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“Thinking about HSV episomes is my way to realize that
I am never technically alone. There is always a strong

presence inside myself (my neurons) disposed to emerge”
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RESUME

La réponse immunitaire innée contre le virus herpés simplex 1 (HSV-1) comprend, entre autres,
la détection du génome viral par le senseur d’ADN cGAS. L’activation de cGAS meéne a la
production des interférons (IFNs) et I'expression en aval des ISGs (IFN-stimulated genes) qui
déclenchent I'état antiviral. Cependant, le HSV-1 induit I'ISG OASL qui, dans le cas des infections
par virus a ADN, a un effet proviral di au fait que 'OASL bloque cGAS. Cette induction est suivie
d’'une régulation a la baisse a des temps tardifs de l'infection dont le mécanisme est inconnu. La
protéine virale tardive UL24 est impliquée dans I'évasion immunitaire et le succés de la
réplication. Nous avons donc testé I'impact de celle-ci sur I'expression d’OASL. Nos résultats
supportent un modeéle ou I'OASL est induite dés 5 heures post infection (hpi) et ensuite modulée
a la baisse d’'une maniére UL24-dépendante a 12 hpi via IRF3. De plus, les niveaux des transcrits
de I'IFN-p et des ISGs (CXCL10 et ISG54) sont consistants avec ce modéle et I'effet I’ OASL sur
cGAS. Il ressort de cette étude en plus un réle précoce d’'UL24 dans I'activation de STAT1. Nos

résultats montrent une nouvelle fonction immunomodulatrice d’'UL24 dans linfection par HSV-1.

Mots clés : Virus herpés simplex 1 ; UL24 ; OASL ; IRF3 ; STAT1 ; ISGs ; interféron.






ABSTRACT

The innate immune response against herpes simplex virus 1 (HSV-1) involves, among other
things, viral genome recognition by the DNA sensor cGAS. Activation of cGAS induces interferon
(IFN) production and downstream expression of ISGs (/IFN-stimulated genes), which turn on
antiviral defenses. Initially, HSV-1 promotes OASL expression, an ISG that has a proviral effect
during infection with DNA viruses by inhibiting cGAS activity. However, OASL induction by HSV-
1 then drops down late in infection through an unknown mechanism. The HSV-1 late protein UL24
is required for optimal viral replication, and contributes to immune evasion. Herein, we tested the
role of UL24 in regulating OASL expression. Our results suggest that both early upregulation at 5
hour post infection (hpi), and the subsequent UL24-dependent downregulation of OASL
expression at 12 hpi are consequences of the modulation of IRF3 activation. Moreover, mMRNAs
levels of the IFN- and ISGs (CXCL10 and ISG54) are consistent with this model and the impact
of OASL on cGAS. In addition, we identified a new role for UL24 in the regulation of STAT1
phosphorylation at S727 early in infection. Our results demonstrate a new role for UL24 in the

modulation of the innate immune response by HSV-1.

Keywords: Herpes simplex virus 1; UL24; OASL; IRF3; STAT1; ISGs; interferon.
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1 INTRODUCTION

Les relations hoétes-pathogénes, en termes évolutifs, sont décrites dans la notion de « course aux
armements ». Dans ce modéle, 'adaptation d’'une espéce est suivie d’'une contre-adaptation de
l'autre comme résultat d’'un processus coevolutif (Papkou et al., 2016). Il y a plusieurs études
rapportées a cet égard dans le domaine moléculaire de 'immunologie, par exemple, la production
de cytokines lors d'une infection virale par la cellule versus I'inhibition des voies de signalisation
de celles-ci par le virus (Dia C. Beachboard and Stacy M. Horner, 2016; Stempel, Chan and
Brinkmann, 2019). Néanmoins, la phrase « course aux armements » est inappropriée car d’un
c6té, I'évolution n’existe pas a but précis et, d’'un autre cbté, la coévolution ne s’agit pas d’'une
accumulation constante des adaptations par les espéces dans ce processus. Ces clarifications
sont mentionnées car le présent travail de recherche comprend des éléments qui supportent la
course aux armements entre I'une des cellules hétes du virus herpés simplex 1 (ci-aprés
dénommé HSV-1) et ce dernier. Nous avons donc évité I'utilisation des expressions déterministes
comme avec le but, afin de, et synonymes de ce genre dans la description et interprétation de

nos résultats.

Dans ce document, nous présenterons, avec I'extension et les contenus pertinents, une révision
du HSV-1 et la protéine virale UL24, suivi d’'un apergu spécifique de I'immunité innée contre le
HSV-1 et de la protéine cellulaire oligoadenylate synthetase-like (OASL). Nous terminerons ce
chapitre introductif avec une liaison entre ces deux facteurs, viral et cellulaire, pour énoncer notre

hypothése de travail.

1.1  Le virus herpés simplex 1

111 Impact sur la santé publique

Les virus herpés simplex provoquent des infections couramment nommées herpés. Le HSV-1 est
trés contagieux et se transmet principalement par contact des muqueuses orale/labiale. La
plupart des infections sont asymptomatiques, mais elles peuvent provoquer des Iésions
vésiculaires et/ou des ulcéres a l'intérieur ou autour de la bouche qui sont communément
appelées « boutons de fievre ». Le HSV-1 peut également étre transmis par voie sexuelle (herpés

génital) lors des rapports oraux-génitaux, quoique l'incidence de ce mode de transmission pour



HSV-1 est cependant moins fréquente en comparaison au HSV-2 qui se transmet presque

exclusivement par voie sexuelle (Fatahzadeh and Schwartz, 2007).

L’infection par le HSV-1 est courante et endémique dans le monde entier. En effet, I'estimation
de la prévalence mondiale est d’environ 67% dans la population de moins de 50 ans (Looker et
al., 2012). En plus, lorsqu'un individu contracte le virus, normalement pendant I'enfance,
l'infection reste toute la vie de fagon latente. L’infection latente est interrompue périodiquement
par des épisodes de réactivation virale ménant a la production de virus et la transmission de cet

agent infectieux a de nouveaux hétes (Roizman and Whitley, 2013).

Dailleurs, les médicaments antiviraux contre le HSV-1, comme I'acyclovir, aident & combattre les
symptdbmes, mais ne peuvent pas guérir l'infection. En matiére de prévention, il n’existe
actuellement aucun vaccin disponible mais plusieurs sont a I'étude, y compris des vaccins pour
prévenir les complications herpétiques (Johnston, Gottlieb and Wald, 2016; Royer et al., 2019).
Parmi les complications séveéres de l'infection par le HSV-1, on peut citer 'encéphalite, la kératite
et notamment 'herpés néonatal qui survient dans environ 6 accouchements sur 100 000 au
Canada (Kropp et al., 2006; Kobty, 2015; Bradshaw and Venkatesan, 2016)

Les conditions précédemment mentionnées mettent en évidence que l'infection par le HSV-1 est
encore une maladie qui se répercute physiquement et psycho-socialement sur la population
mondiale. Les systémes de santé publique ont donc la responsabilité d’accélérer la recherche

afin de prévenir et combattre les infections orales, génitales et néonatales a herpés simplex.

1.1.2 Taxonomie

Conformément au dernier rapport du « International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) », les herpésvirus forment I'ordre Herpesvirales, un taxon viral restreint au régne animal
défini par la structure particulaire des virions (voir ci-dessous, section 1.1.3). Dans cet ordre, la
transcription autant que la réplication de I'acide désoxyribonucléique (ADN, ci-apres indifférencié
du génome) viral et 'assemblage de la nucléocapside se réalisent dans le noyau. Une autre
caractéristique partagée en commun, est la capacité d’établir une infection latente tout au long
de la vie chez I'h6te et de mener a des réactivations virales périodiques qui favorisent la

transmission du virus a de nouveaux hotes.

L’'ordre Herpesvirales est divisé en trois familles: les virus des animaux invertébrés
(Malacoherpesviridae) et des vertébrés (Alloherpesviridae et Herpesviridae). La famille

Herpesviridae est la plus étudiée et a la fois classifiée selon certaines propriétés biologiques dans



trois sous-familles : Alpha-, Beta- et Gammaherpesvirinae. Les genres Simplexvirus et
Varicellovirus de la sous-famille Alphaherpesvirinae, tout comme les genres des sous-familles
Beta- et Gammaherpesvirinae sont restreints a la classe animal mammalia, et par conséquent,
tous les herpésvirus humains sont distribués entre ces genres. Une image résumant la taxonomie

des herpésvirus est présentée a la figure 1.1 (Knipe and Howley, 2013).

Genus Host Subfamily
no genus Reptiles 3
Iftovirus Birds
Mardivirus Birds - O
Varicellovirus Mammals
_ Simplexvirus Mammals 4l
| Herpesviridae - o seolovirus Mammals 3
no genus Mammals
Muromegalovirus Mammals = B
no genus Mammals
o Cytomegalovirus ~ Mammals a
Lymphocryptovirus Mammals N
Macavirus Mammals
AP = Percavirus Mammals ¥
Rhadinovirus Mammals ,
Alloherpesviridae Batrachovirus Frogs
Cyprinivirus Fish
Ictalurivirus Fish
Salmonivirus Fish
Malacoherpesviridae Ostreavirus Oysters
Figure 1.1 Taxons principaux des herpeésvirus et leurs relations majeures phylogénétiques

L’image représente les patrons de ramification phylogénétique, pas les distances évolutives (modifiée de Knipe and
Howley 2013).

Le groupe de herpésvirus humains est composé de 9 virus, dont 3 Alpha-, 4 Beta- et 2
Gammaherpesvirinae (Tableau 1.1). Le HSV-1 appartient au genre Simplexvirus de la sous-
famille Alphaherpesvirinae qui se distingue par son cycle reproductif court; la propagation rapide
dans la culture cellulaire; la lyse des cellules hétes primaires; et I'établissement d’'une infection
latente dans les neurones sensoriels.



1.1.3

Structure de la particule virale

Le HSV-1 est un virus sphérique d’'un diamétre entre 150-200 nm dont la structure peut se décrire

par 3 éléments : (1) une nucléocapside composée principalement de 'ADN viral contenu dans

une capside en forme icosaédrique ; (2) un tégument qui entoure la nucléocapside ; et (3) une

enveloppe bi-lipidique externe dérivée de la cellule héte (Figure 1.2) (McElwee et al., 2018).

Tableau 1.1 Les herpésvirus humains
Sous-famille Genre N° Nom traditionnel Abréviation
en anglais
] ] 1 | Le virus herpés simplex 1 HSV-1
- Simplexvirus
Alphaherpesvirinae 2 | Le virus herpés simplex 2 HSV-2
Varicellovirus 3 | Le virus varicelle-zona VZV
Cytomegalovirus 4 | Cytomégalovirus CMmVv
5 | L’herpésvirus humain type HHV-6A
variante A
Betaherpesvirinae
Roseolovirus 6 | L’herpésvirus humain type HHV-6B
variante B
L’herpésvirus humain type 7 HHV-7
Lymphocryptovirus Le virus d’Epstein-Barr EBV
Gammaherpesvirinae L 9 | L’herpésvirus  responsable KSHV
Rhadinovirus :
sarcome de Kaposi

Liste de virus de la famille Herpesviridae selon la sous-famille et le genre dont I'h6te primaire est I’'humain. Le numéro
associé a chacun ne représente pas celui donné par le nom officiel étant qu’herpésvirus humain (Information prise du
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th report/dsdna-viruses-

site  web de I'ICTV, 2011,
2011/w/dsdna_viruses/91/herpesviridae).

lien :

Enveloppe

Tégument

Nucléocapside

Figure 1.2

Cryo-microphotographie du HSV-1

Photographie d’'une particule virale du HSV-1 prise par la cryo-microscopie électronique de transmission (Cryo-TEM).
Les trois composants principaux du virus sont indiqués par des fléeches. La barre d’échelle indique 50 nm (modifiée de

McElwee et al. 2018)


https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/dsdna-viruses-2011/w/dsdna_viruses/91/herpesviridae
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/dsdna-viruses-2011/w/dsdna_viruses/91/herpesviridae

La capside du HSV-1 est formée par 162 capsoméres de la protéine majeure de la capside VP5
(UL19), dont 150 hexagones et 12 pentagones. Les hexagones et les pentagones sont joints par
des triméres hétérogénes composés d’une copie de la protéine VP19C (UL38) et de deux copies
de la protéine VP23 (UL18). La capside présente aussi un portail a son tour composé de la
protéine UL6 qui permet 'emballage autant que la sortie de 'ADN viral. La surface de la capside
est entourée par le tégument, qui occupe un espace qui s’étend jusqu’'a I'enveloppe et est
composé par au moins 23 protéines (Dai and Zhou, 2018). Parmi celles-ci, la protéine VP16
(UL48) est importante pour la transcription des génes viraux, tandis que les protéines UL36 et
UL37 jouent un rble dans le transport de la capside et 'enveloppement de la particule virale.
D’autres protéines du tégument sont impliquées dans I'évasion de la réponse immunitaire innée
et dans de nombreuses fonctions qui favorisent la réplication virale, un sujet qui a été récemment

révisé (Yang et al. 2019).

Etant donné que le HSV-1 est un virus enveloppé, la structure externe du virion présente une
membrane bi-lipidique que le virus obtient lors de son transit vésiculaire lié au Golgi de la cellule
hoéte. Cette membrane contient, entre autres, les quatre glycoprotéines (gB, gD, gH et gL) qui
sont essentielles et suffisantes en culture cellulaire pour le succés de I'entrée virale (Agelidis and
Shukla, 2015; Dai and Zhou, 2018). Une image plus compléte des protéines qui conforment ces

compartiments du virus sont présentées a la figure 1.3.

»N
/ A
C @) ' @
ul2s Major capsid protein P ™
o~ ( / @ulisives) ‘ fec)
A .una:‘mmmx N )\
Q N\
- -/
Y £ —

Figure 1.3 Protéines principales dans la structure du virion du HSV-1

Les protéines plus étudiées de la capside (en vert), le tégument (en bleu) et I'enveloppe (en jeune) sont représentées
dans le virion du HSV-1. Les points rouges indiquent les protéines énoncées dans le texte (modifiée du site web
https://viralzone.expasy.org/5796, 2019).



https://viralzone.expasy.org/5796

1.1.4 Structure du génome viral

Le génome viral du HSV-1 est composé d’ADN double brin linéaire formé de 152 kb. Son contenu
élevé de GC d’environ 68% est en corrélation avec la présence de séquences codantes. En fait,
au moins 85 protéines ont été rapportées jusqu’a présent, soit la protéine UL24.5 la derniére
décrite (Dridi et al., 2018).

Le génome du HSV-1 peut étre considéré comme I'union entre un segment UL « Unique Long »
et un segment US « Unique Short ». Ces segments uniques sont bordés par des séquences
répétées terminales et internes (TRU/IRL et IRs/TRs respectivement) (Figure 1.4a) (Dridi et al.,
2018). Malgré que le génome viral dans le virion n’est pas associé a des histones, il devient
circulaire et chromatisé dés son relachement dans le noyau, cela implique que tous les
mécanismes de remodelage de la chromatine, y compris les modifications sur les histones,
affectent autant que la réplication de '’ADN viral et I'expression des génes viraux (Figure 1.4b)
(Knipe and Cliffe, 2008).
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Figure 1.4 Schéma du génome du HSV-1

(a) Représentation linaire du génome du HSV-1 indiquant I'organisation générale des segments uniques UL et Us
bordés par les séquences répétées terminales (TRL et TRs) et les séquences répétées internes (IR et IRs). (b) L’ADN
viral est chromatisé suivant a l'introduction et circularisation dans le noyau (Knipe and Cliffe, 2008; Dridi et al., 2018).

1.1.5 Cycle de I'infection lytique

Tous les membres de la famille Herpesviridae ont la capacité d’établir deux types d’infection avec
les cellules hétes : Iytique et latente. Lors de la premiére rencontre avec le HSV-1, linfection
lytique a généralement lieu dans les cellules épithéliales de la muqueuse orale, tandis que
l'infection latente a lieu dans les neurones sensoriels du nerf trijumeau. Néanmoins, il existe aussi
une deuxiéme forme d’infection lytique a partir de la latence, communément connu sous le nom

de réactivation qui est discutée plus loin dans la section 1.1.6.3.



Le cycle lytique lors d’une primo-infection par le HSV-1 peut étre résumé dans les étapes
suivantes : a) I'entrée du virus dans la cellule héte ; b) le transport de la capside vers le noyau ;
¢) la transcription des génes viraux immédiats précoces (ci-aprés IE) et précoces (ci-aprés E) ;
d) la réplication de 'ADN viral ; e) la transcription des génes viraux tardifs (ci-aprés L) ; f)
L’assemblage de la nucléocapside ; et g) la sortie de la progéniture virale. La figure 1.5 récapitule
toutes ces étapes dont le temps estimé est entre 18 et 20 heures dans des cellules permissives

a l'infection.
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Figure 1.5 Schéma du cycle de réplication du HSV-1

Le HSV-1 peut entrer dans la cellule hbte par fusion directe de son enveloppe avec la membrane plasmique (1a) ou
par endocytose (1b). Une fois que la nucléocapside (entourée des protéines du tégument) est relachée dans le
cytoplasme, elle est transportée ensuite jusqu’au pore nucléaire (2). Certaines protéines du tégument ont un role a
jouer dans le cytoplasme (3) ou bien dans le noyau (4). Dés que le génome est injecté a l'intérieur du noyau, il est
circularisé et chromatisé (5). Ensuite, la transcription des génes immédiats précoces (IE) par 'ARN polymérase Il est
induite grace a la protéine tégumentaire VP16 (6). Les produits des génes IE induisent la transcription des génes
précoces (E) (7) dont les produits sont impliqués dans la réplication de I’ADN viral (8) qui a lieu dans des compartiments
bien définis nommeés RC. Les protéines E et la synthése d’ADN viral déclenche la transcription des génes tardifs (L)
(9). Les protéines L jouent ensuite un réle dans I'assemblage de la capside (10) et I'encapsidation de I’ADN viral (11).
La sortie des virions du noyau et leur transite par le cytoplasme conduit a la maturation et la libération de la progéniture
virale par exocytose (12) (Modifiée de Knipe and Howley 2013).



1.1.51 L’entrée virale

Le succés de I'entrée implique la participation de plusieurs glycoprotéines virales et de leurs
récepteurs cellulaires qui interagissent selon un procédé séquentiel (tableau 1.2). Ce processus
peut se diviser dans 3 étapes : attachement, fixation et fusion de I'enveloppe virale avec la
membrane cellulaire. L’attachement est une étape réversible qui se produit entre la gC et son
ligand les héparines sulfates. La fonction de I'attachement est de rapprocher les membranes
virale et cellulaire, ce qui favorise les autres étapes de I'entrée. Néanmoins, la gC n’est pas
essentielle dans cette étape car en absence de celle-ci, la fonction d’attachement est relevée par
gB (Agelidis and Shukla, 2015).

Tableau 1.2 Les glycoprotéines essentielles pour I'’entrée du HSV-1
Glycoprotéine Conservation Fonction Récepteurs cellulaire
taxonomique de liaison
gD Alphaherpesvirinae | Reconnaissance du récepteur | HVEM, Nectines, les
Héparines 3-O-sulfatées
gH/gL Herpesviridae Activateurs de la protéine gB | Intégrines
gB Herpesviridae Fusion PILRo, MAG, NMHC-IIs

Conservation, fonction et récepteur cellulaire des quatre glycoprotéines indispensables pour I'entrée du HSV-1 : gD,
gH, gL et gB (Modifié de Kawaguch, Mori, and Kimura 2018).

Dés que la gD se joint a son récepteur cellulaire, la particule virale est fixée a la surface cellulaire
et le processus d’entrée devient maintenant irréversible. L’activation de gD facilite la conversion
de gH/gL a leur forme capable d'interagir avec gB. Ce dernier est responsable de la fusion entre
I'enveloppe virale et la membrane cellulaire plasmique ou des endosomes dépendamment des
récepteurs exprimés dans la cellule hote. Par exemple, il a été démontré que I'expression des
intégrines a.fBe et a.Bs, favorisent I'entrée du virus par endocytose (Gianni et al., 2013). De fagon
intéressante, ces intégrines fonctionnent comme récepteurs de I'hétérodimere gH/gL, ce qui

supporte leur importance pour définir I'endroit a I'étape de fusion catalysée par gB.

1.1.5.2 Les protéines du tégument dans le cycle viral

Une fois que la nucléocapside entourée du tégument se retrouve dans le cytoplasme, elle est
ensuite transportée au long des microtubules vers le noyau. Ce transport est essentiellement da
aux protéines du tégument UL36, UL37, US3 et de la protéine motrice cellulaire dynéine (Dohner

et al., 2002; Miranda-Saksena et al., 2018). Ensuite, I'interaction entre la nucléocapside et le pore



nucléaire implique la participation d’'une autre protéine du tégument, UL36 (VP1/2), qui conduit

finalement au relachement de 'ADN viral dans le noyau (Abaitua et al., 2012).

En outre, les protéines tégumentaires ont des réles précoces a jouer dans le succés du cycle viral
lytique lesquels convergent sur un effet : promouvoir la réplication virale. Au niveau du cytosol,
on note parmi celles-ci I'endonucléase virale vhs (UL41) qui dégrade principalement les acides
ribonucléiques (ARN) de la cellule héte de fagon spécifique et, par conséquent, affecte aussi leur
stabilité (Burgess and Mohr, 2018). Cette régulation va favoriser le fait que la machinerie de
traduction cellulaire soit priorisée pour les transcrits viraux. Au niveau nucléaire, la protéine
tégumentaire VP16 et ses partenaires cellulaires host cell factor 1 (HCF-1) et octamer binding
protein 1 (Oct-1) forment un complexe protéique qui fonctionne comme un transactivateur pour

l'induction des genes IE (Wysocka and Herr, 2003).

Pour promouvoir la réplication virale, certaines protéines du tégument jouent aussi un réle dans
la régulation de la réponse immunitaire innée (Yang et al. 2019). Parmi celles-ci figurent les
protéines bien documentées ICP0O (RL2) et US3. La protéine multifonctionnelle ICPO posséde un
domaine E3-ubiquitine ligase par lequel elle induit la dégradation, entre autres, de I'adaptateur
MyD88 du TLR2 ; la protéine p50 de la voie NF-k3 ; et le senseur d’ADN IFI16. La kinase US3,
pour sa part, régule a la baisse la polyubiquitination de TRAF6 de la voie de signalisation par
TLR2, et a la hausse la phosphorylation de p65 et du facteur 3 de régulation de l'interféron (IRF3),

deux facteurs impliqués dans les voies NF-k[3 et de I'interféron de type (IFN) I, respectivement.

1.1.5.3 La transcription des génes viraux

Le HSV-1 appartient au groupe des virus a ADN double brin dont la transcription génétique et la
réplication du génome viral, tel que mentionné auparavant, ont lieu dans le noyau. L'expression
des génes viraux se fait séquentiellement selon trois classes cinétiques : IE, E et L. Les produits
des génes IE déclenchent I'expression des autres deux classes de génes. Les produits des génes
E sont responsables dans la réplication de 'ADN viral et la plupart des génes L codent pour des

protéines structurelles (Figure 1.6).
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Figure 1.6 Cascade d’expression des génes viraux du HSV-1

Représentation de la synthése des acides nucléiques (ADN ou ARNm) au long de l'infection par HSV-1. Les trois
vagues d’expression des génes viraux (IE, E et L) sont indiquées en lignes continues, tandis que la réplication de 'ADN
viral est indiquée en ligne pointillée (Modifiée d’Amen and Giriffiths, 2011).

Tel que discuté, le complexe VP16/HCF-1/Oct-1 cible la région promotrice des génes IE et c’est
par le domaine d’activation de VP16 qu'il y a un recrutement de la lysine-specific demethylase 1
(LSD1) via son partenaire co-repressor for element 1 silencing transcription factor (CoREST). Par
la suite, on note un changement de la chromatine, permettant I'entrée des facteurs de
transcription basaux, tels que TBP, TFIIB et TBIIH, qui sont nécessaires pour linitiation de la

synthése des ARNm IE par 'ARN polymérase Il (Roizman and Zhou, 2015).

Les six produits des génes IE, dont cing appartiennent au groupe d’Infected Cell Proteins (ICPs),
régulent la transcription de toutes les classes de génes viraux, y compris aussi la classe IE. Parmi
celles-ci la protéine ICPO joue un rdle majeur dans la progression du cycle lytique. En effet,
I'expression de novo d'ICP0O, méne au recrutement additionnel du facteur CLOCK dans la région
promotrice IE, ce qui améliore I'expression des autres ICPs (4, 22, 27 et 47) (Roizman and Zhou,
2015). Une autre conséquence de I'expression d’ICPO est I'inactivation de CoOREST qui est notée
comme une étape importante pour la transition vers I'expression des genes E. Les protéines E,
comme ICP8, participent dans la réplication de 'ADN viral (discutée dans la section ci-aprés
1.1.5.4) et sont requises pour I'expression maximale des génes L. Finalement, les produits des

genes L sont impliqués, entre autres, dans la morphogénése des particules virales.



11.54 La réplication de I’ADN viral

La transcription des génes viraux et la réplication du génome viral ont lieu dans des
compartiments spécialisés qui portent le méme nom de que ce dernier, couramment appelés
Replication Centers or Compartments (RC). En plus des protéines cellulaires et virales impliquées
dans le remodelage de la chromatine, ce processus requiére I'expression préalable des génes
viraux IE et E, en particulier d’UL9, ICP8, UL5, UL8, UL52, UL30 et UL42 qui participent
directement dans l'initiation et la synthése de I’'ADN viral et dont les produits géniques sont décrits

ci-apreés.

Dans I'étape initiale, UL9 et ICP8 sont recrutés a une des origines de réplication (OriL ou OriS)
pour permettre 'ouverture du site d’initiation. Ensuite, le complexe hélicase-primase composé
d’UL5, UL8 et UL52 est aussi recruté et procéde au déroulement du double brin de 'ADN et la
synthése d’amorces pour le brin indirect. LADN polymérase composeé d’'UL30 et UL42 peut
ensuite synthétiser le brin complémentaire de 'ADN guide, puis I'activité exonucléase 3’-5’ et la
réparation par excision de bases contribuent a la fidélité du processus de réplication. Les
premieres rondes de réplication effectuées sur un modéle «théta » sont suivies par un
changement vers le mode « cercle roulant » qui est indépendant du site d’origine du fait qu’'UL9
n’est pas requis. Cette derniére forme de réplication produit de longs concatéméres de génomes
viraux « téte-a-queue » qui sont clives dans monoméres pendant I'encapsidation de I'ADN viral

par le complexe terminase composé d’'UL15, UL28 et UL33 (Weller and Coen, 2012).

1.1.5.5 Biogenése de la nucléocapside

Cette étape du cycle viral dans le noyau comprend 'assemblage de la capside et I'insertion dans
celle-ci du génome viral. Ces deux processus ont besoin principalement de I'expression préalable

des génes L et de la réplication du génome viral.

La formation de la capside est un auto-assemblage dirigé par les interactions protéine-protéine
entre VP5, VP19C et VP23 (voir la section 1.1.3) en collaboration avec la protéine d’échafaudage
VP22a. Le recrutement de la protéine UL6 qui compose le portail par lequel le génome est inséré
se fait également a cette étape. Le processus d’insertion du génome par le complexe terminase
provoque la dégradation de VP22a et lincorporation du CVSC « Capsid Vertex Specific
Component » composé d’'UL17 et UL25 (Figure 1.3) qui s’ajoute aux vertex de la capside afin de

stabiliser sa structure icosaédrique (Heming, Conway and Homa, 2017).
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1.1.5.6 La sortie

L’étape final du cycle viral est la sortie qui comprend I'exportation de la nucléocapside du
noyau jusqu’a I'exocytose d'une particule virale mature vers le milieu extracellulaire ou
directement a une autre cellule (Bello-Morales and Lopez-Guerrero, 2018). Au cours de ce
circuit, la nucléocapside acquiert son tégument et enveloppe. Dans le noyau, le modeéle de
relargage accepté est un enveloppement initial (primaire) a la membrane nucléaire interne,
puis la fusion de cette enveloppe naive avec la membrane nucléaire externe (Owen, Crump
and Graham, 2015).

Une fois dans le cytoplasme, la nucléocapside est tout de suite entourée par les protéines du
tégument interne, notamment par VP 1/2 qui est capable d’interagir directement avec la capside.
D’autres protéines tégumentaires internes sont recrutées en cascade, tandis que les externes
sont acquises au long de la progression de la maturation de virus. C’est précisément au niveau
du golgi qui s’insére le reste du tégument, et ou a lieu I'enveloppement définitif (secondaire)
(Owen, Crump and Graham, 2015). Il a été démontré que la quantité de CVSC sur la
nucléocapside est un moyen d’envelopper préférentiellement les capsides contenant un génome
viral (revue dans Roller and Baines 2017). La vésicule qui contient la particule virale enveloppée
est transportée jusqu’a la périphérie de la cellule pour relacher son contenu suite a la fusion avec

la membrane plasmique. La figure 1.7 résume les étapes de la sortie virale.
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Figure 1.7 Maturation et sortie du HSV-1



Suite a I'encapsidation du génome (1), la nucléocapside interagit avec la membrane nucléaire interne (enveloppement
primaire). Le bourgeonnement dans I'espace perinucléaire est suivi par la fusion de cette enveloppe avec la membrane
nucléaire externe (2). Ensuite la nucléocapside compléte son tégument et est enveloppée (enveloppement secondaire)
grace aux vésicules dérivées des endosomes ou le réseau trans du golgi (TGN) (3). (4) La particule virale contenue
dans une vésicule est relachée par exocytose suite a la fusion avec la membrane plasmique (PM) (Tirée d’Owen,
Crump, and Graham 2015).

1.1.6 Cycle de I'infection latente

Suite a linfection dans les cellules épithéliales, le HSV-1 infecte les terminaisons axonales des
neurones sensoriels qui forment le nerf trijumeau. Le virus est ensuite transporté jusqu’au noyau
de fagon rétrograde, c’est-a-dire, des terminaisons axonales vers les corps cellulaires des
neurones agroupés dans le ganglion trigéminal (TG). Le HSV-1 établit la latence dans le noyau
de ces neurones infectés ou I'on retrouve le génome en forme d’épisome qui permet a tout
moment sa réactivation et 'entrée dans un cycle lytique. Les virions produits par la réactivation
sont transportés de fagon antérograde (des corps neuronales vers les axones), pouvant
provoquer une infection proche du site original de l'infection (Kennedy et al., 2015; Thellman and
Triezenberg, 2017). Cela a pour conséquence la persistance du virus chez I'individu infecté et la
transmission de celui-ci a de nouveaux hétes, pérennisant ainsi son maintien dans la population

humain.

1.1.6.1 Etablissement de la latence

Contrairement a l'infection lytique, I'infection latente se distingue par la forte expression du gene
latency associated transcripts (LAT) et 'absence d’expression de la majorité des génes lytiques.
Le démarrage de ce programme alternatif d’expression génique est expliqué par le modéle de
gradient de la protéine VP16 (Hafezi et al., 2012). Selon ce modéle, suite a I'entrée du virus au
niveau des terminaisons nerveuses, le transport rétrograde de VP16 n’est pas assez rapide le
long des axones. En conséquence, il y a une faible concentration de VP16 dans les noyaux des
neurones infectés. De plus, il a été démontré qu'Oct-1 n’est pas exprimée dans les neurones
différenciés, au contraire d’Oct-2 qui fonction comme un répresseur dans le promoteur des génes
IE (Lillycrop et al., 1991; Lakin et al., 1995). Il en résulte que le complexe VP16/HCF-1/Oct-1 ne
se forme pas, affectant I'expression des génes IE. Ces résultats suggérent que I'absence de
VP16 dans le noyau des neurones est déterminante pour I'induction de la latence, ce qui favorise

un génome viral chromatisé sous une forme répressive.
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De plus, des études pendant la latence montrent qu’il y a une expression périodique des génes
lytiques dans les neurones malgré le controle épigénétique sur le génome viral (Maillet et al.,
2006; Russell and Tscharke, 2016). Dés que la réponse immunitaire est activée, la réplication du
virus dans le TG est arrétée et les génomes viraux dans celui-ci ne sont retrouvés que sous forme
latente (Khanna et al., 2004). Ce phénoméne d’expression des génes lytiques représenterait alors
des tentatives de réactivation contrblées par le systétme immunitaire. La régulation différentielle
de réponse immunitaire innée entre les cellules épithéliales et les neurones est donc un autre

modeéle par lequel le virus pourrait établir I'infection latente.

1.1.6.2 Maintenance de la latence : le géne LAT

Durant la latence, le génome viral est majoritairement associé avec des histones portant des
marques répressives de la transcription, telles que H3K27me3 et H3K9me2/3, qui sont fixées au
cours de l'infection (Cliffe, Coen and Knipe, 2013). Néanmoins, les histones associés a la région
LAT portant des marques qui favorisent la transcription, telles que H3K9ac et H3K14ac (Kubat et
al., 2004; Cliffe, Garber and Knipe, 2009).

Un ARN de 8,5 kb résulte de la transcription du locus LAT qui est épissé de maniére alternative
pour générer un segment intronique de 2 kb ou 1,5 kb (LAT majeur). Ces produits conférent une
résistance a l'apoptose promue par la réponse immunitaire adaptative (Phelan, Barrozo and
Bloom, 2017). Le segment exonique de 6,5 kb ou 7 kb (LAT mineur) est dégradé rapidement,
conduisant a la formation de plusieurs microARN dénommés miR-H1, H2, H3, H4, H5, H6 et H7
(Figure 1.8). On note parmi les cibles de ces microARN, les transcrits des génes IE comme /CP0O
(miR-H2) et ICP4 (miR-H5) et des génes L comme ICP34.5 (miR-H3 et -H4). En plus, il a été
rapporté une expression constitutive du microARN cellulaire miR-138 dans les neurones qui
ciblent aussi les transcrits du géne ICPO (Pan et al., 2014). Plusieurs microARN cellulaires sont
régulés (induits ou réprimés) lors de l'infection par HSV-1 ayant un effet proviral ou antiviral, ce
qui montre que la régulation post-transcriptionnelle se fait autant par le virus que par la cellule
infectée (Brdov&ak, Zubkovi¢ and Jurak, 2018). En résume, le géne LAT réprime I'expression des

genes viraux lytiques et favorise la survie des neurones infectés.
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Figure 1.8 Représentation du locus LAT dans le génome viral

Le locus LAT est localisé dans les séquences répétées IRL et IRS. Ce locus exprime un ARN LAT primaire de 8,5 kb
(fleche en haut rouge). Du transcrit primaire, des segments intronique (en rouge clair) et exonique (en rouge foncé)
sont produits par épissage. Ce dernier est dégradé pour donner plusieurs microARN (miR) (petites fleches en bas
rouges) qui vont cibler des génes viraux (fleches en noir) (Modifiée du site web https://viralzone.expasy.org/5756,
2019).

D’ailleurs, plusieurs rapports supportent aussi que la maintenance de la latence implique la
participation de la réponse immunitaire adaptative, notamment des cellules T CD8+, qui
surveillent activement le site de l'infection latente et contrélent la réactivation virale (Khanna et
al., 2004; Khanna, Lepisto and Hendricks, 2004; Egan et al., 2013)

1.1.6.3 Réactivation a partir de I’état de latence

Plusieurs facteurs externes, tel que le stress psychologique, des rayons UV, entre autres, sont
reconnus pour étre des causes qui déclenchent la réactivation du HSV-1, ce qui méne a la
réapparition d’un cycle viral lytique (Thellman and Triezenberg, 2017). A différence du premier
contact, ce cycle lytique a partir de la latence se distingue au début par deux aspects différents :
'absence des protéines du tégument et une premiere phase d’expression des génes lytiques (IE,
E et L) dont la cinétique n’est pas de maniéere séquentielle et ordonnée. En termes moléculaires,
'induction de la réactivation est déclenchée par des signalisations neuronales, par exemple, la
voie cJun N-terminal Kinase, qui vont induire des marqueurs permissifs sur les histones associés
aux promoteurs des génes lytiques, provoquant leur expression (Nicoll, Proenca and Efstathiou,
2012; Cliffe et al., 2015). En méme temps, il y aura une augmentation des marqueurs répressifs
sur le géne LAT (Du, Zhou and Roizman, 2011). Dés la synthése de VP16, la protéine démarre
une deuxiéme phase d’expression qui est similaire au cycle lytique lors d’'une primo infection (Kim

et al., 2012). En résumé, la réactivation comprend un changement de la chromatine qui est suivi

15


https://viralzone.expasy.org/5756

par deux phases d’expression des génes lytiques, indépendante et dépendante de la protéine
VP16.

1.2 La protéine tardive UL24 du HSV-1

UL24 code pour une protéine de 269 acides aminés, la protéine UL24, qui est détectée au
maximum a 12 hpi. La protéine UL24 est reconnue comme une protéine multifonctionnelle qui
cible autant le noyau que le cytoplasme (Pearson and Coen, 2002; Lymberopoulos and Pearson,
2007). Le géne UL24 est conservé chez tous les membres de la famille Herpesviridae, ce qui
suggére une sélection positive en termes évolutifs dans ce groupe taxonomique et, par
conséquent, un réle important dans l'infection (Jacobson, Martin and Coen, 1989). Situé dans le
segment UL du génome de HSV-1, le géne UL24 chevauche partiellement le géne E TK (UL23)
sur leurs extrémités 5 (Jacobson, Martin and Coen, 1989; Bo, Cook and Wobbe, 1996).
Récemment, il a été aussi rapporté que la présence du gene UL24.5 chevauche complétement
celle du géne UL24 vers I'extrémité 3’ de ce dernier (Dridi et al., 2018). Le locus UL24 contient
deux éléments cis-régulateurs (boites TATA) et deux sites d'initiation de la transcription (TSS)
notés en amont du cadre de lecture ouvert (ORF) du géne UL24. Un troisieme TSS se situe dans
la séquence de 'ORF d’'UL24, ce qui est notamment utilisé pour le géne UL24.5. De plus,
plusieurs codons d’initiation de la traduction (codons ATG) potentiels sont notés aussi au long du
locus (Kibler et al., 1991; Cook and Coen, 1996; Dridi et al., 2018) (Figure 1.9). Ces particularités,
dans I'ensemble, montrent la complexité du locus UL24 et sa capacité de produire plusieurs

produits géniques.

- : UL24 homology domain
: MET codon position
ATG : In-frame MET codon

~< // UL23
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Figure 1.9 Représentation du cadre de lecture d’UL24 dans le génome viral

+1|-> :Transcription start site (TSS)

Le géne UL24 est localisé dans le segment unique UL du génome de HSV-1. Il chevauche avec les génes UL24.5 et
UL23 sur ses extrémités 3’ et 5’ respectivement. Le géne comprend trois sites d’initiation de la transcription, dont 2
sont en amont du cadre de lecture ouvert (ORF) et 1 dans la séquence de ce cadre. Cinq codons ATG et domaines
d’homologie (I-V) sont distribués au long de 'ORF d’UL24, dont le troisieme (llI) domaine d’homologie qui contient une
séquence endonucléase (PD-(D/E)XK).(modifiée de Dridi et al., 2018).

La protéine UL24 contient cing domaines d’homologie (HDs) qui sont des séquences d’acides

aminés trés conservés entre les orthologues d’'UL24 (Jacobson, Martin and Coen, 1989). En plus,



une séquence endonucléase (PD-(D/E)XK) se situe dans ’'HD-III dont I'activité enzymatique reste

encore a vérifier (Knizewski et al., 2006).

1.2.1 Etudes d’UL24 décrites en contexte d’infection

Plusieurs lignées cellulaires sont susceptibles a I'infection par HSV-1 (Karasneh and Shukla,
2011). Néanmoins, la plupart des études d’UL24 ont été faites sur les lignées épithéliales (Vero
et Hela), les fibroblastes (HFF) et les neurones qui sont les types de cellules principales ciblés
dans une infection chez 'humain (Moore, 1984; Smiley, Hoxie and Friedman, 1985; Kramer and
Enquist, 2013). En ce qui concerne les modeles in vivo, I'infection oculaire par HSV-1 chez la
souris est un modéle largement utilisé pour I'étude de son cycle lytique dans les cellules

épithéliales de la cornée et son cycle latent dans les neurones du TG.

Des résultats tirés sur les modéles ci-dessus montrent que le virus qui n’exprime pas la protéine
UL24 est moins capable de se répliquer dans les cellules épithéliales de la cornée et les cellules
neuronales du TG. In vivo, la réduction du titre viral est plus sévére dans les neurones, entre
autres, a cause d'un faible nombre de cellules infectées (Jacobson et al., 1998; Leiva-Torres,
Rochette and Pearson, 2010; Rochette et al., 2015). L'absence d’'UL24 est aussi associée avec
une réduction dans la sévérité des manifestations cliniques (Leiva-Torres, Rochette and Pearson,
2010; Rochette et al., 2015). Intéressement, ces découvertes ont été aussi rapportées pour le
mutant en UL24 ayant de substitutions dans la séquence endonucléase dans le HD-III, ce qui
montre l'importance de celle-ci dans les fonctions de la protéine (Leiva-Torres, Rochette and
Pearson, 2010).

La réactivation spontanée du HSV-1 est trés rare avec des modéles in vivo (Thellman and
Triezenberg, 2017). Encore une fois, les études d’'UL24 et son impact sur la réactivation ont été
faites notamment sur un modeéle ex vivo. Brievement, ce modéle consiste a prélever les TG et
mettre ceux-ci en contact direct avec une monocouche de cellules épithéliales en culture afin de
voir les effets cytolytiques du virus dés que la réactivation a été un succés. Consistant avec la
défaillance de réplication dans les neurones, en absence d’'UL24 le pourcentage de TG avec une
réussite de réactivation est réduite méme jusqu’a 90 % (Jacobson et al., 1998; Leiva-Torres,
Rochette and Pearson, 2010). L'impact d’'UL24 sur 'infection productive et la réactivation du virus
dans les neurones, convergent vers l'idée que la protéine est impliquée dans le succés du cycle
latente et par conséquence dans la pathogénése virale dont le mécanisme reste encore inconnu.
Néanmoins, quelques pistes du mécanisme commencent a émerger au fur et a mesure que les

réles de la protéine, détaillés ci-aprés, sont rapportés.
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Dans le noyau, des expériences in vitro démontrent que la protéine UL24 est importante pour la
dispersion de deux protéines cellulaires du nucléole : la nucléoline et la B23 (Lymberopoulos and
Pearson, 2007; Lymberopoulos et al., 2011). Encore une fois, la séquence endonucléase d’'UL24
est importante pour ce phénotype de dispersion (Bertrand et al., 2010; Lymberopoulos et al.,
2011). Etant donné que la nucléoline est essentielle pour la sortie du HSV-1 (Sagou, Uema and
Kawaguchi, 2010), la dispersion de celle-ci semble donc favoriser cette étape du cycle viral. En
effet, la quantité de capsides dans le noyau versus le cytoplasme est plus élevée dans les
infections avec le virus mutant en UL24 (Lymberopoulos et al., 2011). En d’autres termes, en

absence d’'UL24 les capsides virales tendent a étre retenues dans le noyau.

Les protéines du nucléole, nucléoline et B23, ont en commun plusieurs fonctions, par exemple,
elles sont impliquées dans la biogénése des ribosomes, le remodelage de la chromatine et la
réparation de '’ADN (Box et al., 2016; Scott and Oeffinger, 2016; Jia et al., 2017). Consistant avec
les effets qui pourraient entrainer la dispersion de celles-ci, il a été publié qu’'UL24 affecte
I'expression des génes viraux IE et E (Sanabria-Solano et al., 2016). Ces résultats suggérent que
l'impact d’'UL24 sur la structure et I'organisation du nucléole pourrait avoir un lien direct avec la
régulation a la baisse de I'expression génique virale. L’importance biologique de cet impact

revient sur 'axe de favoriser le cycle latent du virus.

Dans cytoplasme, l'absence d’'UL24 provoque une modification dans la distribution et la
localisation des glycoprotéines virales (Ben Abdeljelil, Rochette and Pearson, 2013). Il semble
que cet effet explique le phénotype des plaques syncytiales qui est une caractéristique de
l'infection par des virus mutants en UL24 (Jacobson et al., 1998). Dans ce scénario, la distribution
particulaire des glycoprotéines permettrait alors la fusion des membranes cellulaires entre les

cellules infectées donnant lieu a la formation du syncytium.

Un autre rble rapporté dans le cytoplasme par UL24, est I'interaction entre celle-ci et le facteur
nucléaire kf ou mieux connu comme NF-kp (Xu et al., 2017). Dans cette étude, a partir du produit
de lyse des cellules infectées avec la souche sauvage KOS du HSV-1, il a été mis en évidence
qu’UL24 co-immunoprécipite avec le dimére p50/p65 de NF-k[. Puis, la combinaison entre des
approches d’infection et de transfection, a confirmé que cette interaction est aussi via le domaine
d’homologie Rel (RHD) présente dans les monoméres p50 et p65. Néanmoins, il n’est pas encore
testé si I'interaction entre UL24 et p50/p65 est perdue lors de I'infection avec des virus mutants
en UL24. Par contre, dans un modeéle d’infection par HSV-1 suivi de la transfection d’ADN
exogeéne, il y a une réduction moins sévére de I'expression de I'lFN béta (IFN-B) et l'interleukine

six (IL-6) en absence d’UL24. Ensemble, ces résultats suggérent qu’UL24 inhibe le facteur NF-



KB de la méme fagon que son répresseur naturel IkBa, c’est-a-dire, via I'interaction avec les
domaines RHD de p50/p65, un aspect qui a été confirmé et étudié plus au profondeur par

expression ectopique d’'UL24 (Xu et al., 2017).

1.21 Etudes d’UL24 décrites en contexte d’expression ectopique

Toutes les études d’expression ectopique d’'UL24 du HSV-1 ont été faites dans des modéles in
vitro sous les approches expérimentales de transfection et transduction. Dans des cellules
transfectées avec des constructions qui expriment des formes mutées d’UL24, il a été confirmé
et validé que la séquence de localisation nucléolaire est dans les premiers 60 aa de la protéine
(région N-terminale). Cette séquence et les HDs sont indispensables pour la dispersion des
protéines nucléolaires, la nucléoline et la B23, y compris la mutation de 'HD-Ill dans la séquence
endonucléase (Bertrand and Pearson, 2008; Bertrand et al., 2010; Lymberopoulos et al., 2011).
De méme, il a été validé la régulation a la baisse de I'expression des génes viraux par UL24 ; un
phénoméne qui est dose-dépendant dans cette approche de transfection (Sanabria-Solano et al.,
2016). Il a aussi été rapporté que la protéine UL24 inhibe la production des cytokines IFN-f et IL-
6 par le blocage générale de la reconnaissance d’ADN exogéne, et spécifiquement par la voie
CcGAS-STING (détaillée a la section 1.3.1.3) (Xu et al., 2017). En étudiant cette voie de
signalisation, il a été confirmé que c'est la voie de NF- kB qui est bloquée par UL24, plus

spécifiquement au niveau de la translocation du dimére p50/p65.

Dailleurs, I'expression par transduction lentivirale d’'UL24 a souligné une nouvelle fonction de
celle-ci dans I'arrét du cycle cellulaire a la phase G2/M et I'induction de I'apoptose par inhibition
de la cdc2 ou mieux connue comme CDK1 (cyclin-dependent kinase 1). Essentiellement, UL24
induit la phosphorylation de CDK1 sur la tyrosine 15, une modification post-traductionnelle
d’inactivation qui bloque la formation du complexe cyclin B-CDK1 qui est important pour la
transition de G2 vers la mitose ou phase M (Nascimento, Dias and Parkhouse, 2009). Cette

observation reste encore a étre validée dans un contexte d’infection.

En résumé, UL24 est important pour le succés de la réplication du HSV-1 dans les cellules
épithéliales et les neurones, pour provoquer la pathologie herpétique, et pour la réactivation a
partir de la latence. Le changement nucléolaire dépendant d’'UL24 est probablement un aspect
déclencheur qui favorise les étapes du cycle viral dés I'expression des génes L se produit, tels
que la sortie des nucléocapsides du noyau et linhibition des génes IE et E pour favoriser

I'établissement de la latence. En plus, le premier lien entre UL24 et I'évasion de la réponse
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immunitaire via l'inhibition de NF-kp, supporte encore plus sa définition comme un géne impliqué

dans la pathogénése. Une représentation de ces fonctions est présentée a la figure 1.10.
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Figure 1.10 Fonctions majeures d’UL24 du HSV-1

La protéine UL24 (en vert) se localise, entre autres, dans le noyau. Certaines fonctions d’inhibition (lignes en rouge)
ont été rapportées comme la régulation a la baisse de I'expression des génes viraux (a) et 'empéchement de la
translocation vers le noyau de NF-kp (d). En revanche, parmi les fonctions d’induction (lignes en vert), UL24 est
essentielle pour la dispersion des protéines du nucléole (b), a savoir la nucléoline (en jaune) et la B23 (en rose). Elle
favorise également la sortie des capsides du noyau vers le cytoplasme (c).

1.3 L’immunité innée contre le HSV-1

L'immunité innée est couramment présentée comme I'ensemble des barriéres physiques,
chimiques, et cellulaires qui jouent des réles dans la maintenance de ’homéostasie chez I'hote
(Punt et al., 2018). Les premiéres sortes de barriéres sont créées par ou a partir des cellules
épithéliales, par exemple, la couche cornée de la peau (barriére physique) et la production de la
plupart des peptides antimicrobiens (barriére chimique) sur les muqueuses respectivement. Ces
aspects de 'immunité innée contre l'infection par HSV-1 ne seront pas traités ici, néanmoins, il
est important de mentionner que son ensemble, spécialement les protéines du systéme du
complément et les peptides antimicrobiens épithéliales, ont un role a jouer dans la premier phase

de la réponse immunitaire (Lavrov et al., 2006; Hans and Madaan Hans, 2014).



Dés que le HSV-1 traverse les barrieres physiques et chimiques, le virus infecte par la suite
principalement les cellules épithéliales des muqueuses orale-faciale. En tant que barriére
cellulaire, ces cellules épithéliales en collaboration avec les cellules dendritiques (DCs) locales
comme les cellules de Langerhans et les DCs de la peau (dermal DCs), vont réagir a l'infection
représentant une deuxiéme phase de la réponse immunitaire (Kobelt, Lechmann and
Steinkasserer, 2003). Cette phase comprend aussi la réaction intrinséque a l'infection des autres
cellules cibles comme les fibroblastes de la peau et des neurones sensitifs qui innervent les
muqueuses, ce qui divise spatialement la réponse entre une zone superficielle et une zone interne
autour des neurones infectés (Bystricka and Russ, 2005; Ouwendijk et al., 2013). La troisiéme
phase de la réponse immunitaire est caractérisée par le recrutement au site d’infection des
cellules effectrices comme les macrophages et les cellules natural killer. L’activité antivirale, de
tout 'ensemble des cellules impliquées dans la réponse immunitaire innée, aide a I'élimination du

virus et a rétablir 'intégrité des tissus endommageés (Lavrov et al., 2006).

1.3.1 Les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires

Les phases mentionnées ci-dessus ne se produisent pas forcement de maniére séquentielle,
spécialement dans le cas d’'une réactivation virale par HSV-1. Néanmoins, étant donné la notion
d’'innée, les aspects de reconnaissance du virus via les récepteurs s’appliquent, a quelques

exceptions prés, a toutes les cellules qu’elles soient épithéliales, fibroblastiques ou neuronales.

Parmi les récepteurs d’'une cellule, les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRR), comme leur nom l'indique, sont capables d’identifier des motifs moléculaires associés aux
pathogénes (PAMP) ou aux dangers (DAMP). Tel que mentionné, les cellules phagocytaires
professionnelles comme les DCs et les macrophages sont recrutées vers le site d’infection. Ces
cellules expriment a leur surface un groupe spécialisé de PRR pour promouvoir la phagocytose.
Les PRR impliqués dans ce processus peuvent identifier le virus de fagon directe par
reconnaissance des glycoprotéines virales (De Jong et al., 2008) ou de fagon indirecte médiée
par des opsonines (Van Strijp et al., 1989; Jenks, Goodwin and Permar, 2019). La phagocytose
et 'autophagie ne seront pas ici traitées davantage. Par contre, plusieurs articles de revue sur le
sujet et leurs impacts dans les infections par virus @ ADN ont été publiés (Jaumouille and
Grinstein, 2016; Nikitina et al., 2018; Yin et al., 2019). A I'exception des PRR impliqués dans la
phagocytose, la plupart des autres PRR sont exprimés dans plusieurs types de cellules,
spécialement celles qui sont exposées réguliérement aux pathogénes comme les cellules

épithéliales, les cellules stromales et les fibroblastes (Punt et al., 2018) (Figure 1.11).
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Figure 1.11 Les PRR et les PAMP du HSV-1

Les TLR (texte en bleu) se situent associés a la membrane plasmique (PM) ou bien a la membrane des endosomes
(EM). Différentes PAMP du HSV-1 sont reconnus par les TLR, tels que les glycoprotéines (TLR2), 'ADN double brin
(TLRO9), et les ARN simple brin (TLR7/8) ou double brin (TLR3). CLR et RLR (texte en rouge) ne reconnaissent que les
glycoprotéines et les ARN double brin respectivement. Les senseurs d’ADN double brin (texte en vert) peuvent
reconnaitre ’ADN viral dans le cytoplasme autant que dans le noyau. Tous les acides nucléiques (ARN ou ADN)
pourraient aussi étre d’origine cellulaire dont la localisation et/ou la composition seraient modifiées lors de l'infection.

1.3.1.1 Les PRR associés a des membranes

Parmi les familles majeures de PRR, les récepteurs de type Toll (TLR) et lectines de type C (CLR)
sont associés a des membranes. La famille des TLR est la mieux étudiée et son rdle dans
'immunité innée contre le HSV-1 a été révisé au cours des cing derniéres années sous différents
angles (Ma and He, 2014; Jahanban-Esfahlan et al., 2019). Il y a dix TLR humains (TLR 1-10),
dont six qui sont exprimés dans la membrane plasmique (TLR 1, 2, 4, 5, 6 et 10) et quatre dans
les membranes des endosomes (TLR 3, 7, 8 et 9). En bref, ces récepteurs peuvent reconnaitre
plusieurs PAMP du HSV-1 comme les glycoprotéines (TLR2), les ARN double brin (TLR3) ou
simple brin (TLR7/8), et TADN double brin (TLR9). Tous les TLR sont intégrés aux voies de
signalisation médiées par MyD88 et TRIF qui permettent I'activation en aval des facteurs de
transcription AP-1, NF-kB, et IRF3/7. Un aspect intéressant des TLR, est leur importance dans
les neurones du TG pour initier une réponse immunitaire innée efficace (Ma and He, 2014;
Jahanban-Esfahlan et al., 2019). Les CLR, au contraire des TLR, ne reconnaissent que les
glycoprotéines du virus dont le réle dans I'immunité innée contre le HSV-1 a été soulevé dans le

processus de phagocytose (De Jong et al., 2008; Bermejo-Jambrina et al., 2018).



Malgré I'existence du TLR9 dans les endosomes, leur contribution a la détection de 'ADN viral
n’est pas entiérement comprise. D’un coté, le HSV-1 est un virus enveloppé qui, dépendamment
de la cellule héte, peut s’échapper de la voie d’entrée endosomale et, en revanche, entrer par
fusion directe de son enveloppe avec la membrane plasmique cellulaire (Sayers and Elliott, 2016;
Weed and Nicola, 2017). D’un autre c6té, méme dans un endosome, le virus semble le quitter
avant que son génome soit exposé a l'intérieur de ce type de vésicule (Kilcher and Mercer, 2015).
Néanmoins, la présence d’ADN double brin mitochondrial ou cellulaire contenu dans des
vésicules par processus d’autophagie, pourrait expliquer 'importance de TLR9 lors d’une
infection par HSV-1 (West et al., 2015; Yin et al., 2019)

1.3.1.2 Les PRR non associés a des membranes

Les familles majeures de PRR, les récepteurs de type RIG-I (RLR) et de type NOD (NRL), se
localisent dans le cytoplasme et reconnaissent notamment les ARNs double brin et les
peptidoglycanes respectivement. La contribution de ces deux familles de PRR a la réponse
immunitaire innée contre le HSV-1 ne semble pas étre essentielle. Néanmoins, il a été rapporté
que la protéine virale US11 affecte la voie de signalisation des récepteurs RLR via I'interaction
avec RIG-I et MDA-5 (Xing et al., 2012). Tel que décrit pour 'ADN double brin ci-dessus, 'ARN
double brin pourrait aussi étre d’origine cellulaire ou bien représente I'hybridation complémentaire
entre les ARN messagers viraux qui proviennent des génes chevauchants (Jacquemont and
Roizman, 1975; da Silva and Jones, 2013; Chiang et al., 2018), bien que son accumulation dans
le cytoplasme serait limitée par la RNase virale vhs (Dauber, Saffran and Smiley, 2019).
L’induction des ARNs double brin lors d’une infection par HSV-1 permettrait aussi I'activation de

TLRS3 si ceux-ci se retrouvaient dans des endosomes.

1.3.1.3 Les senseurs de I’ADN viral

Une fois le virus fusionne son enveloppe avec la membrane cellulaire, plasmique ou des
endosomes, la nucléocapside entourée du tégument est exposée a [I'environnement
cytoplasmique. Cette exposition induit un mécanisme central de dégradation des protéines
étrangéres, le systéme ubiquitine-protéasome, qui provoque le relachement de 'ADN viral dans
le cytoplasme (Horan et al., 2013). La détection de ’ADN double brin viral dans ce compartiment
de la cellule est aujourd’hui un aspect central et important dans la réponse immunitaire innée

contre les herpésvirus (Stempel, Chan and Brinkmann, 2019).
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Il existe au moins onze senseurs cellulaires qui potentiellement peuvent détecter 'ADN
cytoplasmique (Dempsey and Bowie, 2015; Abe, Marutani and Shoji, 2019) (tableau 1.3). Cette
diversité de senseurs montre I'importance de contréler la présence de cette molécule dans le
cytoplasme. En effet, TADN dans ce compartiment est synonyme de PAMP (ADN exogéne) ou
de DAMP (ADN cellulaire ou mitochondrial). L’existence de plusieurs senseurs ne semble pas
étre une question de redondance, au contraire, c’est probablement une réponse aux
caractéristiques particulaires de 'ADN. De fait, certains d’entre eux peuvent reconnaitre la
structure de 'ADN, tel que la conformation des hélices et les phosphates aux extrémités, tandis
que d’autres reconnaissent les séquences de '’ADN, tels que les ilots CpG et les régions riches
en AT, entre autres. De cette maniére, les senseurs ont la capacité de distinguer '’ADN endogéne

et ’ADN exogéne.

Tableau 1.3 Les senseurs cellulaires d’ADN cytoplasmique
Senseur Type d’ADN Localisation Références
DAI Z-form DNA Cytoplasme (Takaoka et al., 2007)
ARN polymérase llI AT-rich dsDNA (Chiu, Macmillan and Chen,
2009)
DED/H-box (ex. DDX 41) | CpG DNA (Jiang et al., 2017)
STING SSDNA and dsDNA (Abe et al., 2013)
ALRs (ex. IFI16 et AIM2) | Long naked DNA and | Cytoplasme et | (Unterholzner et al, 2010;
B-form DNA. noyau Stratmann et al., 2015)
Rad50/MRE11 DNA  double-strand (Roth et al., 2014)
breaks
LRRF1P1 B- and Z-form DNA (Yang et al., 2010)
LSm14A (Rap55) dsDNA (Li et al., 2012)
DNA-PK (Ku70) DNA  double-strand (Ferguson et al., 2012)
breaks
HMGB specific DNA (Stros, 2010)
sequences
cGAS Phosphate back- (Sun et al., 2013)
bone DNA

Type d’ADN reconnu et localisation des senseurs cellulaires d’ADN cytoplasmiques.

La plupart des senseurs nucléaires participent dans la réparation de 'ADN cellulaire et possédent
en plus un mécanisme de translocation vers le cytoplasme pour y faire face aux ADN
cytoplasmiques. L'exception a cette régle est le senseur cGAS dont la forme active est
cytoplasmique, et sa translocation vers le noyau laisse celui inactive (Volkman et al., 2018).

Malgré l'abondance de senseurs mentionnés dans le tableau 1.3, la validation et/ou la



fonctionnalité dans des modéles in vivo sont restreints au senseur d’ADN majeur : cyclic GMP-
AMP synthase (cGAS) (Li et al., 2013; Schoggins et al., 2014; Motwani, Pesiridis and Fitzgerald,
2019).

Le senseur cGAS a été amplement étudié depuis sa découverte en 2013 (Sun et al., 2013; Wu
et al., 2013). Dés que la cGAS est activée par la reconnaissance des formes aberrantes du
groupe phosphate de 'ADN (5’ di ou tri-phosphorylé), elle catalyse la conversion de GTP et ATP
dans cyclic GMP-AMP (cGAMP) (Mankan et al., 2014). cGAMP est un deuxiéme messager qui
déclenche une réponse médiée par le stimulator of interferon genes (STING). L’activation de
STING par cGAMP, a son tour, initie essentiellement une réaction de phosphorylation en chaine
qui méne a l'activation et translocation des facteurs de transcription IRF3 et NF-k3 vers le noyau.
Ces facteurs vont par la suite induire la premiére vague d’expression des IFN-stimulated genes
(ISGs), y compris les IFN de type | (IFN-a/B) (Schneider, Chevillotte and Rice, 2014; Liu et al.,
2015).

Les IFN de type | sont des cytokines centrales pour déclencher I'état antiviral de la cellule. Une
fois qu’elles sont sécrétées dans le milieu extracellulaire, ces cytokines peuvent agir de fagon
autocrine ou paracrine. L’interaction de I'lFN de type | avec son récepteur IFNAR1, permet
l'activation en aval de la voie JAK-STAT. Ce dernier, le facteur de transcription STAT, est
important pour l'induction de la deuxiéme vague d’expression des ISG (Schneider, Chevillotte
and Rice, 2014; Majoros et al., 2017) (Figure 1.12). Les génes ISG codent pour des protéines
qui, dans leur ensemble, déclenchent les mécanismes moléculaires par lesquels la cellule se
défend contre I'infection virale, y compris la sécrétion des cytokines et chimiokines qui vont activer

et attirer d’autres cellules de 'immunité innée et adaptative.

Un aspect qui ressort de la voie de signalisation cGAS-STING, est la conservation évolutive de
ces deux protéines qui sont présentes méme dans les animaux diblastiques comme les cnidaires
dont la divergence entre celui et les humains date de plus de 500 millions d’années (Wu and
Chen, 2014; Kranzusch et al., 2015). Cette observation démontre I'importance de la voie cGAS-
STING dans la reconnaissance d’ADN cytoplasmique. Comme on pouvait s’y attendre, les
mécanismes de régulation de cette voie sont variables et touchent plusieurs aspects spécifiques
qui ne peuvent pas étre détaillés ici. Cependant, une revue détaillée sur cet égard a récemment

été publiée (Motwani, Pesiridis and Fitzgerald, 2019).
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Figure 1.12 Les composants majeurs de la voie de signalisation cGAS-STING

(a) Le relachement de 'ADN viral dans le cytoplasme déclenche I'activation de la voie cGAS-STING, ce qui méne a la
phosphorylation et translocation vers le noyau en aval des facteurs de transcription NF-kf3 et IRF3 (b-c). (d) Ces
facteurs induisent I‘'expression, entre autres, de l'interféron de type | (IFN-a/B). (e-f) Une fois I'interféron est exprimé et
secrété, il peut agir de maniére autocrine ou paracrine. (g) La reconnaissance de I'IFN par son récepteur IFNAR1
permet I'activation en aval de la voie JAK-STAT qui est, en fin de comptes, la voie responsable de déclencher I'état
antiviral de la cellule via I'expression des ISGs.

Dans le cas d'une infection par HSV-1, la voie cGAS-STING a un rble important a jouer. Des
expériences in vivo sur des souris knockout dans le senseur (cGAS™) démontrent plus de
susceptibilité a l'infection fatale par HSV-1 dont les cellules sont en plus incapables de produire
l'interféron de type | (Li et al., 2013). Le méme résultat est obtenu dans des souris knockout pour
le médiateur de cGAS (STING™) (Ishikawa, Ma and Barber, 2009). De plus, la voie de I'interféron
de type | est aussi important dans la réponse immunitaire innée contre le HSV-1. Des souris
knockout dans le récepteur de l'interféron (IFNRA17") ou dans la voie de signalisation JAK-STAT
(STAT) sont plus susceptibles a l'infection fatale par HSV-1 (Pasieka et al., 2011; Geurs et al.,
2012). Ces résultats mettent en évidence que 'activation de la voie cGAS-STING, médiée par la
reconnaissance d’ADN cytoplasmique, est un aspect critique de la réponse immunitaire innée

contre le HSV-1 via l'interféron de type I.

1.3.2 La protéine cellulaire oligoadenylate synthetase-like (OASL)

La famille de protéines oligoadenylate synthetases (OAS) appartient aux ISG et est actuellement
composée de cing membres : OAS1, OAS2, OAS3, OAS-like (OASL) et cGAS (Zhu, Ghosh and

Sarkar, 2015). Cette famille est caractérisée par la présence des domaines OAS avec une activité



nucleotidyltransferase (NTase) ou en absence de celle-ci, un domaine OAS-like (Figure 1.13).
Les OAS (1-3) et cGAS partagent toutes la partie NTase par laquelle leur fonction enzymatique

est réalisée.

Dans le cas des OAS (1-3), I'activité NTase promeut la dégradation des ARN via 'activation de
la RNase L, ce qui se traduit par un empéchement de la production des protéines virales et, dans
le cas de virus & ARN, de la réplication du génome viral. Egalement, I'activité NTase de la cGAS
est responsable de la production de cGAMP, un deuxiéme messager qui active STING (voir les
détails dans la section 1.3.1.3) (Kuchta et al., 2009; Sun et al., 2013).

OAS Family
Domain members
[ OAS (NTase) - ] - OAS1 (440 aa)
| H | H ] - OAS3 (1087 aa)
@O~ uBL
- | .._ OASL (514 aa)
l | | I cGAS (522 aa)
Figure 1.13 Organisation des domaines protéiques dans les membres de la famille OAS chez ’humain

Les protéines OAS (1-3) ont 1, 2 et 3 domaines OAS-like (boite bleu) respectivement. Parmi ces domaines, il y en a
juste un qui a une activité nucleotidyltransferase (NTase) (en vert diffuse) et devient alors un domaine OAS (NTase).
OASL contient un domaine OAS-like dans son extrémité N-terminale et deux domaines ubiquitin-like (UBL) en tandem
dans son extrémité C-terminale. Le derniére membre dans la liste, cGAS, conserve une structure similaire au domaine
OAS (NTase) malgré que la séquence des acides aminés est différente (modifiée de Zhu, Ghosh and Sarkar, 2015).

L’OASL est un membre trés particulier dans la famille OAS car elle présente deux caractéristiques
uniques : I'absence d’'une activité NTase et la présence de deux répétitions en tandem d’un
domaine ubiquitin-like (UBL). Aujourd’hui il est bien connu que 'OASL a un rdle double et opposé
dans les infections virales. Dans le cas de virus a ARN, 'OASL est antiviral car elle promeut
l'activité du senseur RIG-I dans la reconnaissance de I'ARN viral. En plus, pour cette activité
antivirale son domaine UBL est indispensable (Marques et al., 2008). Par contre, dans le cas de
virus a ADN, 'OASL est provirale car elle bloque I'activité enzymatique de son proche parent, le
senseur cGAS, c’est-a-dire la production de cGAMP (Ghosh et al., 2019). Encore une fois le

domaine UBL est essentiel pour cette activité provirale (Lum et al., 2018) (Figure 1.14).
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Figure 1.14 Roles différentiels d’OASL dans les infections virales

L’OASL promeut I'activité de RIG-I dans un contexte d’infection par virus a ARN, ce qui augmente I'induction de
l'interféron et ses effets antiviraux. En revanche, 'OASL bloque la conversion d’ATP et GTP dans cGAMP du senseur
cGAS dans un contexte d’infection par virus a ADN. Ce blocage inhibe la production de linterféron et aide a la
réplication des virus a ADN (Tirée de Ghosh et al., 2019).

Il'y a trois isoformes rapportées de TOASL : OASLa (p59), OASLDb (p30) et OASLd (p45). Toutes
les isoformes conservent la région N-terminale. L'OASLb est la forme C-terminale tronquée qui
est localisée dans le cytoplasme (Choi et al., 2015). L’'OASLa, au contraire de I'isoforme b, est la
forme dominante et localisée dans le noyau (Rebouillat, Marie and Hovanessian, 1998). Cette
observation a mis en évidence I'importance de la région C-terminale dans la localisation de la
protéine. L’'OASLd est une isoforme induite par IFN-y qui comme 'OASLa, montre aussi une
activité antivirale contre les infections de virus a ARN (Guo et al., 2012). L'importance biologique
des différentes isoformes n’est pas connue, cependant, la littérature suggére que les isoformes
a et d sont impliqués dans les effets pro- et antiviraux grace a la présence du domaine UBL dans

la région C-terminale.

1.4  Structure du projet : hypothése, objectifs et approche méthodologique

Ce projet est basé sur I'observation qu'’il y a une régulation des niveaux des ARNm d’OASL suite
a linfection par le HSV-1 (Ghosh et al., 2019). Plus spécifiquement, les transcrits d OASL sont
régulés a la hausse a des temps précoces post infection, puis il y a une chute dans les niveaux

des transcrits a des temps tardifs. Consistent avec le réle d’OASL comme inhibiteur de I'activité



du senseur d’ADN cGAS, les niveaux des ARNm de I'[FN-f sont indétectables a des temps
précoces (en présence d’OASL). Par la suite, I'l[FN-§ est fortement induit a des temps tardifs ou
'OASL est moins exprimée et par conséquent le senseur cGAS démarrerait donc la réponse

immunitaire innée via la reconnaissance de '’ADN viral.

Dans le but de mieux comprendre la régulation de I'expression d’OASL a des temps tardifs de
l'infection par le HSV-1, nous avons formulé deux scénarios de départ : actif versus passif. Le
premier comprendrait alors la participation d’'un produit viral tardif (géne L) impliqué dans la
régulation a la baisse d’OASL, tandis que le deuxiéme serait en revanche l'effet de la chute au
cours de l'infection de I'expression des génes IE et E impliqués dans I'évasion immunitaire.
Malgré que ce deuxiéme scénario puisse s’intégrer au premier, les résultats publiés par Ghosh
et al., 2019 suggérent qu’au moins les protéines virales IE ne seraient pas essentielles dans
l'induction et la régulation a la baisse d’OASL car la souche de virus utilisée dans leur travail

(HSV-d109) n’exprime pas les protéines |IE (Samaniego, Neiderhiser and DelLuca, 1998).

Cela dit, nous avons testé I'hypothése que la protéine UL24 du HSV-1 est impliquée dans la
régulation a la baisse de I'expression d’OASL. L’origine de cette association est I'observation d’'un
autre groupe de recherche qui a détecté une faible interaction entre OASL et UL24 du HSV-1 par
des études de co-immunoprécipitation dans un modeéle d’expression ectopique de ces deux
protéines (Bussey et al., 2018). De plus, la protéine UL24 a un réle immunomodulatrice car elle
bloque la translocation de NF-kB (Xu et al., 2017) et dans un modéle murin d’infection, notre
équipe a démontré que 'absence d’'UL24 entraine quasiment aucun signe clinique (Leiva-Torres,
Rochette and Pearson, 2010; Rochette et al., 2015), ce qui a renforcé la notion qu’'UL24 régule

la réponse immunitaire contre l'infection par HSV-1.

Pour tester cette hypothése, deux temps d’infection sont comparés tout au long de notre étude.
Le temps précoce ou 5 hpi ou la plupart de génes IE/E sont déja exprimés et le temps tardif ou
12 hpi ou I'expression d’UL24 arrive a son maximum (Pearson and Coen, 2002). En bref, notre
approche consiste en un modéle d’infection in vitro en utilisant des virus qui expriment la protéine
UL24 (KOS et UL24Xres) et un virus mutant en UL24 qui sont représentés et expliqués dans la
figure 1.15. Des cellules HFF1 ou HelLa ont été infectées a une multiplicité d’infection de 10 avec
les souches de HSV-1, tel qu’indiqué dans les figures de résultats. La quantification des niveaux
des transcrits cellulaires a été fait par RT-gPCR, tandis que I'expression des protéines, y compris

les formes phosphorylées, a été évaluée par Western blot.
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Figure 1.15 Représentation des mutations testées ici dans la protéine UL24

La protéine UL24 (rectangle en blanc) est représentée avec les domaines d’homologie (HD) I-V (carrés noires). Les
mutations testées ici sont indiquées en dessus avec les positions des acides aminés (aa) d’'UL24 en dessous. En bref,
UL24X correspond a l'introduction des codons d’arrét de la traduction a la position 42 aa ; E99A/K101A est une
substitution dans la séquence endonucléase (HD-II) d’acide glutamique (E) et lysine (K) par alanine (A), position 99 et
101 aa respectivement ; et G121A est une substitution de glycine (G) par A dans I’'HD-IV, position 121 aa (modifiée de
Bertrand et al., 2010)

Le présent projet aborde deux objectifs. Dans le premier objectif, nous avons testé I'impact
d’'UL24 sur la régulation de I'expression d’OASL. Premiérement, nous avons validé 'induction
précoce des transcrits dOASL lors de l'infection par HSV-1 avec toutes les souches utilisées
dans cette étude. Deuxiemement, les niveaux des transcrits ' OASL ont été suivies a 12 hpi afin
d’évaluer la contribution par UL24 dans la régulation a la baisse d’OASL. Puis et étant donné que
I'OASL bloque cGAS, ce qui affecte I'induction de I'lFN de type |, nous avons testé les niveaux
des transcrits de 'FN-f a 5 et 12 hpi. Finalement, I'impact d’'UL24 sur la régulation d’'OASL a

aussi été évalué au niveau protéique par Western Blot.

Dans le deuxieme objectif, encore une fois la technique de Western blot est utilisée dans le but
de déterminer l'effet d’UL24 dans l'activation des facteurs de transcription IRF3 et STAT1 qui
promeuvent I'expression d’OASL (Melchjorsen et al., 2009). D’'un cété, la détection de I'état de
phosphorylation d’IRF3 et STAT1 avec des anticorps spécifiques nous a permis de mieux
comprendre les voies de signalisation modulées par UL24 du HSV-1 qui induisent I'expression
précoce et la régulation a la baisse tardive d’OASL. D’un autre c6té, nous avons testé les niveaux
des transcrits de deux ISG, dont I'un est notamment induit par IRF3 (/ISG54) et 'autre par STAT1
via 'lFN (CXCL10) dans le but de renforcer la relation entre I'activation des facteurs de

transcription et leurs effets sur I'induction des I1SGs.
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21 ABSTRACT

Inhibition of the DNA sensor Cyclic GMP-AMP Synthase (cGAS) by interferon (IFN)-stimulated
gene (ISG) product oligoadenylate synthetase-like (OASL) results in a decrease of type | IFN
production, which enhances replication of DNA viruses. Because cGAS is an important DNA
sensor of herpes simplex virus 1 (HSV-1), we hypothesized that the virus encodes functions that
control the expression of OASL. The HSV-1 gene UL24 is a determinant of pathogenesis. UL24
has a negative impact on Nuclear Factor kB activity, and on levels of several viral transcripts.
Using a UL24-null virus, we discovered a requirement for UL24 in the reduction of OASL levels in
fibroblasts at 12 hours post infection, which coincided both with an increase in levels of IFN-3
mRNA and a reduction in IRF3 phosphorylation. In contrast, UL24 was not required for
phosphorylation of STAT1 on S727 at late times, but was critical for this phosphorylation event at
early times. Moreover, the impact of UL24 on mRNAs levels of the ISGs CXCL 10 and ISG54 was
consistent with the effect of UL24 on IFN-f induction and IRF3 phosphorylation respectively. Our
data reveal a new function for UL24 in the downregulation of OASL expression and of IRF3
phosphorylation. In addition, we identified a requirement for UL24 in the regulation of STAT1
phosphorylation at S727 early in infection. Our results support an important role for UL24 in the
modulation of the innate immune response by HSV-1.

Keywords: Herpes simplex virus 1, UL24, OASL, IRF3, STAT1, type | interferon.



2.2 INTRODUCTION

Early detection of viral nucleic acids by pattern recognition receptors (PRRs) has emerged as a
key feature of innate immunity against viruses (Hartmann, 2017; Abe, Marutani and Shoji, 2019).
Cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) is a major PRR able to recognize viral double-stranded DNA,
and trigger the stimulator of interferon genes (STING) (Dempsey and Bowie, 2015; Motwani,
Pesiridis and Fitzgerald, 2019). DNA sensing through the cGAS-STING pathway leads to
activation of interferon regulatory factor 3 (IRF3) and nuclear factor-k (NF-kB), resulting in the
production of type | interferon (IFN) (IFN-a/B) and other proinflammatory cytokines (Chen, Sun
and Chen, 2016). These cytokines then interact with their receptors activating receptor-associated
Janus Kinases (JAKs) that in turn activate the signal transducers and activators of transcription
(STAT) family of transcription factors (Majoros et al., 2017). The JAK-STAT signaling pathway
leads to transcription of IFN-stimulated genes (ISGs) to orchestrate antiviral defenses and
activate adaptive immunity (Villarino, Kanno and O’Shea, 2017; Motwani, Pesiridis and Fitzgerald,
2019).

Oligoadenylate synthetase-like (OASL) has been identified as a negative regulator of cGAS
activity during infection by DNA viruses (Ghosh et al., 2019). Recent studies have demonstrated
that herpes simplex virus 1 (HSV-1) promotes OASL expression early in infection, which limits the
type | IFN response, and thus enhances virus replication (Lum et al., 2018; Ghosh et al., 2019).
Interestingly, OASL expression is subsequently negatively regulated at late times post-infection,
coinciding with type | IFN induction. To date, limited information is available regarding how HSV-
1 modulates the expression of OASL, and no viral factors have been identified that are responsible
for this activity.

The HSV-1 genome encodes over 80 genes, which during a lytic infection are expressed in three
main kinetic classes: immediate-early (IE), early (E) and late (L) (Roizman and Zhou, 2015).
Following lytic replication in epithelial cells, the virus goes on to infect the endings of sensory
neurons, ultimately leading to the establishment of latency (Roizman and Whitley, 2013). During
latency, the lytic pattern of viral gene expression shifts to a restricted pattern of expression where
most viral genes are repressed. UL24 is a determinant of pathogenesis (Jacobson et al., 1998;
Leiva-Torres, Rochette and Pearson, 2010; Rochette et al., 2015; Dridi et al., 2018), is a
conserved gene among Herpesviridae members (Jacobson, Martin and Coen, 1989), and
encodes a leaky-late protein (Pearson & Coen 2002). In experimental infections in mice using

UL24 mutant viruses, strains deficient in full length UL24 exhibit a decrease in viral titers and in



the number of infected neurons, a drastic reduction in clinical signs, and a reduction in the amount
of HSV-1 DNA present in TG during latency (Jacobson et al., 1998; Leiva-Torres, Rochette and
Pearson, 2010; Rochette et al., 2015). HSV-1 UL24 inhibits NF-kf3 activity, and has been shown
to negatively affect expression of several HSV-1 genes (Sanabria-Solano et al., 2016; Xu et al.,
2017). Herein, we tested the hypothesis that UL24 modulates the innate immune response to
HSV-1 in part by inhibiting OASL expression. Our results reveal a link between OASL expression
and UL24 during HSV-1 infection of fibroblasts in culture.

23 METHODS

2.3.1 Cells and viruses

Human foreskin fibroblasts (HFF) and HelLa cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplemented with penicillin (50 U/ml), streptomycin (50 pg/ml), and 8% or 10%
FBS respectively. All cell lines were cultured at 37°C with 5% CO- in a humidified chamber. The
HSV-1 strains KOS and UL24X were originally provided by DM Coen (Harvard Medical School)
(Jacobson et al., 1998). The UL24X-rescue strain was generated by homologous recombination,

and described previously (Rochette et al., 2015).

2.3.2 RT-gPCR

Cells in 6-well plates were either mock-infected or infected at an MOI of 10 with the indicated
HSV-1 strains. Total RNA was isolated 5 and 12 hours post infection (hpi) (BioBasic All-in-One
DNA/RNA kit), and treated with DNase. Quantification of specific mMRNA species was done by
RT-gPCR using the Luna® Universal One-Step RT-qPCR kit (New England Biolabs [NEB]), and
an Agilent Mx3000P instrument. The primer sequences for OASL, IFN-8 and GAPDH have been
published previously (Bussey et al., 2018; Cingbz and Goff, 2018). For CXCL 10, the primers used
were 5-ACCTCTCTCTAGAACTGTACGC-3' and 5-GATTCAGACATCTCTTCTCACCC-3'. For
ISG54, the primer sequences were 5- GCCATTCGGCTGAATCCTGA -3' and 5'-
GCAGGTAGGCATTGTTTGGT-3'. Target gene mRNA levels were quantified relative to those for
GAPDH using the 22T method (Livak and Schmittgen, 2001).
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233 Western Blotting

Cells were washed twice with cold PBS, and lysed directly in the well in RIPA lysis buffer (25 mM
Tris-HCL, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 0.5 % sodium deoxycholate, and 1x
protease/phosphatase inhibitor cocktail (Cell Signaling, NEB). After incubation on ice for 10 min,
protein loading buffer was added to the lysates, which were then heated at 95°C for 5 min.
Proteins were resolved by SDS-PAGE using a 10% acrylamide gel, and electrotransferred onto
a polyvinylidene difluoride membrane using a semi-dry transfer apparatus (Bio-Rad). The
membrane was incubated at 4°C overnight in blocking solution (1% BSA in TBS) with gentle
shaking. The next day, the blots were washed three times in TTBS, incubated with the indicated
primary antibodies (diluted 1:1,000 in TTBS containing 0.5% gelatin), washed three times with
TTBS, incubated with peroxidase-conjugated secondary antibodies (diluted 1:10,000 in TTBS
with 0.5% gelatin), and washed three times with TBS. Signal was developed using the Clarity
Western chemiluminescence substrate (Bio-Rad), and detected using X-ray film. All primary
antibodies were obtained from Cell Signaling (NEB), with the exception of the antibody against
OASL, which was obtained from Abgent.

234 Statistical analysis

Date are expressed as mean + SD or SE of three and two independent experiments respectively.
One and two-way ANOVA were used for comparison among all different groups depending on

the number of times analyzed. A P value of <0.05 was considered statistically significant.

24 RESULTS AND DISCUSSION

2.4.1 Down-regulation of OASL expression during HSV-1 infection is
dependent on UL24

HSV-1 encodes several gene products that counter innate immune strategies of the host cell, and
it also induces proviral cellular proteins such as OASL (Ghosh et al., 2019; Liu et al., 2019). Type
I IFN induction following HSV-1 infection is important for viral clearance and to limit extensive
damage to the host via the triggering of the host antiviral and inflammatory responses (Teijaro,
2016; Giraldo, Wilcox and Longnecker, 2017). OASL, an inhibitor of the DNA sensor cGAS, is a
protein whose expression is moderated temporally during infection. Levels of OASL increase early
in infection, and then drop down late in infection (Ghosh et al., 2019). We have previously shown

that the late protein UL24 has a negative impact on the expression of several viral genes in



infected cells, and UL24 has also been shown to inhibit the activity of NF-kp (Sanabria-Solano et
al., 2016; Xu et al., 2017). We tested the hypothesis that UL24 inhibits the expression of OASL
gene products in infected cells. We either mock-infected or infected HFF1 cells with the HSV-1
strain KOS, the UL24-null strain UL24X, or the corresponding rescue virus, and quantified the
relative amounts of OASL mRNA at 5 hpi by RT-qPCR. Similar to previous (Lum et al., 2018;
Ghosh et al., 2019), we found that OASL transcription was strongly induced in response to
infection with wild type HSV-1 at early times, with levels that increased over 200-fold compared
to mock-infected cells (Fig. 1a). Infection with the UL24X strain and the rescue strain also induced
OASL transcription to the same order of magnitude. Because OASL inhibits type | IFN induction,
as expected, we found that /FN-8 mRNA levels were undetectable at early times post infection

(data not shown).

We next tested the effect of UL24 on OASL expression at 12 hpi, a time where UL24 protein levels
are near their peak during infection (Pearson and Coen, 2002). In HFFs infected with either of the
UL24-expressing viruses, we observed a dramatic reduction in OASL mRNA levels at 12 hpi
compared to 5 hpi (Fig. 1b, left-hand panel). Consistent with this reduction in OASL expression,
we observed an increase in the accumulation of IFN-8 transcripts (Fig. 1c¢). Strikingly, no such
reduction in OASL transcript levels were observed at 12 hpi in HFFs infected with UL24X, and
IFN-B mRNA levels remained low (Fig. 1b, left-hand panel, and c). To test whether the effect was
cell type specific, we carried out a similar experiment using HelLa cells, a human epithelial cell
line. In HeLa cells, we again found that levels of OASL mRNA were significantly higher at 12 hpi
with UL24X than with either the wild type or rescue virus (Fig. 1b, right-hand panel). Similar to our
results for HFFs, we found that infection with the UL24-null strain resulted in a decrease of IFN-8
mRNAs levels compared to levels in HeLa cells infected with a UL24-expressing strain (Fig.1c).
These results demonstrate that the decrease in OASL transcript levels at late times in infection
with HSV-1 is UL24-dependent, and that this effect of UL24 is not specific to HFFs.

Next, we asked if the impact of UL24 on OASL mRNA levels would be reflected at the protein
level. HFF1 cells were infected with HSV-1, lysates collected at 5 and 12 hpi, and OASL protein
was detected by Western blot. The signal for OASL protein was similar for all HSV-1 strains at 5
hpi; however, at 12 hpi, we observed a stronger OASL signal in the lysates from cells infected
with the UL24-null strain compared to those from cells infected with strains that express UL24
(Fig. 1d). Taken together, these data show that UL24 inhibits expression of OASL at both the

mRNA and protein levels at late times during infection.
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The orthologue of HSV-1 UL24 in the Gammaherpesvirinae Kaposi’'s sarcoma-associated
herpesvirus (KSHV) is the ORF20 gene. KHSV ORF20 protein was identified as an OASL-binding
partner in proteomic studies using cells that ectopically expressed ORF20 (Bussey et al., 2018).
A weak interaction between HSV-1 UL24 and OASL was also noted in the study; however, we
have no evidence that a physical association of OASL with HSV-1 UL24 drives reduced
expression of OASL. In our experiments, we found that HSV-1 UL24 expression had a negative
impact on OASL levels during infection. In contrast, KSHV ORF20 was found to stimulate OASL
expression; however, the impact of ORF20 on OASL expression was only tested for ectopically
expressed ORF20, and not in the context of infection, which may explain the conflicting results.
We also cannot rule out the possibility that UL24 orthologues of Alphaherpesvirinae and

Gammaherpesvirinae viruses have distinct functions during infection.
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Figure 2.1 Reduction of OASL expression at late times in HSV-1 infection is UL24-dependent.
Cells were infected with the indicated HSV-1 strains or mock-infected, and analyses were performed comparing levels
of the indicated gene products in infected cells to those in mock-infected cells. (a) OASL mRNA levels were quantified
at 5 hpi in HFF1 cells by RT-gPCR; (b) OASL and (c) IFN-8 mRNAs levels were quantified at 12 hpi in both HFF1 and
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and 12 hpi and analyzed by Western blot using an antibody against OASL. The membrane was subsequently reprobed
with an antibody to GAPDH, which served as a loading control. Error bars represent the standard deviation from the

mean. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.



2.4.2 UL24 affects IRF3 activation late in infection

OASL is an ISG expressed downstream of the type | IFN receptor via the JAK-STAT pathway,
however, its expression is also driven directly by IRF3 (Melchjorsen et al., 2009). To investigate
the mechanisms by which UL24 modulates OASL expression during infection, we studied the
effect of UL24 on IRF3 and STAT1 activation by monitoring post-translational modifications of
each of these factors. We tested the impact of UL24 on phosphorylation of S386-IRF3 and of
S727-STAT1 by Western blot, each of which is associated with the activation of the respective
factor (Chen et al., 2008; Sadzak et al., 2008; Zhao et al., 2016). Consistent with increased OASL
levels at early times in infection, we detected an increase in IRF3 phosphorylation at 5 hpi with all
viruses tested (Fig. 2a). This increase was transient, and at 12 hpi with either the wild type or the
rescue strain, IRF3 phosphorylation levels had decreased; however, in lysates from cells infected
with the UL24-null virus, levels of S386-IRF3 phosphorylation did not drop down to the levels
observed with the UL24-expressing strains. In the absence of UL24, IRF3 activation remained
strong at late times in infection. To validate our conclusion that UL24 affects transcriptional
activation downstream of the IRF3 signaling pathway, we quantified the relative amounts of ISG54
mRNA, which like OASL, is a known IRF3-inducible ISG (Reich, 2013). Similar to our results for
OASL transcript levels, in infected HFFs we observed a strong induction of ISG54 mRNA at 5 hpi
followed by down-regulation at 12 hpi. Moreover, this reduction in /ISG54 transcript levels at late
times was UL24-dependent because it was not observed in cells infected with the UL24-null virus
(Fig. 2b). Thus, the increase, and UL24-dependent reduction of IRF3 activation, at early and late
times post-infection respectively, correlate with transcription levels of IRF3-inducible I1SGs,
including OASL.

We next investigated the impact of UL24 on the state of STAT1 post-translational modifications
during HSV-1 infection. Phosphorylation of S727 of STAT1 is associated with the stimulation of
the STAT1 transactivation function (Sadzak et al., 2008). At 12 hpi, a time when the absence of
UL24 affects OASL and /ISG54 transcript levels, phosphorylation of S727 was similar for all
viruses tested. Rather, we found that STAT1 phosphorylation at S727 was UL24-dependent at 5
hpi (Fig. 2c). Thus, due to the difference in kinetics, we concluded that the impact of UL24 on
STAT1 activation is not related to the UL24-dependent regulation of OASL expression.
Nevertheless, these results reveal a surprising role for the leaky-late protein UL24 in the activation
of STAT1 at early times in infection. To date, there is no evidence to suggest that UL24 is part of
the HSV-1 virion (Pearson and Coen, 2002; Loret, Guay and Lippe, 2008). Given that UL24 affects
HSV-1 gene expression (Sanabria-Solano et al., 2016), one possibility is that UL24X virions
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harbor a modified constellation of teguments proteins, which may have an impact on specific post-

translational modifications affecting innate immunity during a Iytic infection (Yang et al., 2019).
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Figure 2.2 Absence of UL24 affects IRF3 activation late in infection, and delays STAT1 activation

HFFs were infected with the indicated HSV-1 strains or mock-infected. (a) Total cell lysates were collected at 5 and 12
hpi, and analyzed by Western blot with antibodies against pS386-IRF3 or against total IRF3. The membrane was
subsequently reprobed using antibody against GAPDH, which served as a loading control. (b) Levels of ISG54 mRNA
at 5 and 12 hpi compared to levels in mock-infected cells were quantified by RT-gPCR. Values presented are relative
to GAPDH expression (n= 2). (c) Western blotting was performed as described in (a) with antibodies against pS727-
STAT1, total STAT1, pS235/236-S6 and total ribosomal protein S6. The membrane was subsequently reprobed using
antibody against GAPDH, which served as a loading control. (d) CXCL10 mRNA level were quantified by RT-qPCR at
5 and 12 hpi of HFFs as described in (b) (n=2). Results presented represent the average of three technical replicates
for each of two biological replicates. Error bars represent the standard error from the mean. *p<0.05, **p<0.01,
***p=<0.001.

IFN-B and CXCL10 mRNA levels were significantly lower at 12 hpi in cells infected with the UL24-
null strain compared to the UL24-expressing strains (Fig. 1c and 2d); however, STAT1
phosphorylation of S727 did not appear to be affected by UL24 at this time (Fig. 2c). One possible



explanation for this result, is that during infection with UL24X, the absence of UL24-mediated
inhibition of NF-kB allows activation of STAT1 in an IFN-independent manner (Xing et al., 2016;
Nan, Wu and Zhang, 2018). In addition, because both IFN-3 and CXCL10 mRNAs levels appear
unaffected by the absence of UL24 at 5 hpi (undetectable or no significant difference in levels),
STAT1 activation at this early point in infection appears also to be IFN-independent. Thus, one
can speculate that events upstream of STAT1-activating cytokines are affected differently by
UL24 at early and at late times in HSV-1 infection. UL24 is partly a nucleolar protein (Pearson
and Coen, 2002; Lymberopoulos et al., 2011). It has been reported that the major nucleolar
protein nucleolin promotes nuclear translocation of STAT1 (Jerke et al., 2009). It remains to be
determined if the dispersion of nucleolin by UL24 has an impact on the nuclear translocation of
STAT1 (Lymberopoulos and Pearson, 2007; Bertrand and Pearson, 2008; Bertrand et al., 2010).

In conclusion, we have shown that HSV-1 UL24 modulates the innate immune response to the
virus via downregulation of OASL expression late in HSV-1 infection. Our data suggest that both
early, UL24-independent upregulation (5 hpi) of OASL expression, and late, UL24-dependent
downregulation (12 hpi), are consequences of the modulation of IRF3 activation. We found that
STAT1 S727 phosphorylation at 12 hpi was similar regardless of whether or not the HSV-1 strain
used expressed UL24, suggesting that UL24 does not modulate OASL expression through this
pathway. Further work is required to probe the impact of UL24-mediated downregulation
of OASL expression on pathogenesis, and to investigate if this regulation contributes to the

establishment of latency or the control of HSV-1 reactivation.
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3 DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

3.1 Régulation a la baisse d’OASL par UL24

Le concept de « course aux armements » s’applique dans les relations hétes-pathogénes.
Plusieurs rapports suggérent une relation entre 'humain et le HSV-1 basée sur un tel concept.
De fait, au cours des derniéres années, des révisions sur le sujet ont été faites dans le domaine
de I'immunologie. Il est possible d’y apercevoir certains points en communs et d’en tirer une
direction d’intérét vers les senseurs d’ADN cytoplasmique (Su, Zhan and Zheng, 2016; Zheng,
2018; Stempel, Chan and Brinkmann, 2019).

L’équipe de Ghosh et al., 2019 a publié que lors de l'infection par HSV-1 dans les fibroblastes
(BJ-5ta), il y a une induction précoce des transcrits d’OASL. Puisque 'OASL bloque le senseur
d’ADN cytoplasmique cGAS, I'induction de cette premiére affecte la production de I'lFN de type
I, ce qui favorise la réplication du virus. Toutefois, I'expression d’ OASL est ensuite régulée a la
baisse a des temps tardifs de l'infection, ce qui est consistent avec I'induction de I'lFN de type |.
Dans le méme type de cellule (fibroblastes), nous avons découvert que cette régulation a la
baisse est dépendante de la protéine virale tardive UL24, tant qu’au niveau des ARNm qu’au
niveau de la protéine (Figure 2.1b et d). Nos résultats montrent, comme celui déja publi€, un
niveau d’induction qui dépasse 200 fois plus d’expression de 'OASL dans les cellules infectées
comparées aux cellules mock-infectées (Figures 2.1a). Cette induction d’OASL se maintient a
des temps tardifs de l'infection avec le virus mutant en UL24, contrairement aux virus qui
expriment UL24 ou les niveaux des transcrits d’OASL chutent (2.1b a gauche). En plus, malgré
que l'induction des transcrits d’OASL lors de l'infection des cellules, Hela, est de seulement six
fois comparativement aux cellules mock-infectées, le phénoméne d’une régulation a la baisse de
'OASL dépendante d’'UL24 est encore observable et statistiquement significatif (Figure 2.1b a
droite). Nous avons également constaté que l'induction de I'lFN-B coincide avec la régulation a
la baisse d’'OASL a des temps tardifs de l'infection avec les virus qui expriment UL24 (Figure
2.1c).

Il est connu que le HSV-1 entre par fusion directe a la membrane plasmique des cellules
fibroblastiques, contrairement aux cellules épithéliales HelLa ou le virus entre par endocytose
(Nicola, McEvoy and Straus, 2003; Simpson et al., 2005). Les intégrines a.3s et a.Bs exprimées
a la surface des cellules HelLa ont été démontrés comme étant des récepteurs de gH/gL qui
favorisent I'entrée du virus par endocytose (Gianni et al., 2013). Nos résultats montrent une

différence dans 'ampleur des ARNm d’OASL entre les fibroblastes et les cellules Hela infectées



avec le HSV-1. Cette différence pourrait étre un effet de I'exposition précoce (par fusion a la
membrane plasmique) versus I'exposition tardive (par fusion a des membranes endosomales) de
la nucléocapside dans le cytoplasme. Il est connu que cette exposition est responsable d’induire
le systéme ubiquitine-protéasome qui provoque le relachement de ’'ADN viral dans le cytoplasme
(Horan et al., 2013). Dans le cas d’'une entrée par endocytose, la reconnaissance de ’ADN viral
par la cellule et I'expression d’OASL seraient donc moins élevées car cette voie d’entrée
favoriserait une « livraison » de la nucléocapside et son contenu dans le noyau. Il faut en plus
considérer I'impact de I'immortalisation et la transformation des cellules HelLa sur I'expression
d’OASL car il est connu que celles-ci affectent les voies de signalisation cellulaires immunitaires,
y compris la voie cGAS-STING (Lau et al., 2015).

En résumé, nos résultats suggérent deux scénarios différents pendant l'infection par HSV-1 : un
premier ou la réponse immunitaire innée via cGAS est restreinte par 'OASL, ce qui est suivi par
un deuxiéme ou cette restriction est enlevée par le virus lui-méme via UL24 (Figure 3.1). En
d’autres termes, la protéine UL24 permet (indirectement) I'évocation de la réponse immunitaire
tardive via I'lFN de type I. Pour mieux comprendre I'importance biologique de ce phénomeéne, il
faut revenir sur I'aspect que le HSV-1 établit une infection latente dans les neurones qui perdure
toute la vie. Tel que discuté auparavant, en ce qui concerne le cycle latent viral (section 1.1.6),
I'établissement et le maintien de la latence implique, entre autres, une modulation de la réponse
immunitaire (Khanna et al., 2004; Khanna, Lepisto and Hendricks, 2004; Egan et al., 2013). La
protéine virale UL24 est impliquée aussi dans le succeés de la latence (section 1.2). La régulation
a la baisse d’'OASL et le blocage de NF-k( constitueraient ainsi les mécanismes connus jusqu’a
présent par lesquels UL24 module la réponse immunitaire innée, ce qui favoriseraient la transition
du cycle viral lytique vers la latence. Cette modulation contribuerait a I'état d’équilibre dynamique
de la réponse immunitaire qui est toujours présente (notion d’innée), et aiderait alors a maintenir
la persistance du HSV-1 dans I'hote, une relation qui date d’environ 6 millions d’années
(Wertheim et al., 2014; Eberl, 2016).

Dailleurs, 'ORF20 du KSHV est le géne orthologue d’'UL24 du HSV-1. Dans un modéle de
réactivation in vitro, OASL et ORF20 sont exprimés de facon concomitante (Bussey et al., 2018).
Ce résultat suggére que l'effet immunomodulatrice d’'UL24 pourrait en plus étre un facteur
important pour initier un cycle lytique & partir de la latence. Evidemment, notre modéle d’étude in
vitro ne répond pas a la question de I'impact de la régulation d’OASL sur la latence et la
réactivation. Pour y arriver, il faudrait que ce modele permette I'expression précoce d’OASL et

linhibition de celle-ci aux temps tardifs. Un autre aspect qui pourrait étre sujet d’étude a



approfondir, serait le role de I'lFN de type | dans la latence, une question déja partiellement
abordée (Low-Calle, Prada-Arismendy and Castellanos, 2014). Nos résultats suggeéreraient que
I'effet paracrine de I'lFN secrété par les cellules primaires laisse les neurones dans un programme

génétique préavisé a la présence de l'infection virale, ce qui favoriserait I'infection latente.
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Figure 3.1 Modeéle de régulation d'OASL lors de l'infection par HSV-1

(a) L'infection par HSV-1 déclenche I'expression d’OASL a un temps précoce, ce qui est essentiel pour le succes de la
réplication virale. Plus spécifiquement, 'OASL bloque le senseur d’ADN cGAS, ce qui se traduit en un blocage aussi
en aval de l'interféron (IFN) de type I. (b) Aux temps tardifs de l'infection, le virus exprime la protéine UL24 qui d’un
coté bloque NF-kB et d’'un autre coté régule a la baisse I'expression d’OASL, ce qui méne a I'activation de la réponse

immunitaire innée via I'lFN de type I.
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Dailleurs, l'importance des HDs de la protéine UL24 a été discutée a la section 1.2, surtout le
réle de la séquence endonucléase dans le HD-Ill qui est essentielle pour plusieurs fonctions
rapportées de la protéine (Bertrand et al., 2010; Leiva-Torres, Rochette and Pearson, 2010;
Lymberopoulos et al., 2011). Les virus mutés en UL24, vE99AK101A et vG121A, affectent les
HDs Il (la séquence endonucléase) et IV de la protéine respectivement (Figure 1.15). Ces deux
virus présentent le phénotype des plaques syncytiales qui est une caractéristique de l'infection
par le virus UL24X (Bertrand et al., 2010). Nous avons testé I'impact des HD Il et IV d’'UL24 dans
la régulation des transcrits d’OASL. Nos résultats préliminaires montrent encore une fois que
toutes les souches de virus testées ici déclenchent I'expression d’OASL a temps précoce de
linfection. Néanmoins, la régulation a la baisse d’OASL dépendante d’'UL24 est largement
expliquée par la séquence endonucléase dans son HD-III car le mutant E99AK101A se comporte
pareil au mutant UL24X (Annexe 1). Ce résultat renforce la contribution différentielle des HDs de
la protéine UL24. Il avait déja été démontré que le mutant vG121A, au contraire de vE99AK101A,
n’affecte pas le réle d’'UL24 dans la pathogenése du HSV-1. De fait, les signes d’inflammation
lors de linfection avec vG121A sont pareils a ceux obtenus avec les virus qui expriment UL24
(Leiva-Torres, Rochette and Pearson, 2010). Ces résultats in vivo seraient donc concordants
avec la régulation a la baisse d’'OASL qui est suivie par I'induction de I'lFN-B, une cytokine
important dans le déclenchement des réponses immunitaire et inflammatoire (Teijaro, 2016;

Giraldo, Wilcox and Longnecker, 2017).

3.2 UL24 régule de fagon différentielle I’activation d’IRF3 et STAT1

L’expression d’'OASL peut se déclencher par la voie JAK-STAT ou directement par IRF3
(Melchjorsen et al., 2009). Nous avons examiné I'état d’activation des facteurs de transcription
IRF3 et STAT1. Dans le cas d’'IRF3, la phosphorylation sur la sérine 386 (pS386) est reconnue
comme une modification d’activation essentielle pour sa dimérisation et translocation vers le
noyau (Mori et al., 2004; Panne et al., 2007; Jefferies, 2019). Nos résultats montrent que la
phosphorylation d’'IRF3 coincide avec la régulation d’'OASL, c’est-a-dire, une augmentation a 5
hpi dans toutes les conditions d’infection et une réduction plus forte dans les virus qui expriment
UL24 a 12 hpi (Figure 2.2a). L'ISG54 est un géne dont la transcription est principalement induite
par IRF3 (Reich, 2013). Encore une fois, les niveaux des transcrits d'/SG54 se comportent
comme ceux d’OASL, une augmentation a 5 hpi qui est suivie d’'une réduction dépendante d’'UL24
a 12 hpi (Figure 2.2b), ce qui renforce la notion que la régulation de I'expression d’OASL est un
effet en aval d’'IRF3. Des études précédentes avaient démontrées I'activation précoce d’IRF3 lors

de linfection par HSV-1 qui est ensuite réduite a des temps tardifs (Paladino, Collins and



Mossman, 2010; Orzalli, DeLuca and Knipe, 2012). L’activation d'IRF3 serait aussi régulée par la
protéine virale US3 qui méne a I'hyper-phosphorylation sur la sérine 175 (pS175), une
modification importante pour bloquer l'induction précoce de I'lFN de type | via IRF3 (Wang et al.,
2013). Ces études mettent en relief I'importance de I'état de phosphorylation d'IRF3 pendant
l'infection par HSV-1. D’un cété, I'activation précoce d’IRF3 via pS386 coincide avec l'induction
d’'OASL et ISG54 mais qui est cependant régulé via pS175, ce qui empécherait son rble comme
transactivateur de I'lFN. D’'un autre cété, I'activation d’'IRF3 est affectée ensuite a des temps
tardifs par les protéines virales UL46 et ICPO, et selon nos résultats par UL24. En plus de la
contribution a la réduction de la phosphorylation (pS386) d’'IRF3, UL24 bloque aussi la
translocation d’NF-k (Xu et al., 2017), ce qui méne a I'’hypothése que l'induction de I'FN- a des
temps tardifs semble impliquer les autres membres de la famille des régulateurs de I'IFN,
notamment IRF7 qui a été démontré comme un facteur important pendant les infections virales
(Daffis et al., 2008; Ning, Pagano and Barber, 2011).

Dans le cas de STAT1, la phosphorylation sur la sérine 727 (pS727) est essentielle pour son
activité transcriptionnelle une fois transloquée dans le noyau (Sadzak et al., 2008). Contrairement
a IRF3, STAT1 ne semble pas étre associée a la régulation a la baisse des transcrits d’OASL a
12 hpi car les niveaux de phosphorylation sont pareils pour toutes les souches des virus testées
ici (Figure 2.2c a droite). En revanche, l'activation précoce de STAT1 est UL24-dependante
(Figure 2.2c a gauche). Le résultat de I'activation de STAT1 a 5 hpi serait une premiére en regard
d’'un effet précoce de la protéine virale tardive UL24. Etant donné qu’UL24 n’est pas connue
comme une protéine structurelle dans le virion du HSV-1, I'impact précoce sur I'activation de
STAT1 n’est pas un effet de cause directe par celle-ci (Pearson and Coen, 2002). Toutefois, UL24
régule I'expression des génes IE et E (Sanabria-Solano et al., 2016), ce qui favoriserait la
transition vers I'expression compléte des génes L dont la plupart codent pour des protéines
structurelles. Cela dit, notre hypothése est qu’en absence d’UL24, la présence de certaines
protéines du tégument seraient altérées, notamment celles déja associées a la régulation de la
réponse immunitaire (Yang et al., 2019), ce qui affecterait alors 'activation précoce de STAT1
d’'une maniére indépendant de I'lFN (Xing et al., 2016; Nan, Wu and Zhang, 2018).

Finalement, CXCL10 est un autre ISG induite principalement par la voie JAK-STAT1 via I'lFN (Liu
et al., 2011). Les niveaux des transcrits de CXCL10 corrélent avec I'induction de I'lFN-B (Figure
2.2d). Ce résultat renforce notre modéle qu’en absence d’UL24 il y a un défaut dans l'initiation de
la réponse immunitaire innée et inflammatoire via I'lFN, ce qui est consistent avec les résultats

dans de modéles in vivo ou les infections avec le mutant UL24X présentent une réduction dans
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la sévérité clinique, y compris les symptébmes d’inflammation (Leiva-Torres, Rochette and
Pearson, 2010; Dridi et al., 2018). En plus, ce résultat et les niveaux de transcrits de I'l[FN-3
suggérent que l'activation de STAT1 a 12 hpi observée avec le mutant UL24X est aussi
indépendante de I'lFN. Etant donné qu’UL24 bloque NF-kB, en absence de cet effet, ce facteur
de transcription pourrait conduire a la sécrétion d’autres cytokines différentes a I'lFN qui
permettraient I'activation de STAT1 (Sun, 2017; Nan, Wu and Zhang, 2018).

En conclusion, nos résultats montrent qu’'UL24 régule a la baisse I'expression d’OASL, ce qui est
corrélée avec l'activation d’'IRF3 et I'induction de I'lFN-B. Par contre, l'activation de STAT1 ne
semble pas avoir un effet dans la régulation a la baisse des transcrits d’OASL, néanmoins
I'activation précoce de ce facteur de transcription est aussi dépendant d’UL24. En plus, I'induction
des ISGs, ISG54 et CXCL10, corrélent avec 'activation d’'IRF3 et STAT1 via I'lFN respectivement.
Ces résultats, dans leur ensemble, renforcent la notion qu'UL24 a des fonctions

immunomodulatrice sur la réponse immunitaire innée lors de l'infection par HSV-1.
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5 ANNEXE |: IMPACT DES DOMAINES D’HOMOLOGIE Ill ET IV
D’UL24 SUR LES NIVEAUX DES TRANSCRITS D’OASL

Les niveaux des transcrits d’OASL dans les cellules HFF1 ont été testés a 5 et 12 hpi par RT-
gPCR en suivant I'approche indiquée dans la section 2.3.2. Les virus mutants en UL24,
VE99AK101A et vG121A, ont été préalablement caractérisés par notre équipe (Bertrand et al.,
2010). Nous avons confirmé 'induction des transcrits d’OASL a 5 hpi lors de l'infection par HSV-
1, y compris les infections avec tous les virus mutants en UL24 (Figure 5.1 a gauche). Ensuite, il
y a une régulation a la baisse des transcrits d’ OASL dans les infections avec le virus qui expriment
UL24 (KOS and UL24Xres) et le mutant vG121A, contrairement aux résultats avec les virus
UL24X et vE99AK101A ou les niveaux des ARNm d’OASL restent de 'ampleur observée a 5 hpi
(Figure 5.1 a droite).
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Figure 5.1 Le domaine d’homologie lll est important pour la régulation d"'OASL

Les cellules fibroblastiques (HFF1) ont été infectées avec les souches de HSV-1 indiquées a droite. Les niveaux des
transcrits d’OASL ont été quantifiés par RT-gPCR a 5 et 12 hpi relative aux transcrits de GAPDH et comparées aux

niveaux dans les cellules mock-infectées (n=2). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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