF et VP16
puissent interagir. Le domaine de transactivation de VP16 est connu pour interagir avec plusieurs
facteurs de transcription afin de moduler l'activité transcriptionnelle de I'ARN polymérase II.
Néanmoins, l'effet de VP16 sur la localisation intracellulaire de UBF exprimée de maniére
ectopique ne semble pas da a l'interaction du domaine d'activation de VP16 avec celle-ci. Cela
suggeére que VP16 pourrait affecter la localisation de UBF dans la cellule héte via une interaction
médiée par une partie de la protéine autre que le domaine de transactivation. Des travaux futurs
pourront élucider le domaine de VP16 nécessaire pour cette interaction, ainsi que l'impact

fonctionnel de cette interaction.

Mots clés : Virus herpés simplex ; défense antivirale ; échappement viral ; relation héte-virus ;
VP16 ; UBF



ABSTRACT

Herpes simplex virus (HSV-1) is a double-stranded DNA virus that infects human epithelial
and neuronal cells. Our laboratory found that HSV-1 infection triggers the relocalization of several
nucleolar proteins, including Upstream Binding Factor (UBF), an RNA polymerase | transcription
factor that may also be involved in the stimulation of RNA polymerase |l transcription.
UBF relocalizes from nucleoli to viral replication compartments and colocalizes with viral DNA. We
have shown that UBF inhibits HSV-1 replication. The viral structural protein VP16 is part of HSV-
1 tegument, a layer between the capsid and the envelope of the virus, which is composed of viral
and cellular proteins that can act prior to decapsidation and viral gene expression.
VP16 is an immediate-early viral transcriptional activator that recruits various transcription factors
to viral promoters via its acidic activation domain. Preliminary results suggest that VP16 may affect
the colocalization of UBF with viral DNA. We hypothesize that VP16 inhibits the antiviral activity
of UBF.

Firstly, we studied if the transactivator domain of VP16 interacts with UBF. Recombinant
glutathione S-transferase (GST) and GST fused with the transactivation domain of VP16
(GST-VP16AD) were expressed in bacteria and immobilized on glutathione-sepharose beads.
A whole cell protein extract was prepared from HelLa cells. This extract was treated with
micrococcal nuclease to degrade nucleic acids and prevent them from mediating nonspecific
interactions between UBF and the transactivation domain of VP16. We tested if UBF from the
whole cell extract interacted specifically with the activation domain of VP16 in a GST pull-down
assay. We eluted proteins that were adsorbed to GST and GST-VP16 affinity matrices and then
performed a western blot targeting UBF. We also included a positive control by testing for TATA
box binding protein (TBP). Indeed, TBP is known to be recruited by the transactivation domain of
VP16, and our hypothesis suggests that there is an interaction between this domain of VP16 and
UBF. We detected TBP in the whole cell extract as well as in the eluates of the affinity beads,
more intensely for GST-VP16AD than for GST. UBF was detected in the whole cell extract but not
in the eluates, suggesting that UBF does not bind to the transactivation domain of VP16 in the

absence of other viral proteins.



Secondly, we tested if overexpression of VP16 modulates the intracellular localization of
UBF. We generated vectors to overexpress full-length VP16 and a mutated version of VP16 with
a C-terminal deletion of amino acids 423 to 490 that removes the transactivation domain.
Expression of VP16 with and without transactivation domain in the context of transient transfection
of HelLa cells was validated by western blot. We transiently transfected HelLa cells to overexpress
UBF alone, VP16 alone, or to simultaneously overexpress UBF and VP16. Cells were treated to
visualize VP16 and UBF by indirect immunofluorescence using a confocal microscope.
Overexpressed VP16 was detected mainly in the cytoplasm. When UBF was overexpressed
alone, we found that it was localized mainly in the nucleus. In contrast, when UBF was
simultaneously overexpressed with full-length VP16, a large portion of UBF was detected in the
cytoplasm. A preliminary result suggests that UBF was also localized mainly in the cytoplasm
when cells overexpressed simultaneously a mutated version of VP16 without a transactivation

domain.

Our results show that overexpression of VP16 can affect the intracellular localization of
UBF in the absence of other viral proteins. Although endogenous UBF is not relocalized to the
cytoplasm in the context of infection, these results suggest that UBF and VP16 may interact.
The transactivation domain of VP16 is known to interact with several transcription factors in order
to modulate the transcriptional activity of RNA polymerase Il. Nevertheless, the effect of VP16 on
the intracellular localization of ectopically expressed UBF does not seem to be mediated by an
interaction with the activation domain of VP16. This result suggests that VP16 could affect the
localization of UBF in the host cell via an interaction mediated by a domain other than the
transactivation domain. Future work may identify the domain of VP16 required for this interaction,

as well as the functional impact of this interaction.

Keywords: Herpes simplex virus; antiviral defense; viral escape; host-virus relation; VP16; UBF
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1 INTRODUCTION

1.1 Virus herpés simplex 1

1.1.1 Taxonomie

Selon le Comité international de taxonomie des virus, la famille des Herpesviridae fait partie du
domaine des Duplodnaviria, du régne des Heunggongvirae, de I'embranchement des
Peploviricota, de la classe des Herviviricetes et de l'ordre des Herpesvirales. Cette famille
comprend neuf virus humains et est subdivisée en trois sous-familles : les Alphaherpesvirinae,
les Betaherpesvirinae et les Gammaherpesvirinae (Walker et al., 2020).

La sous-famille des Alphaherpesvirinae inclut les virus herpés humains de type 1, 2 et 3.
Les virus herpés humains de type 1 et 2, ou virus herpés simplex 1 (HSV-1) et 2, font partie du
genre des Simplexvirus. Le virus herpés humain de type 3 fait partie du genre des Varicellovirus
et est plus connu sous le nom de virus varicelle-zona. La sous-famille des Betaherpesvirinae inclut
les virus herpés humains de type 5, 6A, 6B et 7. Le virus herpés humain de type 5 ou
cytomégalovirus humain appartient au genre des Cytomegalovirus. Les virus humains de type 6A,
6B et 7 font partie du genre des Roseolovirus. La sous-famille des Gammaherpesvirinae
comprend les virus herpés humains de type 4 et 8 qui sont oncogéniques. Le virus herpés humain
de type 4 ou virus d'Epstein-Barr appartient au genre des Lymphocryptovirus. Le virus herpés

humain de type 8 induit le sarcome de Kaposi et fait partie du genre des Rhadinovirus.

1.1.2 Epidémiologie

Les infections herpétiques orolabiales sont principalement causées par HSV-1 et les infections
herpétiques génitales par HSV-2, bien que les deux virus puissent étre a l'origine des deux types
d'infections. La prévalence de HSV-1 différe selon le lieu, le statut économique et I'age. Moins de
70 % de la population américaine et japonaise entre vingt et quarante ans est séropositive a
HSV-1, alors que plus de 95 % de la population chinoise, sénégalaise et costaricaine I'est.
Les principales pathologies engendrées par HSV-1 sont des Iésions cutanées, des kératites
herpétiques (environ trois-cent-mille cas par an diagnostiqués aux Etats-Unis) pouvant rendre
aveugle, et des encéphalites herpétiques hémorragique (environ un cas pour deux-cent-mille
personnes aux Etats-Unis) pouvant entrainer la mort. HSV-1 entre en latence, et peut étre réactivé
a cause du rayonnement ultraviolet, du stress émotionnel ou physique, de la fiévre,
des menstruations ou de l'immunosuppression (Roizman et al., 2013; Whitley et al., 2016).

Ce mémoire va se concentrer sur l'infection lytique de HSV-1.



1.1.3 Structure du virion

HSV-1 est un virus enveloppé, possédant a sa surface plus de dix glycoprotéines et plusieurs

protéines membranaires non glycosylées (Figure 1.1) (Whitley et al., 2016).

Figure 1.1 : Schéma de la structure de HSV-1

HSV-1 est un virus enveloppé (en vert) a ADN double brins (en noir) avec une capside icosaédrique (en orange).
Il posséde entre sa capside et son enveloppe un tégument (en rouge), constitué de protéines virales et
cellulaires. Le virion posséde des glycoprotéines a sa surface (en bleu).

HSV-1 posséde une capside icosaédrique. VP5, la principale protéine de la capside, forme des
capsomeres pentagonaux sur les sommets et des capsoméres hexagonaux sur les faces.
Ces capsomeéres sont reliés entre eux par les protéines VP19C et VP23. Des hexameéres de la
protéine VP26 sont associés aux capsoméres hexagonaux de VPS5. Il existe également un
capsomere portail constitué de douze exemplaires de la protéine UL6, par lequel le génome viral

entre et sort de la capside (Roizman et al., 2013).

Le génome viral de HSV-1 est un ADN bicaténaire faisant 152 000 paires de bases et codant plus
de 80 génes (Knipe et al., 2021). Ce génome est constitué de deux séquences uniques, une
séquence longue (UL) et une séquence courte (US). Chacune de ces deux séquences est
encadrée par des régions répétées terminales (TRL et TRS) et internes (IRL et IRS). Il y a une
copie de la séquence « a » a chaque extrémité du génome, et une copie a la jonction entre IRL
et IRS (Figure 1.2) (Watanabe et al., 2018).



Figure 1.2 : Schéma du génome de HSV-1

Le génome viral de HSV-1 fait 152 000 paires de bases. Il est constitué d'une séquence unique longue (UL) et
d'une séquence unique courte (US). En vert, des régions répétées (TRL, IRL, IRS et TRS) encadrent les deux
séquences uniques. En bleu, une copie de la séquence « a » est présente a chaque extrémité du génome ainsi
qu'a la jonction entre IRL et IRS.

Les génes de HSV-1 sont classés en trois groupes selon le moment ou ils sont exprimés durant

le cycle viral : les génes viraux immédiats-précoces, précoces et tardifs (Watanabe et al., 2018).

Entre la capside et I'enveloppe, HSV-1 posséde un tégument constitué de plusieurs protéines
virales et cellulaires (Loret et al., 2008). Ces protéines étant présentes dans le virion, elles peuvent
agir des I'entrée du virus dans la cellule hote avant I'expression des génes viraux. Les protéines
tégumentaires sont divisées entre une couche interne proche de la capside et une couche externe

plus proche de I'enveloppe (Crump, 2018).

1.1.4 Cycle de réplication lytique

Les virions libres vont initier un nouveau cycle lytique en se fixant via ses glycoprotéines gB et gC
aux protéoglycanes a héparane sulfate présentes a la surface des cellules cibles. Cette liaison
réversible permet d’augmenter la concentration de virions a la surface des cellules.
La glycoprotéine gD va ensuite établir des liaisons irréversibles avec plusieurs récepteurs
cellulaires dont les nectines 1 et 2, les sulfates d’héparane 3-O-sulfatés et le récepteur des
facteurs de nécrose tumorale herpesvirus entry mediator. Le virus va alors entrer dans la cellule
cible, soit en fusionnant son enveloppe avec la membrane plasmique, soit en étant endocyté.
Dans les deux cas, la capside et les protéines tégumentaires vont se retrouver dans le cytoplasme
(Whitley et al., 2016). Certaines protéines tégumentaires vont agir directement a ce niveau comme
virion host shutoff (vhs) qui en dégradant des ARN messagers va affecter 'immunité innée (voir
section 1.4.6). D’autres protéines tégumentaires comme VP16 vont agir dans le noyau
(voir section 1.2). La capside est transportée jusqu’au noyau via les microtubules, et la
décapsidation va avoir lieu au niveau des pores nucléaires. Dans le noyau le génome viral va se
circulariser et étre chromatinisé (Whitley et al., 2016). En outre, des compartiments de réplication
virale constitués de protéines virales et cellulaires vont se former autour des génomes viraux

(Randall et al., 1986). Ces compartiments sont le siége de I'expression des génes viraux, de la



réplication du génome viral et de I'encapsidation. Les génes viraux immédiats-précoces sont les
premiers a étre transcrits. Aprés leur transcription, les ARN messagers vont étre transloqués dans
le cytoplasme pour étre traduits puis les protéines vont entrer dans le noyau pour promouvoir la
transcription des autres génes viraux. Vient ensuite I'expression des génes viraux précoces, dont
les produits retournent dans le noyau aprés traduction pour participer a la réplication du génome
viral. Les protéines virales UL9 et ICP8 vont se lier aux origines de réplication du génome viral et
recruter la polymérase et ses facteurs associés. Une hélicase pour séparer les deux brins d’ADN
et une primase pour synthétiser de courts segments d’ARN servant d’amorce pour 'ADN
polymérase |l seront également mobilisés, ce qui donne au génome une forme de théta ().
Durant la réplication, le génome va adopter une conformation de cercle roulant, ou I’'ADN viral se
déroule sous forme d’'une succession de génomes viraux liés les uns a la suite des autres, le
concatémere (Roizman et al., 2013). Enfin, les génes viraux tardifs sont les derniers génes viraux
a étre exprimés, et ils codent entre-autres pour des protéines structurales. Les protéines de la
capside et quelques protéines tégumentaires vont étre transloquées au noyau, le reste des
protéines tégumentaires va rester dans le cytoplasme aprés leur traduction, et les glycoprotéines
vont s’insérer dans la membrane de vésicules dérivées du réseau transgolgien (Whitley et al.,
2016). L'assemblage de la capside se déroule dans le noyau, ainsi que I'encapsidation a travers
le capsomeére portail d’'une copie de génome viral par virion. La protéine UL25 bouche le portail
pour empécher que le génome ne ressorte (Cockrell et al., 2009). La capside va s’entourer de
quelques protéines virales dans le noyau puis va acquérir une premiére enveloppe a la membrane
nucléaire interne. Le virus se retrouve enveloppé entre les deux membranes du noyau, puis va
fusionner son enveloppe avec la membrane nucléaire externe pour se retrouver désenveloppé
dans le cytoplasme. Dans le cytoplasme, le virion va finir de constituer son tégument, puis va
acquérir sa deuxiéme enveloppe a partir de la membrane d’'une vésicule dérivée du réseau
transgolgien et quitter la cellule par exocytose (Whitley et al., 2016) (Figure 1.3). Aprés avoir libéré

une multitude de virions, la cellule finit par étre lysée.



Figure 1.3 : Schéma du cycle viral lytique de HSV-1 (tirée de Bertrand 2011)
© 2011, Luc Bertrand

Le virion peut entrer dans une cellule héte en étant endocyté ou en fusionnant son enveloppe avec la membrane
plasmique cellulaire. Certaines protéines virales tégumentaires vont agir dans le cytoplasme comme vhs qui
dégrade les ARN messagers afin de contrecarrer I'immunité innée. D'autres protéines tégumentaires vont agir
dans le noyau comme le transactivateur VP16. La capside va se diriger vers le noyau via les microtubules. La
décapsidation a lieu au niveau des pores nucléaires. Le génome viral va se circulariser dans le noyau, et un
compartiment de réplication virale constitué de protéines virales et cellulaires va se former autour de celui-ci.
Les génes viraux immédiats-précoces (IE) sont alors exprimés, suivi des génes viraux précoces (E) impliqués
dans la réplication du génome viral, et des génes tardifs (L) codant entre autres pour les protéines structurales.
Apres I'encapsidation dans les compartiments de réplication virale, la capside va agréger quelques protéines
tégumentaires autour du noyau et étre transloquée dans le cytoplasme en étant enveloppée puis
désenveloppée. Dans le cytoplasme, le virion va finir d'acquérir ses protéines tégumentaires puis sera exocyté.



1.2 Protéine virale VP16

Ce projet de maitrise s’intéresse plus particulierement a une protéine tégumentaire de HSV-1,
VP16, qui a la capacité de promouvoir par transactivation la transcription virale par I'ARN

polymérase II.

1.2.1 Structure

La protéine virale VP16, également nommée vmw65 ou a-TIF, est une protéine virale
tégumentaire de 65 kDa (Campbell et al., 1984) constituée de 490 acides aminés (Dalrymple et
al., 1985).

Elle est constituée d'un domaine core de l'acide aminé 49 a 'acide aminé 403 (Liu et al., 1999),
et d'un domaine acidique transactivateur en position C-terminale a partir de I'acide aminé 412
(Triezenberg et al., 1988) (Figure 1.4).

N85
EB6
D87
L88
F89
590 R214 E361
Y215 w263  R291 D385
Y216 D386
G74/P75 R217 R249/A250 E288/A289 D387
1 49 E28 403 412 452 490
R64 R184 R208  R236 R331  R360
R214 R341 R366
R217 R368
R221 K370
R224
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Figure 1.4 : Schéma de la structure primaire de VP16

La portion verte correspond au domaine core, et la portion rouge au domaine acidique transactivateur. Le
domaine transactivateur est constitué d'une région proximale H1 et d'une région distale H2. Les chiffres
correspondent aux acides aminés de VP16. Au-dessus de VP16, les résidus en orange et en marron sont des
résidus conservés qui stabilisent la structure tertiaire du domaine core. Les résidus en orange sont reliés entre
eux comme les résidus en marron. Les résidus en bleu foncé sont des résidus conservés du domaine core de
VP16 situés a la surface de la protéine en trois dimensions. Les résidus en violet sont impliqués dans
I'assemblage du virion. Les résidus en vert se lient a OCT-1, et les résidus en noir interagissent avec HCF-1.
Les résidus en bleu clair en-dessous de VP16 sont proposés de participer a la liaison a I'ADN.



Le domaine transactivateur en position C-terminale posséde une région proximale H1 (acides
aminés 412-452) et une région distale H2 (acides aminés 453-490). Ces deux sous-domaines
participent a l'induction de la transcription des génes viraux immeédiats-précoces en recrutant des
cofacteurs différents (lkeda et al., 2002; Regier et al., 1993; Walker et al., 1993).

Le domaine core de VP16 est constitué de onze hélices « a » et de six feuillets « B ». La structure
en trois dimensions du domaine core a la forme d'un siége (Figure 1.5). Le segment entre les
résidus 146 et 247 forme le dossier (en vert), le segment 248-323 l'assise (en bleu) et les
segments 49-145 et 324-412 la surface supérieure (en rouge et en jaune). La section entre les
résidus 350 et 394 est désordonnée, ce qui signifie qu'elle adopte sa conformation en trois

dimensions uniquement lors de son association avec d'autres macromolécules (Liu et al., 1999).

A

Figure 1.5 : Représentation de la structure 3D du domaine core de VP16 (tirée de Liu 1999)
© 1999, Cold Spring Harbor Laboratory Press

Le domaine core de VP16 comprend onze hélices « a » représentées par des torsades allant de « A» a « J », et
six feuillets « B » matérialisés par des fleches allant de 1 a 6. L'image « A » représente une vue de face, et
I'image « B » une vue du co6té droit. La portion allant du résidu 49 a 145 est rouge, verte entre 146 et 247, bleue
entre 248 et 323, et jaune entre 324 et 412. Les traits en pointillés, s’étendant du résidu 350 au 394 et du résidu
403 au 412, montrent des sections désordonnées.



Cette structure tertiaire du domaine core est stabilisée par une série de résidus conservés reliés
entre eux par des interactions intramoléculaires. Les résidus P93, N95, D97, Y99, R162, E165 et
K343 forment un réseau reliant le dossier et la surface supérieure du domaine core. Les résidus
N85 a S90, W263 et R291 forment un réseau reliant la surface supérieure et l'assise. Il y a d'autres
acides aminés conservés du domaine core de VP16, les résidus R214 a E218 qui sont situés a la
surface de VP16 (Liu et al., 1999).

VP16 a la capacité de s'associer avec les protéines cellulaires host cell factor 1 (HCF-1),
octamer binding protein 1 (OCT-1) et I'ADN viral pour former un complexe induit par VP16.
Les résidus R64, R184, R208, R214, R217, R221, R224, R236, R331, R341, R360, R366, R368
et K370 sont impliqués dans la liaison de VP16 a I'ADN. Les résidus E361, D385, D386, D387
interagissent avec HCF-1. Les résidus Y373, G374, S375 sont cruciaux pour la fixation a OCT-1
(Babb et al., 2001; Lai et al., 1997). Les résidus G74/P75, R249/A250 et E288/289 sont impliqués

dans l'assemblage du virion (Ace et al., 1988; Liu et al., 1999).

Le domaine core est conservé entre les homologues de VP16 dans différents virus, alors que pour
le domaine transactivateur sa longueur et sa position (HSV, CHV, EHV en C-ter et BHV, VZV en
N-ter) peuvent varier (Cohen et al., 1994; Fan et al., 2020; Tyack et al., 2006; Wysocka et al.,
2003).

1.2.2 Induction de la transcription des génes viraux immédiats-précoces

VP16 est un transactivateur des génes viraux immédiats-précoces (Campbell et al., 1984;
Dalrymple et al., 1985). VP16 étant localisée dans le tégument de HSV-1, cette protéine peut agir
directement suite a la décapsidation sans avoir besoin d'étre exprimée par la cellule infectée.
VP16 n’étant pas dotée d’un signal de localisation nucléaire, elle va étre transportée au noyau en
se liant via son domaine core a la protéine cellulaire HCF-1, connue pour étre impliquée dans la
prolifération cellulaire (Gerster et al., 1988; La Boissiere et al., 1999; Wysocka et al., 2003).
Le domaine core de VP16 s’associe également avec la protéine cellulaire heat-shock 90a
(Hsp90a), qui peut atteindre le noyau avec sa fonction chaperonne et dont I'absence entraine une
dégradation de VP16 par l'autophagosome (Wang et al, 2020; Wang et al, 2018).
En outre, la protéine virale tégumentaire pUL14 est requise pour un transport nucléaire efficace
de VP16 (Yamauchi et al., 2008).



Dans le noyau, VP16 va former le complexe induit par VP16 en s’associant avec HCF-1 et le
facteur de transcription cellulaire OCT-1 (Stern et al., 1991). HCF-1 participe a la stabilisation de
ce complexe (Gerster et al., 1988; Wysocka et al., 2003). Bien que le domaine core de VP16
puisse se lier faiblement a 'ADN, c’est OCT-1 qui va se fixer a la séquence TAATGARAT (R pour
purine) du promoteur des génes viraux immédiats-précoces (Fan et al., 2020 ; Spector et al.,
1991).

1.2.2.1 Recrutement des facteurs de transcription

Aprés que le complexe induit par VP16 se soit fixé au promoteur des génes viraux immeédiats-
précoces, VP16 va promouvoir la transcription de ces génes viraux par 'ARN polymérase II.
Pour ce faire, VP16 va recruter de nombreux facteurs de transcription via son domaine de
transactivation, dont les facteurs généraux de transcription TFIIA (Kobayashi et al., 1995), TFIIB
(Lin et al., 1991), TFIID (Klemm et al., 1995; Stringer et al., 1990; Uesugi et al., 1997), TFIIF (Zhu
et al., 1994a) et TFIIH (Langlois et al., 2008; Xiao et al., 1994). Le domaine transactivateur de
VP16 interagit également avec la protéine cellulaire Positive cofactor 4 (PC4 ou p15), qui a la
capacité de se lier a 'ADN et de réguler la transcription de I'ARN polymérase Il (Fukuda et al.,
2004; Garavis et al., 2017; Ge et al., 1994; Kretzschmar et al., 1994). En outre, le complexe
médiateur, qui sert d'interface entre I'ARN polymérase Il et les facteurs de transcription liés a
I'ADN, voit ses sous-unités 17 (MED17 ou TRAP80) et 25 (MED25 ou ARC92/AC1D1) recrutées
par le domaine transactivateur de VP16 (Allen et al., 2015; Ito et al., 1999; Jeffery et al., 2020;
Mittler et al., 2003; Vojnic et al., 2011; Yang et al., 2004). De surcroit, le domaine transactivateur
de VP16 se lie aux acétyltransférases d'histones p300, cyclic adenosine monophosphate-
response element binding protein (CREB)-binding protein (CBP) et p300/CBP-associated factor
(PCAF) (Ikeda et al., 2002; Kundu et al., 2000; Tumbar et al., 1999; Wang et al., 2000).
Le domaine transactivateur de VP16 interagit avec le complexe Spt-Ada-Gcnb-acetyltransferase
(SAGA) qui acétyle préférentiellement I'histone H3, ainsi qu'avec le complexe nucleosomal
acetyltransferase of histone H4 (NuA4) (Culbertson et al., 2021; Utley et al., 1998; Vignali et al.,
2000). Le complexe switch/sucrose non-fermenting (SWI/SNF), connu pour remodeler la
chromatine par lintermédiaire d'un mécanisme ATP-dépendant, est également recruté par le
domaine transactivateur VP16 (Gutiérrez et al., 2007; Memedula et al., 2003; Neely et al., 1999;
Sikorski et al., 2012; Wu et al., 2017).

Néanmoins, les cofacteurs de transcription p300, CBP, PCAF, GCN5 et les sous-unités ATPase
catalytiques de SWI/SNF BRM et Brg-1 ne sont pas requis pour I'expression des génes viraux

immédiats-précoces du virus HSV-1 (Kutluay et al., 2009).



HCF-1 posséde également un domaine de transactivation qui coopére avec celui de VP16 pour

promouvoir la transcription virale (Luciano et al., 2002).

1.2.3 Régulation de I'assemblage et de la maturation des virions

Aprés l'assemblage de la capside dans le noyau, les virions poursuivent leur maturation en
agrégeant des protéines virales tégumentaires autour de la capside (Whitley et al., 2016).
VP16 est présente autour de la capside dans le noyau avant le premier enveloppement (Naldinho-
Souto et al., 2006). VP16 ne peut pas se fixer directement a la capside et s'y associe via
l'intermédiaire de la protéine tégumentaire VP1/2 (Coller et al., 2007). L'incorporation de VP16

pourrait aussi continuer dans le cytoplasme (Crump, 2018; Fan et al., 2020).

Apreés que la capside ait quitté le noyau, les trois protéines tégumentaires VP16, VP1/2 et pUL37
promeuvent le transport de la nucléocapside via les microtubules jusqu'au vésicules dérivées du
réseau transgolgien, dont la membrane est constellée de glycoprotéines (dont gB, gD et gH) et
de protéines virales du tégument externe pouvant étre liées par VP16 (Fan et al., 2020; Gross et
al., 2003; Guo et al., 2010; Kamen et al., 2005; Laine et al., 2015; Sandbaumhliter et al., 2013;
Zhu et al., 1994b). Suite a ces interactions, les nucléocapsides recouvertes de protéines
tégumentaires vont bourgeonner dans les vésicules dérivées du réseau transgolgien, desquelles

les virions enveloppés vont quitter la cellule par exocytose.

1.2.4 Implication de VP16 dans le passage de I'état latent a I'état lytique

En plus de l'infection lytique présentée précédemment, HSV-1 peut entrer en latence. Lors de la
réactivation, VP16 est exprimée en absence de ICPO, ICP4 et de synthése virale, et cette
synthése de novo de VP16 initie la sortie de latence et démarre un cycle lytique (Thompson et al.,
2009).
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1.3 Protéine cellulaire Upstream Binding Factor

La protéine virale VP16 peut affecter la colocalisation entre le génome entrant de HSV-1 et la
protéine cellulaire UBF (Ouellet Lavallée et al., en révision). UBF est connue pour inhiber la
réplication de HSV-1 (Ouellet Lavallée et al., 2015).

1.3.1 Structure et isoformes

La protéine cellulaire Upstream Binding Factor (UBF) est codée par le géne UBTF localisé sur le

chromosome 17g21 (Jones et al., 1995).

UBF est constituée d'un domaine de dimérisation en position N-terminale (O'Mahony et al., 1992),
de six boites high mobility group (HMG) permettant & UBF de se lier a 'ADN (Hisatake et al., 1991)
et d'un domaine acidique transactivateur en position C-terminale (Jantzen et al, 1990)
(Figure 1.6). Le domaine de dimérisation fait 110 acides aminés et il est constitué de quatre
hélices « a » (Lai et al., 1996). Les six boites HMG font entre soixante-quatre et soixante-huit
acides aminés (Justilien et al., 2020) et sont constituées de trois hélices « a » (Xu et al., 2002;
Yang et al., 2003).

UBF posséde deux isoformes décrits, le premier de 764 acides aminés (UBF1) et le second de
727 acides aminés (UBF2) (O'Mahony et al., 1991). Les deux isoformes sont issus d'un épissage
alternatif de I'exon 8 correspondant aux acides aminés de la position 221 a 257, situés dans la
boite HMG2 de UBF1 mais absents de UBF2 (Chan et al., 1991; Hisatake et al., 1991)
(Figure 1.6).

1 112 180 298 362 482 549 764
196 264 407 475 568 634

1 112 180 261 325 445 512 727
196 227 370 438 531 597

Figure 1.6 : Schéma de la structure primaire de UBF1 et UBF2

La portion bleue correspond au domaine de dimérisation, les six portions vertes aux six boites HMG, et la
portion rouge au domaine acidique transactivateur. Les chiffres correspondent aux acides aminés de UBF.
Les acides aminés 221 a 257 de la boite HMG2 de UBF1 sont absents chez UBF2.



1.3.2 Initiation de la transcription de I'ADN ribosomal

UBF participe a l'initiation de la transcription par 'ARN polymérase | des génes de I'ADN ribosomal
codant les ARN ribosomaux 28S, 18S et 5.8S. L'ADN ribosomal est localisé dans le nucléole,
un sous-compartiment du noyau n'étant pas délimité par une membrane mais par
I'hétérochromatine péri-nucléolaire. Le nucléole comprend des centres fibrillaires (ou I'ADN
ribosomal est transcrit en ARN ribosomal), entourés de composants fibrillaires denses (ou la
maturation des pré-ARN ribosomaux a lieu). Autour de ces composants fibrillaires denses se
trouvent de nombreux composants granulaires, ou les pré-ribosomes sont assemblés (Pederson,
2011; Tiku et al., 2018).

Pour initier la transcription de I'ADN ribosomal par 'ARN polymérase |, UBF va se lier a deux
segments du promoteur des génes ribosomaux, le domaine core et l'upstream control element
(UCE). Un autre facteur de transcription, le complexe SL-1, consitué d'une TATA box binding
protein (TBP) et de cing TATA box associated factors (TAF) va se fixer au segment UCE (Villacis
et al., 2018). SL-1 est recruté par le domaine C-terminal phosphorylé de UBF (Tuan et al., 1999).
UBF et SL-1 vont alors recruter 'ARN polymérase | et des facteurs associés comme la
topoisomérase Il a et RRN3, permettant ainsi 'ARN polymérase | de transcrire les séquences

répétées de I'ADN ribosomal en ARN ribosomal (Villacis et al., 2018).

1.3.3 Remodelage de la chromatine de I'’ADN ribosomal

UBF se lie aI'ADN via ses boites HMG, et n'a pas besoin de reconnaitre de séquences spécifiques
pour le faire (O'Sullivan et al., 2002), permettant notamment a UBF de promouvoir la
décondensation de la chromatine dans la région codante de I'ADN ribosomal pour promouvoir sa
transcription (Potapova et al., 2019).

UBF se dimérise lorsqu'il se lie a 'ADN, et forme des boucles entre cent-dix et cent-soixante-dix

nucléotides appelées enhancesomes (Stefanovsky et al., 1996).

1.3.4 Régulation de I'ARN polymérase Il

En plus de son rble dans le nucléole avec 'ADN ribosomal et TARN polymérase |, il existe un
nombre limité d’exemples ou UBF a été impliqué dans la stimulation de la transcription de 'ARN
polymérase Il. UBF se lie avec le facteur de transcription de I'ARN polymérase |l lymphoid
enhancer factor 1 dans le noyau des cellules humaines et ensemble ils activent le promoteur de
la cycline D1 (Grueneberg et al., 2003). UBF promeut également la transcription des génes

d'histones par I'ARN polymérase Il (Sanij et al., 2015).
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1.3.5 Interactions connues avec des virus

La protéine cellulaire UBF est mobilisée lors de diverses infections par des virus oncogéniques
ou non. Dans certains cas nous observons que UBF a un effet proviral via 'augmentation de la
quantité de ribosomes disponibles pour traduire les ARN messagers en protéines virales.

Toutefois, UBF a un effet antiviral sur HSV-1.

1.3.5.1 Virus oncogéniques

La protéine virale E2 du papillomavirus humain 8 colocalise avec UBF sur les chromosomes
mitotiques, mais aucune interaction directe ni interaction fonctionnelle n'a encore été détectée
(Poddar et al., 2009). La protéine E7 du papillomavirus humain 16 se lie a UBF et augmente la
phosphorylation de UBF1, ce qui stimule la transcription de I'ADN ribosomal (Dichamp et al.,
2014).

UBF se lie a une région indispensable du génome du virus de I'hépatite B impliquée dans la
promotion de la recombinaison (Kajino et al., 2001). La protéine virale HBx stimule I'expression
de UBF avec l'aide du facteur de transcription c-Myc. UBF coopére avec HBx pour stimuler la

prolifération cellulaire et la tumorigenése (Rajput et al., 2015).

La protéine core du virus de I'hépatite C augmente I'association de UBF et de 'ARN polymérase |
avec le promoteur de I'ARN ribosomal. La protéine core promeut la phosphorylation de UBF, qui
est nécessaire pour recruter la machinerie de I'ARN polymérase | (Kao et al., 2004). La protéine
virale non structurale 5A stimule la phosphorylation de UBF et promeut la transcription par I'ARN

polymérase | (Raychaudhuri et al., 2009).

L'antigéne grand T du virus simien 40 stimule la phosphorylation de UBF, stimulant ainsi la
transcription des génes ribosomaux (Zhai et al., 1999). Dans les cellules transformées par le virus
simien 40, le substrat 1 du récepteur de l'insuline (IRSI) est transloqué du cytoplasme et de la
membrane plasmique vers le noyau. IRS1 interagit avec UBF1 et promeut sa phosphorylation
(DeAngelis et al., 2006; Sun et al., 2003; Tu et al., 2002).

Lors d'une infection par le cytomégalovirus, a six heures post-infection UBF est transloqué du
nucléole a une localisation diffuse dans le noyau, ce qui coincide avec une hausse transitoire des
niveaux de pré-ARN ribosomal. En absence de la protéine virale pUL31, le cytomégalovirus
échoue a transloquer UBF, mais il n'y a pas de colocalisation entre UBF et pUL31 (Westdorp et
al., 2017).
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1.3.5.2 Autres virus

UBF est transloqué dans les compartiments de réplication virale de I'adénovirus humain 2, ou il
promeut la réplication virale, sans réduction de la synthése d'ARN ribosomal ou de changement
de la localisation de I'ARN polymérase | (Lawrence et al., 2006). UBF est accumulé dans les
compartiments de réplication tardive de I'adénovirus humain 5 et dans les corps de
post-réplication induits par le virus ou les génomes viraux répliqués s'accumulent (Genoveso et
al., 2020).

Le virus de limmunodéficience humaine renforce la phosphorylation de UBF des cellules
tubulaires (Rehman et al., 2012).

Le poliovirus 1 inhibe la transcription de UBF, ce qui entraine une baisse de la transcription de
I'ADN ribosomal (Banerjee et al., 2005).

Durant une infection par HSV, UBF est transloqué du nucléole vers les compartiments de
réplication virale qui se forment dans le noyau des cellules infectées autour des génomes viraux
(Lymberopoulos et al., 2010; Stow et al., 2009). UBF inhibe la transcription virale et colocalise
avec le génome viral (Ouellet Lavallée et al, 2015; Ouellet Lavallée et al., en révision).
UBF colocalise également durant l'infection par HSV-1 avec un senseur ADN des virus herpés, la
protéine 16 inductible par l'interféron (IFI116) (Lum et al., 2019).
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1.4 Réponses cellulaires antiherpétiques et échappement viral

La protéine cellulaire UBF a un effet inhibiteur sur la réplication de HSV-1, et nous supposons que
la protéine VP16 contrecarre cette inhibition. Afin d’établir des analogies avec cette relation
supposeée, voici une liste de protéines cellulaires connues pour entraver le cycle viral de HSV-1,

complétée d’une liste de protéines virales pouvant contrecarrer les défenses antivirales.

1.4.1 Corps nucléaires de la protéine de la leucémie promyélocytaire

Apres étre entré dans le noyau, le génome de HSV-1 colocalise avec des corps nucléaires de la
protéine de la leucémie promyélocytaire (PML) (Everett et al., 2005). Les corps nucléaires PML
sont des organites sans membrane, délimités par une couche de protéines PML entourant des
dizaines d'autres protéines cellulaires comme speckled protein 100 (Sp100), death-associated
protein 6 (DAXX) et alpha-thalassemia mental retardation syndrome x-linked protein (ATRX)
(Lallemand-Breitenbach et al., 2010; Lallemand-Breitenbach et al., 2018). Les protéines PML,
Sp100, DAXX et ATRX ont un effet antiviral (Everett et al., 2008; Full et al., 2019; Lukashchuk et
al., 2010; Ma et al., 2022).

La protéine cellulaire Microrchidia family CW-type zinc finger 3 (MORC3) est relocalisée au niveau
des génomes de HSV-1 au début de linfection, et contribue a la relocalisation au niveau des
génomes viraux de composants des corps nucléaires PML, les protéines PML, Sp100 et DAXX.
De surcroit, MORC3 a un effet antiviral (Sloan et al., 2016). MORC3 aurait également un effet
répresseur sur IFN-I. Ainsi, quand MORC3 est dégradé par la protéine virale ICPO, I'effet

répresseur sur IFN-I est aboli, ce qui augmente la réponse antivirale (Gaidt et al., 2021).

1.4.2 Protéine 16 inductible par lI'interféron

IFI16 peut détecter le génome viral de HSV-1 a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme, puis
recrute STING pour déclencher une réponse interféron béta antivirale (Horan et al., 2013;
Unterholzner et al., 2010). La détection du génome viral dans le cytoplasme est possible car la
capside y est ubiquitinylée puis dégradée par le protéasome (Horan et al., 2013). La détection du
génome viral dans le noyau et dans le cytoplasme se fait par deux isoformes différents de IFI16
(Li et al., 2021).
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1.4.3 Récepteurs analogues au géne | inductible par I'acide rétinoique

Les senseurs d'acides nucléiques du géne | inductible par I'acide rétinoique (RIG-I) et la protéine
5 associée a la différenciation du mélanome (MDAS5) font partie de la famille des récepteurs
analogues a RIG-I (RLR). RIG-I reconnait 'ARN double brins dont la terminaison est phosphorylée
(cette terminaison est épissée chez les mammiféres), et MDAS reconnait les longs ARN double
brins. Ainsi activé, RIG-I et MDA5 vont se fixer a la protéine de signalisation antivirale
mitochondriale (MAVS). MAVS va recruter la kinase 1 liée a I'activateur du facteur nucléaire kB
(NF- kB) associé a un membre de la famille des facteurs associés au récepteur du facteur de
nécrose tumorale (TBK1), et la kinase de l'inhibiteur du facteur nucléaire kB (IKK). TBK1 et IKK
vont a leur tour activer entre autres le facteur de régulation de I'interféron 3 (IRF3) et NF-kB. Cette
cascade de signalisation va déboucher sur la stimulation de la production d'interférons de type 1
et de type 3 (Banoth et al., 2018).

RIG-I et MDA5 sont impliqués dans l'immunité innée contre HSV-1 dans les fibroblastes
embryonnaires de souris et dans les cellules HelLa (Choi et al., 2009). La production d'interférons
B et A1 pour contrecarrer une infection par HSV-1 est médiée uniquement par MDAS5 dans les

macrophages (Melchjorsen et al., 2010).

1.4.4 Guanosine monophosphate-adénosine monophosphate cyclique synthase —
stimulateur des génes de l'interféron
La guanosine monophosphate-adénosine monophosphate cyclique (cCGAMP) synthase (cGAS)
est un senseur d'ADN cytosolique. Suite a cette reconnaissance, cGAS va synthétiser cGAMP,
ce qui va activer le stimulateur des génes de l'interféron (STING), une protéine adaptatrice
localisée dans la membrane du réticulum endoplasmique. Les kinases IKK et TBK1 seront alors

recrutées, débouchant sur l'activation de la voie de l'interféron de type | (Banoth et al., 2018).

La décapsidation de HSV-1 se déroule au niveau des pores nucléaires, et les génes viraux sont
répliqués et exprimés dans le noyau (Whitley et al., 2016). Toutefois, dans les macrophages, une
partie des capsides de HSV-1 sont ubiquitinylées dans le cytosol et dégradées par le protéasome,
ce qui libére du génome viral auquel cGAS peut se lier pour inhiber I'infection virale (Horan et al.,
2013; Sun et al., 2019). En outre, dans des fibroblastes embryonnaires de souris, cGAS peut
détecter de 'ADN mitochondrial libéré dans le cytosol par des mitochondries endommagées
durant l'infection de HSV-1 (West et al., 2015).
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1.4.5 Autres protéines cellulaires participant a la réponse innée antivirale

En se liant a de I'ARN viral bicaténaire, la protéine kinase R (PKR) active IKK et la kinase induisant
le NF-kB (NIK), ce qui entraine la libération de NF-kB et promeut la réponse immunitaire innée
antivirale contre HSV-1 (Taddeo ef al., 2003; Zamanian-Daryoush et al., 2000).

En réponse a diverses infections virales, les cellules infectées expriment de la tétherine, une
protéine cellulaire localisée dans la membrane plasmique, dans le réseau transgolgien et dans
des endosomes (Le Tortorec et al., 2011). Dans le cas de HSV-1, la tétherine bloque la libération
des particules virales en maintenant les particules virales matures a la surface de la cellule
(Blondeau et al., 2013).

La protéine de recombinaison méiotique 8 (REC8) joue un réle dans I'immunité innée contre
HSV-1 notamment en promouvant 'activation de IRF3 et de la voie de signalisation de NF-kB, en
ciblant et interagissant avec MAVS et STING, et en promouvant le recrutement de TBK1 a MAVS
et STING (Chen et al., 2022).

Le géne 15 stimulé par l'interféron (ISG15) a un effet antiviral contre HSV-1 (Lenschow et al.,
2007). ISG15 posséde deux domaines analogues a l'ubiquitine qui lui permettent de ISGyler
diverses protéines en s’y fixant pour promouvoir l'immunité antivirale (EI-Asmi et al., 2020;
Mirzalieva et al., 2022).

L'activateur des facteurs de régulation de l'interféron dépendant de I'ADN (DAI) reconnait I'ADN
viral bicaténaire et recrute TBK1 et IRF3, ce qui induit la production de l'interféron de type | ayant
un effet antiviral sur HSV-1 (Takaoka et al., 2007). En outre, DAI se lie aux protéines kinases 1 et
3 interagissant avec les récepteurs (RIP1 et RIP3) pour promouvoir la nécroptose (Guo et al.,
2018; Pham et al., 2013).

La protéine B de résistance aux myxovirus (MxB) a un effet antiviral contre HSV-1 en inhibant la
décapsidation du génome viral entrant et sa translocation au noyau (Crameri et al., 2018; Schilling
et al., 2018).

L'optineurine, un récepteur de l'autophagie, limite la propagation de HSV-1 en ciblant et
conduisant a la dégradation par autophagie deux protéines virales, le transactivateur VP16 et la

glycoprotéine B (Ames et al., 2021).
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Le récepteur minéralocorticoide inhibe la réplication de HSV-1 avec d'autres membres de la voie
de signalisation des minéralocorticoides comme la protéine chaperonne HSP90a et une
immunophiline, la protéine 5 de liaison au tacrolimus (FKBP5). L'expression du récepteur des
minéralocorticoides est accrue durant l'infection, en impliquant VP16 et l'interféron (Haas et al.,
2018).

L'inactivation de la protéase 14 spécifique de I'ubiquitine (USP14) inhibe la réplication du virus de
la pseudorage du cochon, qui est membre de la sous-famille des Alphaherpesvirinae comme
HSV-1 (Ming et al., 2021; Pellett et al., 2013). L'inactivation de USP14 stimule une cascade de
signalisation débouchant sur la dégradation par autophagie médiée par le séquestosome de VP16
(Ming et al., 2021).

1.4.6 Stratégies d'évasion de I'immunité innée du virus herpés simplex 1

La protéine virale immédiate-précoce ICPO posséde une activité ubiquitine ligase E3, ce qui lui
permet de catalyser I'association d'ubiquitine avec des résidus de lysine de protéines cibles,
entrainant ainsi la dégradation de ces cibles par le protéasome (Van Sant et al., 2001; Yang et
al., 2021). Ainsi, il peut dégrader plusieurs protéines cellulaires impliquées dans l'immunité
antivirale comme PML, Sp100, ATRX, MORCS3, IFI16, MyD88 et Mal (Chelbi-Alix et al., 1999; Jan
Fada et al., 2020; Jurak et al., 2012; Lanfranca et al., 2014; Orzalli et al., 2012; Sloan et al., 2016;
van Lint et al., 2010). ICPO catalyse également la dégradation de deux protéines impliquées dans
l'autophagie, I'optineurine et le séquestosome, et ce indépendamment de son activité ubiquitine
ligase E3 (Waisner et al., 2019).

VP16 inhibe la production d'interféron B en inhibant I'activation de NF-kB et en empéchant IRF3
de recruter son coactivateur CBP (Xing et al., 2013). La protéine virale UL24 inhibe également
I'activation de NF-kB, mais pas celle de IRF3 (Xu et al., 2017).

La protéine virale ICP34.5 se lie a TBK1, I'empéchant ainsi de phosphoryler et d'activer IRF3
(Verpooten et al., 2009). VP11/12 inhibe également TBK1 (You et al., 2019). VP1/2 inhibe I'activité
de IRF3 en dégradant TRAF3, une protéine que TBK1 doit recruter pour phosphoryler IRF3 (Wang
etal.,, 2013). VP1/2 a aussi la capacité de désubiquitinyler STING, entravant ainsi l'activation de
TBK1 et de IRF3 (Bodda et al., 2020). ICP34.5 inhibe la translocation de STING du réticulum
endoplasmique vers l'appareil de Golgi, contrecarrant ainsi I'immunité innée antivirale (Pan et al.,
2018).
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La protéine virale pUS3 inhibe I'expression de TLR3 (Peri et al., 2008). pUS3 inhibe également la
polyubiquitinylation du facteur 6 associé a TRAF6, une protéine adaptatrice des TLR, et
hyper-phosphoryle p65, la sous unité de NF-kB, ce qui bloque l'induction de l'interféron 3 (Sen et
al., 2013; Wang et al., 2014).

La protéine virale pUS11 se fixe a RIG-I et a MDA5 pour inhiber leur interaction avec MAVS (Xing
et al., 2012). pUS11 se fixe aussi a la protéine activatrice PACT pour empécher I'activation de
PKR, et a de I'ARN viral bicaténaire pour bloquer l'activation de PKR et de I'enzyme
2' 5'-oligoadénylate synthase (OAS) (Ishioka et al., 2013; Peters et al., 2002; Sanchez et al.,
2007).

La protéine virale pUL37 bloque I'activité enzymatique de cGAS en la déamidant (Zhang et al.,
2018).

La protéine virale VP22 interagit avec le senseur d'ADN cytosolique « absent dans le mélanome
2» (AIM2) et empéche son oligomérisation, bloquant ainsi l'activation de l'inflammasome
(Maruzuru et al., 2018). VP22 interagit également avec le senseur d'ADN cytosolique cGAS pour

inhiber son activité enzymatique (Huang et al., 2018).

La protéine virale tégumentaire Vhs dégrade les ARN messagers de nombreuses protéines
cellulaires afin d'inhiber leur activité antivirale dont ATRX, IFI16, PKR, la viperine, la protéine
antivirale a doigt de zinc (ZAP), cGAS, TLR2, TLR3, RIG-I, MDAS5, IFIT3 et la tétherine (Jiang et
al., 2016; Jurak et al., 2012; Orzalli et al., 2012; Sciortino et al., 2013; Shen et al., 2014; Su et al.,
2015; Su et al., 2017; Yao et al., 2011; Zenner et al., 2013).
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2 PROBLEMATIQUE

Durant l'infection par HSV-1, la protéine nucléolaire UBF est transloquée au nucléoplasme ou elle
colocalise avec les compartiments de réplication virale, 1a ou se déroule la transcription des génes
viraux, la réplication du génome viral et I'encapsidation (Lymberopoulos et al., 2010). Notre
laboratoire a également découvert que l'inhibition de UBF conduit a une augmentation de la
transcription de génes viraux immédiats-précoces et précoces ainsi que de la production de
nouvelles particules virales (Ouellet Lavallée et al., 2015), alors que la surexpression de UBF
inhibe la formation des compartiments de réplication virale (Ouellet Lavallée et al., en révision).
De surcroit, UBF colocalise avec les génomes viraux entrant. Cette colocalisation diminue quand
la multiplicité de l'infection (MOI) augmente. La MOI correspond au nombre de particules virales
infectieuses par cellule susceptible a l'infection. Néanmoins, en utilisant un virus mutant dont la
protéine virale VP16 est dépourvue de domaine transactivateur au lieu d’'un virus de type sauvage,
'augmentation de la MOI n’a pas d’impact sur la colocalisation entre UBF et le génome viral

entrant (Ouellet Lavallée et al., en révision).
Nous avons émis I'hypothése que VP16 inhibe I'activité antivirale UBF.

Pour évaluer cette hypothése, nous avons testé si le domaine transactivateur de VP16 interagit
avec UBF, ainsi que I'impact de VP16 sur la localisation intracellulaire de UBF exprimé de maniére

ectopique.
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3 METHODOLOGIE

3.1 Cellules et virus

Deux lignées cellulaires ont été utilisées durant notre projet de recherche, les cellules épithéliales
humaines Hela et les cellules épithéliales de singe vert Vero. Les deux lignées cellulaires ont été
cultivées a 37 °C dans une atmosphére contenant 5 % de CO, avec du Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) contenant 50 unités/ml de pénicilline et 50 ug/ml de streptomycine (P/S).
Le milieu de culture des cellules HeLa a été complémenté avec 8 % de sérum de veau feetal
(FBS), et celui des cellules Vero avec 5 % de sérum de veau nouveau-né (NCS). La souche KOS
de HSV-1 a été propagée dans des cellules Vero (Lymberopoulos et al., 2007), et les cellules

HelLa ont été utilisées pour toutes les autres expériences.

3.2 Production d'un extrait de protéines cellulaires totales

Un extrait de protéines cellulaires totales a été produit essentiellement comme chez Sopta et al.
(1985). L'équivalent de 15 flacons T175 avec une confluence de 100 % a été utilisé, soit un total
de 1,4x108 cellules Hel a. Lors des passages cellulaires, les cellules restantes ont été lavées avec
du PBS, puis le PBS a été retiré et les cellules ont été congelées a -80 °C. Lors de la préparation
de l'extrait de protéines, toutes les cellules ont été décongelées sur glace en ajoutant dix fois le
volume de cellules de tampon de resuspension (10 mM trisaminométhane-chlorure d'hydrogéne
(Tris-HCI) pH 7,5 ; 1 mM acide éthyléenediaminetétraacétique (EDTA) ; 5 mM dithiothréitol (DTT) ;
inhibiteurs de protéases cOmplete mini (Roche 11836153001)). Les cellules ont ensuite été
homogénéisées manuellement et lentement avec un dounce homogenizer (vingt allers-retours
avec le piston le plus épais puis vingt allers-retours avec le piston le plus fin). Dix fois le volume
de cellules de tampon de précipitation ont été ajoutés (50 mM Tris-HCI pH 7,5 ; 10 mM chlorure
de magnésium (MgClz) ; 2 mM DTT ; 25 % sucrose ; 50 % glycérol). 2,5 fois le volume de cellules
de solution saturée de sulfate d'ammonium (saturation évaluée a 20 °C) ont été ajoutés
graduellement a 4 °C sous agitation. Le tout a été agité 30 min a 4°C, puis ultracentrifugé pendant
3 ha 37500 rpm et a 4 °C avec le rotor Beckman Ti70. Le surnageant a été récolté puis inséré a
'aide d’'une seringue dans deux cassettes Slide-A-Lyser 10K de Pierce 66810. Une premiére
dialyse a été effectuée jusqu'au lendemain a 4 °C contre 4 L de tampon de dialyse pré-refroidi
(10 mM Tris-HCI pH 8,3 ; 1 mM DTT ; 80 mM chlorure de sodium (NaCl); 10 % glycérol ;
inhibiteur de protéases : 100 pg/ml fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF)). Une deuxiéme
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dialyse a été réalisée pendant 3 h contre du tampon de dialyse frais. L'extrait de protéines
cellulaires totales ainsi obtenu a été aliquoté dans cing tubes Eppendorf contenant 25 pl et

44 tubes Eppendorf contenant 1,3 ml avant d'étre congelé a - 80 °C.

3.3 Préparation des matrices d'affinités associées a la protéine glutathion
S-transférase fusionnée ou non au domaine transactivateur de VP16

Des bactéries Rosetta DE3 ont été transformées avec le vecteur pGEX-3X exprimant la glutathion
S-transférase (GST) ou avec un vecteur dérivé de pGEX-3X exprimant GST fusionné au domaine
de transactivation de VP16 (GST-VP16AD). Ces bactéries ont été inoculées dans 25 ml de milieu
Luria broth (LB) contenant 100 pug/ml d'ampicilline puis incubées toute la nuit a 37 °C sous
agitation. Le lendemain, 20 ml de culture bactérienne inoculée la veille ont été mélangés avec
200 ml de milieu LB frais contenant 100 ug/ml d'ampicilline. Les bactéries ont été incubées a
37 °C pendant approximativement 1 h jusqu'a atteindre une densité optique située entre 0,5 et 0,6
a une longueur d’onde de 550 nm. Ensuite, l'induction de I'expression des protéines
recombinantes a été démarrée en ajoutant 0,4 mM d'isopropylthiogalactopyranoside (IPTG). A
3 h post-induction, les bactéries ont été centrifugées a 4 800 rpm pendant 20 min a 4 °C, puis
resuspendues avec 4 ml de tampon de sonication (1 X tampon phosphate salin (PBS); 10 %
glycérol ; 1 mM EDTA ; 1 mM DTT ; 0,9 M NaCl ; inhibiteurs de protéases sans EDTA cOmplete
mini (Roche 11836170001)). Les bactéries ont alors été lysées 30 s par sonication (amplitude
35 % ; pulse on 0,2 s ; pulse off 0,8 s). Le lysat a été centrifugé a 10 000 rpm pendant 15 min a
4 °C avec la microcentrifugeuse Eppendorf 5415R, puis 1 % Triton X-100 a été ajouté.
Les protéines contenues dans les lysats bactériens ont été adsorbées par rotation pendant 20 min
a 4 °C a des billes de glutathion-sépharose préalablement lavées avec du PBS contenant 1 %
Triton X-100. Aprés adsorption, les billes ont été lavées une fois avec du PBS puis deux fois avec
du PBS 1 M NaCl. Les billes GST et GST-VP16AD ont enfin été resuspendues dans deux

volumes de PBS pour un volume de billes puis conservées a 4 °C.
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3.4 GST pull-down

L'extrait de protéines cellulaires totales a été complémenté avec 5 mM de chlorure de calcium
(CaCly) puis a été traité 30 min a 4 °C avec de la nucléase micrococcale pour digérer les acides
nucléiques (Huang et al., 1986). La digestion a été stoppée en ajoutant 25 mM d'acide
éthyléneglycoltétraacétique (EGTA) (Jost et al., 1999). L'essai d'interaction protéine-protéine a
été réalisé essentiellement comme décrit auparavant (Pearson et al., 1997). Les billes GST et
GST-VP16AD ont été équilibrées 15 min a 4 °C dans le tampon de dialyse de I'extrait de protéines
cellulaires totales sans PMSF puis elles ont été centrifugées a 2000 rpm pendant 1 min a 4 °C.
Ensuite, en duplicat, 7 pl de billes GST et GST-VP16AD ont été incubées avec 1,5 ml d'extrait de
protéines cellulaires totales traité avec de la nucléase micrococcale qui a été inactivée avec
25 mM d’EGTA. Le tout a été incubé 2 h a 4 °C en rotation puis les billes ont été lavées deux fois
avec du tampon de chromatographie d’affinitt (ACB) 0,1 M NaCl (10 mM acide
hydroxyéthylpipérazineéthane sulfonique (HEPES) pH7,5; 1 mM EDTA ; 1 mM DTT ; 10 %
glycérol ; 0,1 M NaCl ; 0,5 % triton X-100). Les protéines adsorbées aux billes ont été éluées une
premiére fois pendant 30 min a 4 °C en rotation avec du tampon ACB 0,5 M NaCl, puis une
seconde fois avec 0,1 % de dodécylsulfate de sodium (SDS) pendant 5 min a température

ambiante pour éviter la précipitation du détergeant.

3.5 Immunobuvardage de protéines

Les échantillons de protéines ont été meélangés avec du colorant de charge et du
B-mercaptoéthanol, chauffés a 95 °C pendant 5 min puis migrés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) avec 10 % de polyacrylamide a 120 V pendant
1 a2 h. Les protéines ont été transférées du gel vers une membrane de polyfluorure de vinylidéne
(PVDF) pendant 30 min a 16 V a l'aide du Trans-Blot Semi-Dry de Bio-Rad.

Pour la figure 4.4, la membrane a été bloquée le lendemain du transfert pendant 1 h a température
ambiante sous agitation avec de la solution saline Tris tamponnée et Tween-20 (TBS-T)
+ 3 % BLOT-QuickBloquer Reagent, puis a été lavée avec TBS-T. La membrane a été coupée en
deux, sous la bande de 50 kDa du marqueur de taille, puis les deux morceaux ont été incubés 1 h
a température ambiante sous agitation avec des anticorps primaires dilués 1:500 dans TBS-T +
0,2 % gélatine (un anticorps de lapin anti-UBF (Sigma HPA006385) pour le haut de la membrane,

et un anticorps de lapin anti-TBP (New England Biolabs 44059S) pour le bas de la membrane).
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Les deux morceaux de la membrane ont été lavés avec TBS-T, incubés 45 min sous agitation
avec un anticorps de chévre anti-lgG de lapin conjugué a la peroxydase (Jackson
ImmunoResearch 111035003) dilué 1:5000 dans TBS-T + 3 % BLOT-QuickBloquer Reagent,
puis les deux morceaux de la membrane ont été lavés avec du TBS. Enfin, la révélation a été
réalisée en recouvrant la membrane avec du substrat pour la peroxydase. Ce substrat était
composé a moitié de solution de peroxyde et a moitié de solution de renforcement du luminol
(Promega W1001).

Pour la figure 4.6, la membrane a été bloquée toute la nuit a 4 °C sous agitation avec un tampon
de blocage (10 mM Tris-HCI pH 7,5 ; 50 mM NaCl ; 2,5 mM EDTA ; 0,1 % Tween-20) puis lavée
avec du TBS-T. La membrane a ensuite été incubée pendant 1 h sous agitation avec un anticorps
de souris ciblant le domaine N-terminal de VP16 (Abcam AB110226) dilué 1:500 dans du TBS-T
0,2 % gélatine, puis a été lavée avec du TBS-T. La membrane a alors été incubée pendant 45 min
avec un anticorps de chévre anti-lgG de souris conjuguée a la peroxydase (Jackson
ImmunoResearch 115035003) dilué 1:5000 dans du TBS-T 0,2 % gélatine, puis lavée dans du
TBS.

Enfin, la révélation a été réalisée avec du substrat de peroxydase tel qu’indiqué ci-dessus.

Les membranes des deux immunobuvardages de protéines ont été observées avec l'instrument

Azure Sapphire, et les figures ont été préparées avec Adobe lllustrator.

Pour les figures 4.2 et 4.3, suite a I'électrophorése, le gel a été coloré avec du bleu de Coomassie
pendant 15 min, puis a été plongé plusieurs heures dans une solution de décoloration (10 % acide

aceétique ; 10 % méthanol) avant d'étre numérisé avec l'instrument Azure 200.

3.6 Clonage des vecteurs d'expression mammifére de VP16 avec et sans domaine
de transactivation

Le cadre de lecture ouvert de VP16 pleine longueur (VP16WT) a été amplifié par réaction de
polymérisation en chaine (PCR) avec 0,4 ng/ul de génome viral de la souche KOS de HSV-1, une
amorce sens (5'-gggccATGGACCTCTTGGTCGAC-3'), une amorce anti-sens (5'-aaggctcgagCTA
CCCACCGTACTCGTC-3'") et la polymérase Q5 (New England Biolabs M0491). La longueur du
géne VP16 amplifié par PCR (1,5%10° paires de bases) a été contrdlée en faisant migrer un
dixiéme du volume total du produit PCR par électrophorése sur gel d'agarose 1 % pendant 75 min
a 80 V. Le produit PCR non migré a été purifié avec un kit PCR clean-up (Macherey-Nagel

740609), I'élution a été effectuée avec de I'eau distillée, puis I'ADN ainsi purifié a été dosé a l'aide
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d'un NanoDrop (Thermo Scientific ND-ONE-W). Ce fragment d’ADN contenant le géne de VP16
a été doublement digéré toute une nuit a 37 °C avec les enzymes de restriction Ncol (NEB R0193)
et Xhol (NEB 0146) en présence du tampon CutSmart (NEB B7204S), puis le produit de la
digestion a été purifié avec un kit PCR clean-up (Macherey-Nagel 740609). Le vecteur
d'expression pTandem-1 (Novargen 71283) a également été doublement digéré avec Ncol et Xhol
dans du tampon CutSmart, puis le produit de digestion a été contrélé par électrophorése pendant
45 min, et le produit de digestion non migré a été purifié avec un kit de miniprep (Omega Bio-Tek
D6942). Le vecteur pTandem digeré et l'insert VP16 digéré ont été ligaturés au ratio 1:6 toute une
nuit & température ambiante avec la T4 ligase (NEB M0202) dans du tampon T4 ligase (NEB
B0202). Le plasmide pTandem-VP16WT ainsi obtenu a été transformé dans des bactéries
compétentes E. coli DH5a. Douze colonies positives ont été inoculées dans du milieu LB avec 50
pg/ml d'ampiciline puis le plasmide a été purifié par miniprep (Sigma NA1111). Les douze clones
ont subi une digestion diagnostique avec Ncol et Xhol, et les quatre clones ou I'on a observé deux
bandes correspondant a pTandem (3,5%10° paires de bases) et a VP16 (1,5x103 paires de bases)
ont été envoyés a Génome Québec pour contrbler I'absence de mutation par séquengage de

Sanger (Tableau 3.1).

Pour obtenir le vecteur exprimant VP16 sans domaine de transactivation (VP16delAD), le vecteur
d'expression pTandem-VP16WT a été digéré avec les enzymes Sacl (NEB R0156) et Xhol dans
du tampon CutSmart. Le vecteur digéré a été migré par électrophorése a 80 V pendant 80 min
sur gel d'agarose 1 %, puis purifié avec kit d'extraction sur gel (Sigma NA1111) et élué avec de
l'eau distillée. Les extrémités du vecteur digéré ont été modifiées avec la T4 ADN polymérase
(NEB MO0203L). La réaction a été stoppée au bout de 15 min a 12 °C en ajoutant 10 mM EDTA et
en chauffant 20 min a 75 °C. Le vecteur a été purifié avec un kit PCR clean-up (Macherey-Nagel
740609), puis ligaturé avec la T4 ligase en présence de tampon T4. Le vecteur ligaturé a été
transformé dans des bactéries compétentes E. coli DH5a, puis vingt-quatre colonies compétentes
ont été inoculées dans du milieu LB avec de I'ampicilline et traitées avec un kit miniprep (Bio Basic
BS614). Les vingt-quatre clones ont subi une digestion diagnostique avec Ncol et Sphl (NEB
R0182) en présence du tampon CutSmart, puis ont été migrés par électrophorése a 90 V pendant
90 min. Trois colonies ou I'on a observé une bande correspondant a pTandem-VP16delAD
(4,8x10% paires de bases) ont été envoyées a Génome Québec pour confirmer la délétion du

domaine transactivateur de VP16 (Tableau 3.1).
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Tableau 3.1 : Amorces utilisées pour séquencer les vecteurs d'expression de VP16WT et VP16delAD

Direction Séquence
Sens 5'- CGC AAATGG GCG GTA GGC GTG -3
Sens 5- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3
Sens 5-GCT CTCTCGTTT CTT CCA CG -3'
Sens 5'- TAT GGT GTT GAT TCG GGC GA -3'
Sens 5'-TGG CTC ACCTCAAGC GTATT -3
Antisens 5'- GCC GAAAAC AAATCCTCGTTC C -3
Antisens 5'- CGC AGCATTTCT CCCAGGT -3
Antisens 5'-TCG CCC GAATCA ACA CCA -3
Antisens 5'-TGC TCG TCA AGA AGA CAG GG -3
Antisens 5-TCC TTC CGA GTG AGA GAC AC -3
Antisens 5-AGC GTT CGC ATG TTT CAG -3'

3.7 Transfection

Pour la figure 4.6, des puits de plaque 6-puits ont été ensemencées avec 1x10° cellules HelLa
dans du DMEM avec 8 % FBS et P/S. Le lendemain, les cellules ont été lavées avec du PBS, puis
transfectées avec 1 ug par puits de vecteur d'expression et 1 mg/ml de I'agent de transfection
polyéthyléneimine (Sigma-Aldrich 408727) au ratio 3:1 (Hsu et al., 2012) le tout dilué dans du
DMEM sans sérum ni antibiotique. 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. Les cellules ont été lysées 24 h ou 48
h plus tard avec du tampon de dosage de radioimmunoprécipitation (RIPA) (25 mM Tris-HCI
pH 7,6 ; 500 mM NaCl ; 1% Triton X-100; 0,5 % désoxycholate de sodium ; inhibiteurs de
protéases cOmplete mini de Roche 11836153001). Les lysats de deux puits transfectés avec le

méme plasmide ont été combinés puis concentrés pendant prés de 2 h au SpeedVac.

Pour les figures 4.7 a 4.9, une lamelle a été déposée dans chaque puits de plaque de 24 puits.
Chaque puits a été ensemencé avec 2,5x10* 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 I'agent de transfection polyéthyléneimine au ratio 3:1, le tout dilué
dans du DMEM sans sérum ni antibiotique. 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. Les cellules ont ensuite été
fixées 10 min a température ambiante avec 2 % de paraformaldéhyde. La figure 4.7 montre des
cellules fixées 48 h post-transfection. La figure 4.8 quantifie des cellules fixées 24 h et 48 h
post-transfection. Les cellules transfectées avec le vecteur exprimant VP16delAD ont été fixées

24 h post-transfection.
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3.8 Immunofluorescence indirecte et détection par microscopie confocale

Les cellules fixées ont été perméabilisées pendant 10 min a température ambiante sous agitation
avec 0,1 % Triton X-100, lavées, puis bloquées pendant 30 min a température ambiante sous
agitation avec solution de blocage (20 % NCS ; 0,5 % Tween-20). Les lamelles ont été sorties des
puits et déposées face vers le bas sur une goutte d'anticorps primaire, puis incubées pendant 1 h
dans une chambre humidifiée a 37 °C. VP16 a été ciblée avec un anticorps de souris dirigé contre
le domaine N-terminal de VP16 (Abcam AB110226) et UBF avec un anticorps de lapin anti-UBF
(Sigma HPA006385). Les lamelles ont été réintroduites dans des puits neufs pour étre lavées
avec du PBS, puis elles ont été déposées face vers le bas sur une goutte d'anticorps secondaire
et incubées pendant 1 h dans une chambre humidifiée a 37 °C. L'anticorps anti-VP16 a été ciblé
avec un anticorps de chévre anti-IgG de souris conjugué au fluorophore Alexa 568 (Invitrogen
A11031), et l'anticorps anti-UBF avec un anticorps de chévre anti-lgG de lapin conjugué au
fluorophore Alexa 488 (Invitrogen A11008). Les lamelles ont été réintroduites dans des puits neufs
pour étre lavées avec du PBS, puis les cellules ont été marquées avec 300 nM de
diamidinophénylindole pour visualiser les noyaux au microscope confocal. Les lamelles ont été

montées sur des lames en verre avec 10 ul de ProLong Gold (Invitrogen P36934).

Le lendemain, le marquage a été conirélé a laide d'un microscope a épifluorescence
Axio Observer Z1 (objectif 63X, 1.4 NA). Les lames ont ensuite été observées au Service de
microscopie confocale du centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie de 'INRS avec un
microscope confocal Zeiss LSM 780 ayant un laser multiligne a argon a 458/488/514 nm, un laser
DPSS a 561 nm et un laser HeNe a 633 nm. Les images ont été exportées avec le logiciel

Zen 3.3 blue edition et les figures ont été assemblées avec Adobe lllustrator.
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4 RESULTATS

4.1 Tests d'interaction entre UBF et le domaine transactivateur de VP16

La protéine cellulaire UBF a un effet inhibiteur sur la transcription des génes viraux immédiats-
précoces et précoces par 'ARN polymérase Il (Ouellet Lavallée et al., 2015). Le domaine
C-terminal transactivateur de VP16 stimulant la transcription de 'ARN polymérase Il via des
interactions protéine-protéine, nous avons cherché a savoir si ce domaine de VP16 inhibe I'activité

antivirale de UBF via des interactions protéine-protéine.

Pour tester cette interaction in vitro nous avons réalisé un essai de type « GST pull-down ».
Pour cette expérience nous avions besoin d'un extrait de protéines cellulaires totales a partir de
cellules Hela, et les protéines recombinantes glutathion S-transférase (GST) et GST fusionnées
au domaine transactivateur de VP16 (GST-VP16AD) (Figure 4.1).

1

211

1 21 251 289
GST Domaine transactivateur de VP16

Figure 4.1 : Schéma de GST et GST-VP16AD

La protéine GST est située au-dessus de la protéine GST-VP16AD. Le domaine GST est représenté en vert, et
le domaine transactivateur de VP16 en rouge, lui-méme subdivisé entre une région proximale H1 et une région
distale H2. Les chiffres correspondent aux acides aminés.

Le domaine transactivateur de VP16 interagit avec de multiples protéines se liant a ’TADN comme
TBP. UBF ayant également la capacité de se lier a I'ADN, le risque d’une interaction non
spécifique entre UBF et VP16 médiée par des acides nucléiques existe. Pour éviter cela, I'extrait
de protéines cellulaires totales a été traité avec de la nucléase micrococcale. Le tampon utilisé
pour la dialyse de I'extrait de protéines cellulaires totales contenait 80 mM de NaCl pour s'assurer
que la nucléase soit active. La protéine GST a été produite dans un systéme d'expression
bactérien avec le vecteur d'expression pGEX-3X et une induction par IPTG. GST-VP16AD a été

produite dans le méme systéme d'expression avec un vecteur dérivé de pGEX-3X ou la séquence
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codant le domaine transactivateur de VP16 a été ajoutée en aval et dans le méme cadre de lecture

que celui codant GST.

Pour s'assurer d'utiliser un temps d'induction optimal, nous avons prélevé 1 ml de culture
bactérienne avant induction ainsi que 1 h, 2 h et 3 h post-induction. Aprés centrifugation, les culots
ont été resuspendus dans 25 ul de tampon de chargement pour protéines contenant du
B-mercaptoéthanol. Les protéines ont été migrées par SDS-PAGE, dont voici une photo du gel
coloré au bleu de Coomassie. Pour les bactéries transformées avec pGEX-3X, nous observons
une bande a 26 kDa aprés induction qui est absente avant induction. Pour les bactéries
transformées avec pGST-VP16AD, c’est une bande a 36 kDa que nous observons aprés mais
pas avant induction. Cela signifie que notre induction a fonctionné et que les bactéries

transformées ont synthétisé les protéines pleine longueur (Figure 4.2).
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Figure 4.2 : Expression de GST et GST-VP16AD

Des lysats de bactéries transformées avec pGEX-3X ou pGST-VP16AD ont été migrés avant ou aprés induction
avec de I'IPTG sur un gel 10 % polyacrylamide. Aprés migration, ce gel a été coloré au bleu de Coomassie.
L’astérisque au milieu du gel montre la position de la bande correspondant a la protéine GST, et I'astérisque
au bord droit du gel montre la position de la bande correspondant a la protéine GST-VP16AD.

Aprés avoir été exprimées, les protéines GST et GST-VP16AD présentes dans les lysats des
bactéries ont été adsorbées a des matrices d'affinité glutathion-sépharose. Nous avons fait migrer
par SDS-PAGE les protéines adsorbées aux billes, ainsi qu’un gradient avec différentes quantités
d’albumine de sérum bovin (BSA) pour pouvoir évaluer la concentration de GST et GST-VP16AD
adsorbée aux billes. Aprés la migration, le gel a été coloré au bleu de Coomassie. Nous observons
bien une bande intense a 26 kDa pour les billes GST et une bande intense a 36 kDa pour les

billes GST-VP16AD (Figure 4.3). La bande GST est approximativement deux fois plus intense
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que la bande GST-VP16AD, ce qui signifie que la concentration des protéines sur les billes GST
est approximativement le double de celle sur les billes GST-VP16. La bande GST-VP16AD a une
intensité similaire a celle de 8 ug de BSA. Comme nous avons déposé 7 ul de billes sur le gel,
nous pouvons en déduire qu'il y a approximativement 2 ug de GST et 1,2 yg de GST-VP16AD
par ul de billes, donc le méme ordre de grandeur.
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Figure 4.3 : Protéines GST et GST-VP16AD immobilisées sur les matrices d'affinités

Les protéines adsorbées aux matrices d'affinités ainsi que différentes concentrations de BSA ont été migrées
par électrophorése sur un gel SDS-PAGE avec 10 % d’acrylamide. Aprées la migration, le gel a été coloré avec
du bleu de Coomassie. Les positions des marqueurs de poids moléculaire sont indiquées a la gauche du gel.
Les positions des diverses protéines ainsi que leur poids moléculaire sont indiquées a la droite du gel.

Apres avoir préparé l'extrait de protéines cellulaires totales traité avec la nucléase micrococcale
et les billes GST et GST-VP16AD, nous avons réalisé I'essai de type « GST pull-down ». Pour ce
faire, nous avons incubé des billes GST-VP16AD, ainsi que des billes GST en guise de témoin
négatif, avec de I'extrait de protéines cellulaires totales pour tester si UBF peut étre précipité
spécifiquement avec les billes GST-VP16AD.

Les protéines contenues dans les éluats ont été analysées par immunobuvardage. Nous
observons deux bandes aux alentours des 100 kDa dans I'extrait cellulaire, ce qui est cohérent
avec la taille des deux isoformes de UBF qui sont des protéines cellulaires (O'Mahony et al.,
1991). Nous n'observons pas de bande aux alentours des 100 kDa pour les élutions du GST pull-
down, ce qui suggere que UBF n'interagit pas avec le domaine de transactivation de VP16 en
absence d'autres protéines virales (expérience réalisée deux fois) (Figure 4.4). Toutefois, nous
ne pouvons pas exclure la possibilité que UBF aurait pu étre détecté dans I'éluat GST-VP16AD si

I'intensité du marquage était plus forte.
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Nous avons ciblé TBP comme contrble positif, TBP étant un facteur de transcription recruté par
le domaine transactivateur de VP16 (Stringer et al., 1990). Nous observons une bande a 38 kDa
pour les protéines cellulaires totales, ce qui est cohérent car TBP est une protéine cellulaire. Nous
observons également une bande plus intense pour I'élution au SDS des billes GST-VP16 par
rapport aux billes GST, ce qui est cohérent car TBP interagit avec le domaine de transactivation
de VP16 (Figure 4.4). Cette intensité accrue de la bande TBP pour les billes GST-VP16AD ne
peut pas étre expliquée par une différence dans la quantité de protéines immobilisées sur la
colonne, car la concentration de GST sur les billes (approximativement 2 ug / pl de billes) est un

peu plus élevée que pour GST-VP16AD (approximativement 1,2 ug / ul de billes).
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Figure 4.4 : Immunobuvardage de protéines des éluats du GST pull-down

Les protéines immobilisées sur les matrices d’affinités ont été éluées successivement avec du tampon ACB
contenant 0,5 M NaCl et ensuite avec 0,1 % SDS.

: extrait de protéines cellulaires totales

: protéines adsorbées a des billes GST puis éluées avec 0,5 M NaCl

: protéines adsorbées a des billes GST-VP16AD puis éluées avec 0,5 M NaCl

: protéines adsorbées a des billes GST puis éluées avec 0,1 % SDS

: protéines adsorbées a des billes GST-VP16AD puis éluées avec 0,1 % SDS

AR WN-=-
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4.2 Impact de VP16 sur la localisation intracellulaire de UBF surexprimé

Notre deuxiéme obijectif a été de déterminer si la surexpression de VP16 module la localisation

intracellulaire de UBF, et ce en réalisant des transfections transitoires.

Nous avons construit des vecteurs d'expression mammifére permettant d'exprimer la protéine
virale VP16 pleine longueur (VP16WT), ainsi qu'une version mutée sans domaine de
transactivation (VP16delAD) (Figure 4.5). Le vecteur d'expression de UBF a déja été congu par

notre laboratoire (Ouellet Lavallée et al., en révision).

' Sacl
Xhol

Figure 4.5 : Vecteurs d'expression de VP16 avec et sans domaine transactivateur

(a) Le domaine acidique transactivateur de VP16WT est représenté par une pointe de fleche bleue.
(b) Le vecteur exprimant VP16delAD a été obtenu en retirant la séquence codant pour le domaine de
transactivation avec les enzymes de restriction Sacl et Xhol.

Pour controler si les cellules HelLa transfectées avec ces vecteurs surexpriment VP16 a la taille
attendue, nous avons récolté les cellules aprés un et deux jours de transfection. Nous avons utilisé
comme contrbéle négatif des cellules transfectées sans plasmide, et comme contréle positif des
cellules Vero infectées durant 18 h avec la souche KOS de HSV-1. Nous détectons une bande
intense a 65 kDa dans le lysat de cellules infectées qui correspond a VP16WT. Nous retrouvons
cette bande de 65 kDa chez les cellules transfectées avec le vecteur codant pour VP16WT, ce
qui confirme que ces cellules expriment VP16WT a la taille attendue. Les cellules transfectées
avec le vecteur codant pour VP16delAD expriment également la protéine VP16delAD a la taille
attendue car une bande de 57 kDa est présente.
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Enfin, chez les cellules transfectées sans plasmide nous ne détectons pas les bandes présentes
dans les cellules transfectées avec les vecteurs exprimant VP16WT ou VP16delAD (Figure 4.6).
C’est cohérent car VP16 est une protéine virale, qui n’est donc pas censée étre exprimée par des

cellules non infectées avec HSV-1 ni transfectées avec un vecteur d’expression de VP16.
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Figure 4.6 : Expression de VP16WT ou VP16delAD par les cellules HeLa transfectées

Immunobuvardage de protéines a partir de lysats de cellules HelLa transfectées de maniére transitoire ou
infectées.

1 : protéines récoltées 24 h post-transfection (hpt) a partir de cellules transfectées sans vecteur plasmidique
2 : protéines récoltées 48 hpt a partir de cellules transfectées sans vecteur plasmidique

3 : protéines récoltées 24 hpt a partir de cellules transfectées avec un vecteur d’expression de VP16 pleine
longueur (VP16WT)

4 : protéines récoltées 48 hpt a partir de cellules transfectées avec un vecteur d’expression de VP16WT

5 et 8 : puits vides

6 : protéines récoltées 24 hpt a partir de cellules transfectées avec un vecteur d’expression de VP16 sans
domaine transactivateur (VP16delAD)

7 : protéines récoltées 48 hpt a partir de cellules transfectées avec un vecteur d’expression de VP16delAD
9 : protéines récoltées 18 h post-infection a partir de cellules infectées avec la souche KOS de HSV-1
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Nous avons ensuite cotransfecté de fagon transitoire les cellules HelLa avec les vecteurs codant
pour UBF et VP16WT, puis nous avons marqué les cellules par immunofluorescence indirecte et
les avons observées au microscope confocal (Figure 4.7). Pour nous assurer d’observer un signal
spécifique, des cellules transfectées sans plasmide ont été observées, ainsi que des cellules

marquées uniquement avec les anticorps secondaires couplés aux fluorophores.

A: Sans plasmide B: UBF C:VP16WT D:VP16WT + UBF

I 10 pm i 10 pm 1

I 10 uym i 10 jum

10 ym
e

Figure 4.7 : Localisation de UBF surexprimé en contexte de cotransfection avec VP16WT

Images de microscopie confocale de cellules HeLa transfectées de fagon transitoire puis marquées par
immunofluorescence. UBF est coloré en vert, VP16 en rouge et le noyau en bleu.

: une cellule transfectée sans plasmide

: une cellule surexprimant uniquement UBF

: une cellule surexprimant uniquement VP16WT

: une cellule surexprimant simultanément VP16WT et UBF

o0 w>»

Le taux de transfection n’étant pas de 100 %, lors d’une cotransfection nous pouvons observer
sur une méme lamelle des cellules exprimant uniguement UBF et d’autres surexprimant les deux
protéines. Nous avons quantifié la localisation de UBF exprimé de maniére ectopique dans les
cellules cotransfectées avec un vecteur exprimant UBF et un vecteur exprimant VP16WT.
Sur les 87 cellules que nous avons observées surexprimant uniquement UBF, la protéine est
détectée majoritairement dans le noyau chez approximativement deux tiers des cellules.
En revanche, UBF est principalement détecté dans le cytoplasme pour trois quarts des 19 cellules
surexprimant UBF et VP16WT simultanément que nous avons analysées. La coexpression de
VP16WT a donc mené a un changement de la localisation intracellulaire de UBF exprimé de

maniére ectopique (Figure 4.8).
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Figure 4.8 : Quantification de la localisation de UBF surexprimé en contexte de cotransfection avec VP16WT

Ce graphique montre la répartition des cellules surexprimant UBF selon la localisation de cette surexpression,
et en fonction de la coexpression avec VP16WT. La barre de gauche correspond aux cellules cotransfectées
avec les vecteurs d’expression de UBF et VP16WT mais ne surexprimant in fine que UBF. La barre de droite
correspond aux cellules cotransfectées avec les vecteurs d’expression de UBF et VP16WT et surexprimant les
deux protéines.

Nous avons ensuite testé si le domaine de transactivation était nécessaire pour observer I'impact
de VP16 sur la localisation de UBF. Nous avons pour cela cotransfecté des cellules avec des
vecteurs d’expression de UBF et de VP16delAD. Nous avons ensuite marqué ces cellules par
immunofluorescence puis nous les avons étudiées au microscope confocal. Nous avons pu
observer quelques cellules surexprimant simultanément UBF et VP16delAD, ou nous détections
principalement UBF exprimé de maniére ectopique dans le cytoplasme, bien que le signal ait pu

étre saturé (Figure 4.9).

En définitive, quand UBF est surexprimée seule elle est principalement détectée dans le noyau,
alors que cette protéine cellulaire est majoritairement détectée dans le cytoplasme quand elle est
surexprimée simultanément avec la protéine virale VP16. Un résultat préliminaire nous suggére

que cet effet puisse exister méme si VP16 est dépourvue de son domaine transactivateur.
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Figure 4.9 : Localisation de UBF surexprimé en contexte de cotransfection avec VP16delAD

Images de microscopie confocale de cellules HelLa transfectées de fagon transitoire puis marquées par
immunofluorescence. UBF est coloré en vert, VP16 en rouge et le noyau en bleu.

A : une cellule transfectée sans plasmide

B : une cellule surexprimant uniquement UBF

C : une cellule surexprimant simultanément VP16delAD et UBF
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5 DISCUSSION

Pour comprendre comment HSV-1, et plus spécifiquement VP16, peut contrecarrer l'activité
antivirale de UBF, il sera important de connaitre le mécanisme précis par lequel UBF freine la

réplication virale.

5.1 Comment la protéine cellulaire UBF pourrait inhiber la transcription des génes
viraux immédiats-précoces et précoces ?

Durant l'infection par HSV-1, les génomes viraux entrent dans le noyau des cellules infectées.
Dans le noyau, les génomes viraux s’associent avec des nucléosomes, et autour de ces génomes
viraux, des protéines virales et cellulaires vont former des compartiments de réplication virale ou
se déroule la transcription, la réplication et 'encapsidation (Roizman et al., 2013; Whitley et al.,
2016). Notre laboratoire a observé que la protéine nucléolaire UBF est transloquée aux
compartiments de réplication virale dans le nucléoplasme suite a l'infection de cellules HelLa par
HSV-1 (Lymberopoulos et al., 2010). UBF est un facteur de restriction virale car son inhibition
augmente la production de nouvelles particules virales et la transcription de génes viraux
immédiats-précoces et précoces, alors que la surexpression de UBF bloque la formation des
compartiments de réplication virale dans des cellules HeLa (Ouellet Lavallée et al., 2015; Ouellet
Lavallée et al., en révision). Dans des cellules de fibrosarcome humain HT1080 et des fibroblastes
embryonnaires de souris NIH-3T3, il semble que l'isoforme UBF2 a plus de liens avec 'ARN
polymérase Il que UBF1 (Grueneberg et al., 2003; Sanij et al., 2015). Toutefois, la surexpression
dans des cellules HelLa des deux isoformes de UBF séparément aprés avoir inhibé UBF endogéne
a eu le méme effet inhibiteur sur la formation des compartiments de réplication virale (Ouellet

Lavallée et al., en révision).

Notre laboratoire a également découvert que UBF colocalise avec les génomes viraux entrants.
Cette colocalisation n’est pas médiée par des protéines virales car le génome viral a été introduit
par transfection dans des cellules HeLa avec un chromosome bactérien artificiel, en présence
d’acide phosphonoacétique qui bloque la réplication du génome viral (Ouellet Lavallée et al., en

révision).
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Les boites HMG de UBF ayant la capacité de se lier a 'ADN ribosomal sans avoir a reconnaitre
de séquence spécifique (O'Sullivan et al., 2002; Potapova et al., 2019), UBF pourrait possiblement
se lier au génome viral via ces mémes boites HMG et entrainer un encombrement stérique
entravant la transcription des génes viraux immédiats-précoces et précoces. Il se pourrait
également que UBF freine la transcription virale en recrutant des facteurs de répression au niveau

du génome viral.

Pour déterminer si UBF se lie au génome viral, nous pourrions réaliser une immunopreécipitation
de la chromatine ciblant UBF en transfectant du génome viral avec un chromosome artificiel
bactérien en présence d’acide phosphonoacétique. Si UBF se lie au génome viral, des fragments
du génome viral ou UBF s’est fixé seront immunoprécipités. Un contrle négatif serait réalisé en
paralléle avec des anticorps non spécifiques pour aucune protéine de la chromatine. Si des
fragments du génome viral sont immunoprécipités, ils pourront étre identifiés par séquengage de
nouvelle génération pour identifier avec plus de précision les sites de fixation de UBF sur le
génome viral. Comme nous savons que UBF se lie a 'ADN ribosomal, nous nous attendons a
identifier des fragments d’ARN ribosomal lors du séquencage de nouvelle génération. Notre
laboratoire a observé que suite a l'infection par HSV-1 de cellules Vero, une partie de UBF

demeure lié a 'ADN ribosomal (Lymberopoulos et al., 2010).

En outre, UBF colocalise en contexte non infectieux et infectieux dans des fibroblastes de prépuce
humain (HFF) avec IFI16, une autre protéine cellulaire inhibant l'infection par HSV- 1. En contexte
infectieux, UBF et IFI16 colocalisent avec la protéine virale ICP4, un constituant des
compartiments de réplication virale (Lum et al., 2019). IFI16 forme des filaments dans les
compartiments de réplication virale au début de l'infection dans des cellules HFF. Ces filaments
colocalisent avec les protéines cellulaires PML et Sp100, des constituants des corps nucléaires
PML connus pour leur effet inhibiteur sur linfection par HSV-1 (Merkl et al., 2019).
Cependant, IFI16 n’influence pas le recrutement des corps nucléaires PML aux génomes viraux
dans des cellules HFF immortalisées (Alandijany et al., 2018). De futures expérimentations sont
nécessaires pour mieux comprendre les interactions entre les diverses protéines nucléaires de la

cellule inhibant l'infection par HSV-1.
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5.2 Comment la protéine virale VP16 pourrait contrecarrer I'effet antiviral de UBF ?

Notre laboratoire a découvert que la colocalisation entre UBF et le génome viral diminue si le
méme nombre de cellules est infecté avec plus de particules virales infectieuses (Ouellet Lavallée
et al., en révision). Cette expérience ayant été réalisée dans des cellules HelLa en présence
d’acide phosphonoacétique qui inhibe la réplication du génome viral, nous avons émis I'hypothése
qu’une protéine virale agissant avant cette étape inhibe la colocalisation entre UBF et le génome
viral entrant. Les protéines tégumentaires entrent dans cette catégorie, comme VP16. De surcroit,
VP16 et UBF sont tous les deux des facteurs de transcription, et VP16 stimule la transcription

virale en recrutant divers facteurs de transcription via son domaine transactivateur.

Notre laboratoire a observé que la colocalisation entre UBF et le génome viral n’est pas affectée
par une hausse de la multiplicité de l'infection si un virus mutant qui exprime VP16 sans domaine

de transactivation est utilisé.

Pour déterminer si UBF et le domaine transactivateur de VP16 interagissent, un essai de type
« GST pull-down » a été réalisé durant ce projet de maitrise entre les protéines GST et
GST-VP16AD et de I'extrait de protéines totales de cellules HeLa ayant préalablement été traité
avec de la nucléase micrococcale pour dégrader les acides nucléiques. Le domaine
transactivateur de VP16 recrutant plusieurs facteurs de transcription cellulaires ayant la capacité
de se lier a TADN comme TFIID dans les cellules HelLa, et UBF ayant également cette capacité
dans les cellules Hel a, la présence d’acides nucléiques aurait pu médier une interaction indirecte
entre UBF et le domaine transactivateur de VP16 (O'Sullivan et al., 2002; Stringer et al., 1990).

La figure 4.4 suggére que le domaine transactivateur de VP16 ne s’associe pas a UBF en absence
du reste de la protéine VP16 et des autres protéines virales. La présence de TBP dans I'éluat de
la matrice de GST-VP16AD nous confirme que la matrice était fonctionnelle. Notre laboratoire a
précédemment établi que le domaine transactivateur de VP16 peut interférer dans la
colocalisation entre UBF et le génome viral en contexte infectieux dans des cellules HeLa (Ouellet
Lavallée et al., en révision). Cela signifie que cette relation a été observée en présence des autres
protéines virales, qui étaient absentes lors de I'essai de type « GST pull-down ». Nous ne pouvons
donc pas écarter la possibilité d’'une interaction indirecte entre VP16 et UBF médiée par d’autres

protéines virales.

43



Avant d’entamer ce projet, nous avions prévu de tester si linhibition de la formation des
compartiments de réplication virale suite a la surexpression de UBF était contrecarrée par la
surexpression simultanée de VP16. Pour augmenter le taux de cotransfection, nous avions prévu
de générer un vecteur contenant la séquence codante de VP16 et celle de UBF. C’est pour cela
que nous avons utilisé le vecteur pTandem qui contient deux sites de clonage multiple, avec un
site d’entrée interne du ribosome en amont de la deuxiéme séquence codante afin de permettre
sa traduction. Les cellules devaient ensuite étre infectées puis observées au microscope confocal
aprés que les protéines VP16, UBF et ICP8 aient été marquées par immunofluorescence.
La protéine virale ICP8 est un constituant des compartiments de réplication virale. Toutefois, au
cours de nos expériences, nous avons découvert que UBF surexprimée est séquestrée dans le
cytoplasme en contexte de surexpression simultanée avec VP16, un phénoméne qui n’est pas
observé avec ces deux protéines endogénes en contexte d’infection. Ce ne serait donc pas

possible d’évaluer 'impact de VP16 sur l'inhibition de la réplication de HSV-1 par cette stratégie.

Pour tester cette hypothése, nous pourrions surexprimer VP16 avec ou sans domaine de
transactivation dans des cellules Hela, infecter les cellules pendant 5 h puis les observer au
microscope confocal aprés avoir marqué par immunofluoresence indirecte UBF endogéne, VP16
et ICP8, un constituant des compartiments de réplication virale. Selon notre hypothése, nous nous
attendrions a ce que la surexpression de VP16 promeuve la formation des compartiments de

réplication virale, et possiblement inhibe I'expression de UBF endogéne.

Une partie de notre hypothése initiale était que le domaine transactivateur de VP16 interférait
directement dans la colocalisation entre UBF et le génome viral, ce qui contrecarrait I'effet antiviral
de UBF. Notre laboratoire avait observé de la protéine UBF libre (C’est-a-dire qui n’est pas
colocalisée avec 'ADN viral) méme a une MOI de 20, ce qui signifie que la baisse de la
colocalisation entre UBF et le génome viral lorsque la MOl augmente n'est pas due a un excés de
génomes viraux par rapport a la protéine UBF libre (Ouellet Lavallée et al., en révision). Nous
savons que l'inhibition de UBF entraine une augmentation de la transcription des génes viraux
immeédiats-précoces et précoces dans les cellules HeLa (Ouellet Lavallée et al., 2015), et que le
domaine transactivateur de VP16 recrute une série de facteurs de transcription pour stimuler la
transcription des génes viraux immédiats-précoces (Fan et al., 2020; Hirai et al., 2010). Nous
pouvons donc envisager que UBF colocalise avec les génes viraux immédiats-précoces et
précoces, et qu'une augmentation de la MOI avec un virus dont la protéine VP16 posséde un

domaine de transactivation entraine le recrutement de plus de facteurs de transcription au niveau
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des génes viraux immédiats-précoces et précoces, conduisant ainsi a un encombrement stérique

diminuant la colocalisation entre UBF et le génome viral.

Pour tester si la surexpression de VP16 affecte la colocalisation entre UBF et le génome viral,
nous pourrions surexprimer VP16 avec ou sans domaine de transactivation dans des cellules
HelLa en les transfectant, puis infecter les cellules en présence d’acide phosphonoacétique pour
bloguer la synthése d’ADN viral. Le génome viral entrant serait alors marqué par hybridation
fluorescente in situ, etles protéines UBF et VP16 par immunofluorescence indirecte.
La colocalisation entre UBF et le génome viral pourrait alors étre quantifiée a partir d'images de

microscopie confocale z-stack des cellules ainsi traitées.

Nous avons découvert que la surexpression simultanée de UBF et VP16 séquestre UBF dans le
cytoplasme aprés sa traduction. En outre, un résultat préliminaire nous suggére que le domaine
transactivateur de VP16 ne serait pas nécessaire pour bloquer la translocation de UBF
surexprimée du cytoplasme au noyau apres sa traduction. Pour confirmer expérimentalement si
VP16 et UBF colocalisent en contexte de cotransfection, une quantification de la colocalisation
entre les deux protéines pourrait étre réalisée. Cette quantification pourrait également permettre
d’évaluer si la colocalisation est affectée par la délétion du domaine transactivateur de VP16.
En outre, pour des analyses subséquentes, nous pourrions transfecter en paralléle des cellules
HelLa avec un vecteur exprimant VP16 avec ou sans domaine transactivateur et les observer a
I'aveugle, c’est-a-dire sans savoir avec quel plasmide les cellules ont été transfectées. Ainsi, nous

pourrions écarter d’éventuels biais de I'observateur lors de I'utilisation du microscope confocal.

La localisation de UBF pourrait également étre étudiée en contexte de surexpression simultanée
avec des mutants de VP16 ayant des délétions en amont du domaine transactivateur. Si une de
ces délétions empéche VP16 de séquestrer UBF dans le cytoplasme, cela suggérerait que la
portion de VP16 qui a été enlevée puisse interagir avec UBF. Un des domaines de VP16 candidat
pour interagir avec UBF est le domaine core, connu pour recruter les protéines cellulaires HCF-1
et OCT-1 (voir section 1.2). HCF-1 permet a VP16 d’atteindre le noyau aprés que la capside et
les protéines tégumentaires soient arrivées dans le cytoplasme, et OCT-1 établit la liaison avec

le promoteur des génes viraux immédiats-précoces.
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6 CONCLUSION

Au regard des précédentes études et des résultats obtenus lors de ce projet de recherche, notre
modéle a évolué. Initialement, nous pensions que VP16 contrecarrait I'effet inhibiteur de UBF sur
la transcription des génes viraux en se liant directement a cette protéine cellulaire via son domaine

transactivateur.

Toutefois, nos résultats nous suggérent que le domaine transactivateur de VP16 seul n’interagit
pas avec UBF en présence des autres protéines cellulaires et en absence des autres protéines
virales. Nous avons également observé que UBF est majoritairement détectée dans le noyau
quand elle est surexprimée seule, tandis qu’elle est observée principalement dans le cytoplasme
quand les cellules surexpriment simultanément UBF et VP16 pleine longueur. Un résultat
préliminaire suggére que méme sans domaine transactivateur, VP16 peut empécher UBF

surexprimé simultanément d’atteindre le noyau.

Dans notre modele actualisé, VP16 atteint le nucléoplasme et pourrait interagir avec la protéine
UBF qui été transloquée du nucléole aux compartiments de réplication virale. Cette interaction
serait médiée par une autre partie de VP16 que le domaine transactivateur, possiblement le
domaine core. Cependant, le domaine d’activation de VP16 serait critique pour que VP16 puisse
inhiber I'activité répressive de UBF. En interagissant avec UBF, VP16 I'empécherait de se lier au
génome viral et d’entraver 'accés a ’ARN polymérase Il des génes viraux immédiats-précoces et
précoces. En outre, aprés s’étre associée avec HCF-1 et OCT-1 via son domaine core, VP16
recruterait avec son domaine transactivateur une série de facteurs de transcription de I'ARN
polymérase Il au niveau du promoteur des génes viraux immédiats-précoces. En cas d’infection
avec un plus grand nombre de particules virales infectieuses pour le méme nombre de cellule,
l'activité transcriptionnelle serait plus intense et la chromatine plus décondensée, ce qui pourrait

limiter la colocalisation entre UBF et le génome viral.
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Figure 6.1 : Modéle de I'impact de VP16 sur UBF durant une infection par HSV-1

Suite a I’entrée de HSV-1, la protéine virale tégumentaire VP16 se retrouve dans le cytoplasme. Elle va
s’associer avec la protéine cellulaire HCF-1 qui va lui permettre d’atteindre le noyau. Dans les compartiments
de réplication virale, nous supposons que VP16 se lie a UBF via son domaine core, empéchant ainsi UBF de
se lier au génome viral et d’inhiber la transcription virale par PARN polymérase Il. De surcroit, le domaine
acidique transactivateur (AD) de VP16 recrute des facteurs de transcription de 'ARN polymérase Il pour
promouvoir la transcription des génes viraux immédiats-précoces, ce qui diminue la colocalisation entre UBF
et le génome viral et affecte I'activité antivirale de UBF.
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