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RESUME

Le virus de I'herpés simplex 1 (VHS-1) est un agent pathogéne trés répandu dans la population
humaine. Il infecte les cellules épithéliales des muqueuses et est connu pour causer les feux
sauvages. La réplication du virus dans le noyau de la cellule héte y cause plusieurs
changements, notamment la formation des compartiments de réplication virale et la

relocalisation de certaines protéines du nucléole.

Une protéine nucléolaire impliquée dans la synthése des ribosomes, UBF pour « Upstream
Binding Factor », fait partie des protéines relocalisées lors de linfection. Ses fonctions sont
d'initier la production des transcrits ribosomaux et de faciliter leur élongation. B23 est également
une protéine nucléolaire relocalisée lors de l'infection et est impliquée principalement dans la

maturation des sous-unités ribosomales et la régulation du cycle cellulaire.

La localisation d'UBF est normalement dans le centre fibrillaire, au centre du nucléole.
Cependant, l'infection par le VHS-1 entraine le recrutement d'UBF aux compartiments de
réplication virale. La localisation de B23 passe de nucléolaire a dispersée au noyau lors de
l'infection. Notre hypothése était que les protéines nucléolaires relocalisées lors de l'infection

par le VHS-1 servent a la réplication virale.

Afin de vérifier cette hypothése, la stratégie principale mise au point a été de diminuer
F'expression de ces protéines par une technique d'interférence a ARN. Nous avons transfecté
les cellules humaines d'origine épithéliale HeLa avec des ARN interférents (ARNi) ciblant les
ARNm des génes d'intérét. Les cellules transfectées ont ensuite été infectées par le virus de

type sauvage KOS.

Aprés avoir infecté les cellules dont I'expression de B23 était réduite, aucun changement
significatif sur la production de particules virales infectieuses n'a été observé. Contrairement a
I'hypothése de départ, la réplication virale était plus importante dans les cellules ou I'expression
d'UBF était diminuée. Chez les cellules déplétées en UBF, un titre viral plus élevé de dix fois
par rapport au témoin transfecté avec des ARNi ne ciblant aucun géne a été observé. Une
quantification relative par qPCR a permis de déterminer que la réplication du génome viral était
plus importante dans les cellules transfectées avec des ARNi contre UBF que dans les cellules
témoins. Une analyse par immunobuvardage de type western a aussi montré que la synthése
de protéines virales était augmentée dans ces cellules. De plus, la synthése de protéines

immeédiates-précoces et précoces est demeurée plus élevée dans les cellules déplétées en

iii



UBF malgré I'ajout d’'une drogue qui inhibe la réplication de I'ADN. Ces résultats suggérent
gqu'UBF fait partie d'un mécanisme antiviral qui interfére avec la réplication virale tét dans le
cycle de réplication. Ce mécanisme n’est pas restreint au VHS-1, puisqu’'une augmentation du
nombre de particules virales infectieuses a aussi été observée avec le VHS-2. Nous suggérons

qu’UBF agit au niveau de la transcription des génes & partir du génome entrant.

L0l L e B

Gabriel Ouellet Lavallée Angela Pearson




TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS. ...ttt ccenisniesiesssssestinnnssassenesstenesisssssssssssssssssssanmensanassannssnnnes I
RESUME........ o ececeeresececsteeeessessssnmnnessssssnesesesesessssesnesesssssssenaessessesnsteessasssnnsnnsnnsessns 1]
TABLE DES MATIERES ........cooosturtntssuessesesssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssseses '
LISTE DES FIGRIRE'S - cicocussnssosss s s s 55555 0 5555505 1525155 aswauiasss Vill
LISTE DES ABREVIATIONS...........oeeesurerersenresesnessssssssssssssssesssesssssssssssssssssassessssses IX
CHAPITRE 1 : INTRODUCTION .....cciiiiiiiiirinerinnecassinreenseessssssessansnnsesssesssmmmmasssanmensasasnes 1
VATUS e PRETPES STINIIOR woumnssionossnsissssosmsssissssinesseiassss kxssansn s xssssksesass sesn soussssasin 2
Taxonomi€ deS VIFUS NEIPES ........coevviiiiiiieeerieiieetreeeereeeeseeeereeeeeeeeseessessseneneesseens 2
Morphologie du VHS-T ... r s aeaae e 2
Cycle de réplication IytiQUe .............ooooiiiiiiiieeee e 4
AHACREMENTE €L ENTEE ..ottt et e et e s s e s eaaeeaees 5
TranSPOIt QU NOYAU ...........eeueveeeeettte e ee e e e e e e st e e sase s e s e sseeseeae s s tenanssransneaaes 6
EXPreSsion d@S GQENES VIFAUX ...........ceeeeeiueereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeetieaieeeeeeeessesssnsesseseevmsnennseses 7
REplCation: AU QEIOING ..us:sxsmssrs sossonssssmsmansss s semmss s s s s S S oA s s 8
Encapsidation @1 SOIHE .................uueuuiuiuiiiie et s sttt vaseae e e e e s aeerananaaaaas 9
PathOgENESE ... ee e e e et e e e e e e e e s e aae s ee e nnaaaaaean 11
Latence et réactivation ............ccooo oo 12

LE NUCIBOIE ...ttt cr e cee s rar s e e e e e s e e e s ssne st se e msasnsn s eessmnseanesassassnsnses 13
Organisation et morphologie ........cc.ooviiiiiiiii e 13
Fonctions dUu NUCIEOIE ............ooooiie e 15
Biogene€se desS MDOSOMES ...............ccooueeeeeeeieee et eee e et ae e e e e e e e esreee e 16
Régulation du cycle CEllUIAITe ..................ooooeveeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 16
REPONSES @UX SIBSS ..ottt e ettt e e e e e e et aeeaseesesreaaeasansnneeans 16
Protéines nucléolaires etudi€es ..............ccccoeiiiiiiiiiiieicee 17
Upstrear Binding FaclOr..........uiumumiriiisisisnioinissiénssianssssinsasmnmsssssnssssrssnssissssnssnnnnasssoes 17

B23 / NPM1 / Nucleophosmin / NO38 /Numatrin ................c.ccccocovuvereeeviiiaaeeeeseeen 20
Interactions entre certains virus et des protéines nucléolaires .......................... 22



AABNOVITUS ..ottt ettt e e et e e s e e e stb et emme st e saase s emnesanaasssrannsessasannaseen 22

Virus de Phépatite C........coo ittt e e 23
Virus de limmunodeéficience RUmMEaINe ... siisnsssvmassisisssvnssis 23
Virus de 1a pOlIOMYEIEE ..o et e e 24
Virus de 'herpes SimpleX 1 ... e 24
Réponse antivirale intrinséque contre le VHS-1 ........eiiiiiiiiiccciiniinenneeccneenen. 25
Nuclear DOmain 10 ..ottt ettt e e 25
REParation de PADN ...ttt e eeee e e e s ee e e e e e seae e nsraaeeseesasessnaenes 27
ProblématiQUe........ccceeuueeiiirrrrirserceeeereraeenennaeeneresseteseeseeraessessnannnsssnsesesesesssassenannnssases 28
CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES..........ceeosueensensenensensensessessesssssesssnscassscsns 29
Culture cellulaire..........ueemeeiiccieiiiciscetrr ettt sess e s e s s 30
Immunobuvardage de type western..........vcciiiriiiiiiiiininin e e 30
Exiraction des ProleINes s s s s s 30
SDBPAGE ... icnenmmesmsananassmesns stbsnmsnmssnnssiariansnmnsaiinininannant $65iSnndasssiisi insamsninanse 31
AANBICOIPS ettt et e et et e et e et et et e e e e e e e e e e e e e e e e ee s et s a e e 31
Interférence @ ARN ...t e ses e s s s ae 32
AR DIITEITTINEICIONN im0 5550 .55 S 3 PR S AR SR 32
ARNI INVIITOGEN ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e nreanaennna e 33
Virus et infections.........coeiiiceiireiceie et ees s s s e e nesseesesses s e snansesnannnse 33
Détermination des titres VirauX ..........cccccvevineimmeiiinccnnnncniin s s ees e 34
PCR 81 IOMIPS ME0] ..ciinsnvsumonisnunnvummmssnusmvmsssssssness i s seies v s i v 35
Extraction d’ADN ...ttt e e e e e e aa s 35
PCR €N temMPS TEEL.....eeeeeiiee ettt e e e e e e et e e e eeaeaas 35
Statistiques et aligNEMONES s mimmsmsssssssamarm s RS s 36
CHAPITRE 3 : RESULTATS ......cocoeeirercceernissessssessssessssssssssssonsssssasssessssstssessssssassass 37
2 SRR SRR 38
Diminution de I'expression de B23 par interférence a ARN .............ccoooviiiiinennnnnen. 38
Importance de B23 pour la production de particules virales infectieuses............... 40
UBF et er e st ts e s s s e s s s s s me s s e e s n s s e s s st e e s s e at e et s e s e mn e nen e nne 41
Diminution de I'expression d'UBF par interférence a ARN ...........cccccvriviniiininnnn.n. 41

Vi



Spécificite de l'effet des ARNI UBF........c.covusaisimsmnisssovinmisavesassssssasssssasis ssiuvanss 44
Impact d’UBF sur le cycle de réplication virale............ccccoeieieciiiniiiinieeiicieenieeeeeee 45
Impact sur le niveau de protéines SIUCIUTAlES.............ccccouveeeeeveeieiieieeeeecvrieraeeeeeeeenane 46
Impact sur la réplication du génome Viral..................eeoeeecrveereereeeeiieieieeeeeeireeieeeeeneene 46
Impact surle niveau de protéineS IP @L P ...........cooeeeeeeeeeeeeeeeieveeseeeeee e aeeseees 48

Effet d’'UBF sur la réplication du VSH-2 ...........coooiiiiiiiiiircrrece e 50
CHAPITRE 4 : DISCUSSION .....cccciiiriiireereencneneessisiennennssssesstinssmssnssssssssssssssssssssssssasnsss 52
BE2B cuicnccsmoimmuaunmunsnsminsnnewesisoms s ot sms s S5 SRR SRS SRR S R R RS ER 53
UBF ..ousresuserssmnsssansonsansoessesnnuressnsssnassesassrsssssnnsansansnsssresnerssenyrrnseasiannnnnynnastibiannnansessiiin 54
HYPOthese aCtUelle..............evmiiiiiiiiiie e e e e ae e e e e e e e 56
TREINEIIUINE TINS5 9 5 TR 09 A AR 57
CHAPITRE 5 * CONCLUISTON . scauanunsavnsssinsssmssmmmeossssswssss s s masis sms 59
REFERENGCES..........coeereeuetessseasesssarsssssssssesssssssssasssssssssssasssssassssssssssssessssssssssssesssseans 61

vii



Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :

Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :

Figure 11

Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :

Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19:
Figure 20 :

Figure 21

LISTE DES FIGURES

Orientations des segments UL et US du génome viral ............cccccooeeiiiciiineeeicccnnnnnn. 3
SEUCIUIE U VIFION .....cieiieeeieieieie et scrte s eess s sess s st e e e sussesssesesssssnsnnnssssssensnnsnsens 4
Cycle de réplication IFHQUE...........ccccevvveiiiierrcrueeretiieeeirreeresseessressrnsssessessasssansnsesssssas 5
Schématisation de I'organisation du NUCIEOIE............cccvirievinicieieeeeerrevv e 14
Représentation des deux isoformes d'UBF .........cooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 18
Modéle de I'augmentation du taux d’élongation de la transcription en réponse a la
phosphorylation d’'UBF par ERK..........cooo it eeae e e e 20
Représentation des domaines et sites de régulation de B23.1 ............cccccmvvieeneeeennn. 22
Schématisation des événements liés aux ND10 suivant I'entrée du génome viral.....26
Alignement des séquences de B23 et des ARNi B23 ............coooiiiiiiiiiviieiieciicnerne, 38
Niveau de B23 apres transfection avec les ARNi ...........cccooveiiiiviieecivinnie e, 39
: Réplication virale lors d’'une diminution de I'expression de B23..........cccccvvvevvveeenenn. 40
Alignement des séquences d'UBF et des ARNi UBF...........ccccocviiiiiniiiiiiininnienies 41
Niveau d'UBF aprés transfection avec les ARNi Dharmacon............ccccccccvevvinneen.n. 42
Réplication virale lors d’'une diminution de I'expression d'UBF ............cccccovveveeennn. 43
Niveau d'UBF aprés transfection avec les ARNi d'Invitrogen................cccccvnnnnee... 44

Réplication virale lors d’'une diminution de I'expression d'UBF par les ARNi

ol 101171 4o o =Y o PP USRI 45
Impact d’'UBF sur I'expression de protéines virales structurales................ooeeveeee.. 46
Effet d'UBF sur la réplication de FADN VIral............oovveoeieee i 47
Impact d'UBF sur I'expression des protéines IP et P..............ocoooiiiieiiiiiiieeee, 48

Impact d'UBF sur I'expression des protéines IP et P en absence de réplication
AADN VTGl e e e et e e e e e eae e e et e aeaeeaenans 49
: Réplication du VHS-2 lors d'une diminution de I'expression d'UBF ......................... 50

vili



LISTE DES ABREVIATIONS

ARNm : ARN messager

ARNr : ARN ribosomal

ATM : « ataxia telangiectasia mutated »
ATR : « ataxia telangiectasia and Rad3-related »
CCSC : « C-capsid-specific components »
CDK : « cyclin-dependent-kinase »
ARNi : ARN interférent

DFC : « dense fibrillar component »

FC : «fibrillar center »

GC : « granular component »

HMG : « high mobility group »

hpi : heure post-infection

HVEM : « herpesvirus entry mediator »
ICP : « infected cell polypeptide »

ICTV : « International Committee on Taxonomy of Viruses »
IP : immédiat-précoce

IRES : « internal ribosome entry site »
LAT : « latency associated transcript »
m.o.i. : « multiplicity of infection »
ND10 : « nuclear domain 10 »

NES : « nuclear export signal »

NLS : « nuclear localisation signal »
NoLS : « nucleolar localisation signal »
NOR : « nucleolus organizer region »
OF-1: « origin factor 1 »

P : précoce

PAA : « phosphonoacetic acid »

pfu : « plaque forming unit »

Pol | : ARN polymérase |

P/S : pénicilline et streptomycine

RNP : complexe ribonucléoprotéique



SDS : « sodium dodecylsulfate »

snoRNA : « small nucleolar RNA »
snoRNP : « small nucleolar ribonucleoprotein »
T : tardif

UCE : « upstream control element »

UL : « unique long »

US : « unique short »

VHC : virus de I'hépatite C

VHS : virus de I'herpés simplex

vhs : « virion host shutoff »

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

VP : « viral protein »



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



VIRUS DE L’HERPES SIMPLEX

Taxonomie des virus herpés

Les virus herpés sont trés répandus dans le régne animal, avec des représentants dans
plusieurs espéces. Le « International Committee on Taxonomy of Viruses » (ICTV), classifie les
virus herpés de la facon suivante. L'ordre des Herpesvirales regroupe trois familles :
Alloherpesviridae, Malacoherpesviridae et Herpesviridae. La famille des Alloherpesviridae se
subdivise en quatre genres qui infectent des amphibiens de la famille des Ranidae et des
poissons de la famille des Cyprinidae, Anguillidae, Acipenseridae et Ictaluridae. La famille des
Malacoherpesviridae, quant a elle ne compte qu'un genre, soit Ostreavirus, dont la seule
espéce est le Osterid herpesvirus 1. Les virus de la famille Herpesviridae sont répartis en trois
sous-familles qui contiennent chacune entre quatre et cing genres et plusieurs dizaines
d’espéces infectant également une grande variété d’hétes vertébrés. 1l y a cependant huit virus
humains qui seront décrits plus en détail.

La sous-famille Alphaherpesvirinae comprend le genre Simplexvirus qui inclut les espéces de
I'herpés simplex 1 et 2 (VHS-1 et VHS-2), et le genre Varicellovirus qui comprend l'espéce
varicella-zoster. Les Alphaherpesvirinae ont un cycle de réplication plus court que les autres
virus herpés humains et ont un tropisme neuronal.

La sous-famille Betaherpesvirinae comprend le genre Cytomegalovirus, dont le représentant
humain est le cytomégalovirus humain. Les herpésvirus humains 6 et 7, du genre Roseolovirus,
font également partie de cette sous-famille. Les Betaherpesvirus ont un cycle de réplication lent,
tant chez I'héte qu'en culture cellulaire.

La sous-famille Gammaherpesvirinae comprend les genres Lymphocryptovirus et Rhadinovirus,
dont les représentants humains sont respectivement le virus Epstein-Barr et le virus associé au

sarcome de Kaposi. Ces virus ont un tropisme lymphocytaire et sont oncogéniques.
Morphologie du VHS-1

Le génome du VHS-1 est un brin linéaire d'’ADN bicaténaire de 152 kb. Son contenu en GC
avoisine 68% et il code pour au moins 84 protéines (Roizman et al., 2007). Le génome est
dépourvu d’histone sous la forme encapsidée. Cependant, des polyamines servent a neutraliser

les charges négatives de I'ADN, permettant une haute densité d’encapsidation (Gibson et al.,



1971, Leinbach et al, 1980). Le génome est composé de deux parties majeures qui sont
flanquées de régions répétées : UL « unique long » et US « unique short » (Figure 1). Il est
possible de retrouver le génome dans quatre conformations différentes a des concentrations
équimolaires, qui varient selon l'orientation des composantes UL et US (Hayward et al., 1975).

oril oriS

Figure 1 : Orientations des segments UL et US du génome viral
Représentation des quatre isoformes pouvant étre retrouvés selon I'orientation des segments UL
et US. Les boites a, b et ¢ représentent les régions répétées qui flanquent les régions UL et US.
Les régions hachurées sont les origines de réplication oriL et oriS. Les fleches horizontales
montrent les orientations possibles des segments UL et US. Modifiée de : Boehmer et al., 2003

Trois formes de capsides se retrouvent dans les cellules infectées, nommées A, B et C. Les
formes A et B sont considérées comme des formes abortives de I'encapsidation étant donné
I'absence de génomes (Conway, 2011). La capside mature contenant le génome (capside C)
est de forme icosaédrique de symétrie T=16 pour la couche externe et posséde une couche
interne de symétrie T=4 (Schrag et al., 1989). La structure de la capside est composée
principalement a partir de quatre protéines virales : VP5 (UL19), protéine majeure qui s’arrange
en hexons et pentons pour former les capsoméres, VP19¢ (UL38) et VP23 (UL18) qui lient les
capsomeéres ensemble et VP26 (UL35) qui s'assemble en hexaméres sur les hexons de VP5
(Zhou et al., 1995). Un portail permettant I'entrée du génome est formé de la protéine UL6
(Newcomb et al., 2001).

Un tégument protéique entoure la capside (Figure 2). Ce tégument contiendrait entre 20 et 23
protéines virales qui servent lors de I'entrée du virion dans la cellule avant la synthése des
nouvelles protéines virales (Loret et al., 2008 et revue dans Kelly et al., 2009). Ces protéines
serviront principalement a diriger les capsides au noyau (ex: UL14), a réguler I'expression
génique cellulaire et virale (ex : VP16, ICP0), a contrer la réponse a l'interféron (ex : UL13) et a



I'assemblage des virions a la fin du cycle viral (ex : VP1/2) (Coller et al., 2007, Hwang et al.,
2009, Yamauchi et al., 2008 et revue dans Kelly et al., 2009).

L'extérieur du virion est une enveloppe bi-lipidigue dans laquelle sont insérées des
glycoprotéines virales : gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gL, gM, ainsi que certaines protéines non-
glycosylées, encodées par ul20 et us9 (Loret et al., 2008, Roizman et al., 2007). La présence
d'autres protéines est également soupconnée.

Glycoprotéines

Enveloppe lipidique

Tégument

ADN génomique

Capside o a3 ®

Figure 2 : Structure du virion
L’ADN génomique double brin linéaire, au centre, est dans une capside protéique icosaédrique. Un
tégument contenant des protéines virales et cellulaires est situé entre la capside et I'enveloppe
lipidique. Les glycoprotéines virales régulant I'attachement et I'entrée y sont insérées. Image tirée
de http://www.bact.wisc.edul.

Cycle de réplication lytique

L'infection des cellules épithéliales des muqueuses par le VHS-1 résulte en une réplication
virale accrue qui méne ultimement a la lyse des cellules infectées et a sa dissémination. Le
cycle de réplication virale qui se déroule dans le cytoplasme et dans le noyau s'effectue en
plusieurs étapes ordonnées (Figure 3).



Figure 3 : Cycle de réplication lytique

La particule virale s’attache & la membrane cellulaire, puis les membranes virale et cellulaire
fusionnent. Suite a I’entrée par fusion ou endocytose, les protéines du tégument telles que vhs
(virion host shutoff) permettent de créer un environnement favorable a la réplication virale. La
capside est acheminée au noyau ou le génome y entre et se circularise. La réplication du génome
viral produit de longs concatéméres ramifiés. La transcription et la traduction des génes se font de
facon séquentielle en commencant par les génes immédiat-précoces (IP), puis précoces (P) et
ensuite tardifs (T). Les génomes viraux sont clivés et encapsidés dans le noyau. Les capsides
formées sortent du noyau par une succession d’événements d'enveloppements et de
désenveloppements, puis elles acquiérent leur tégument dans le cytoplasme. Les capsides sont
enveloppées au niveau de vésicules dérivées du réseau de I'appareil de Golgi et des endosomes.
La sortie de la cellule se fait ensuite par exocytose. (Crédit : Luc Bertrand, thése de doctorat)

Attachement et entrée

Le cycle de réplication commence lorsqu’une particule virale entre en contact avec une cellule
possédant les récepteurs requis pour I'attachement et I'entrée du virion. En culture cellulaire,
seulement quatre glycoprotéines virales sont requises pour la fusion, soit la glycoprotéine B
(gB), gD, gH et gL (Turner et al., 1998). Le contact avec gB ou gC et les héparines sulfates de
la cellule héte constitue linteraction initiale entre le virus et la cellule, ce qui permet
I'attachement (WuDunn et al,, 1989). L’attachement est réversible et cette étape n'est pas
essentielle a I'entrée, mais elle facilite la fusion en permettant un contact entre les protéines de
fusion et leurs récepteurs (revue dans Akhtar et al., 2009). La glycoprotéine gD déclenche la



fusion lors de sa liaison avec les « herpesvirus entry mediator » (HVEM), les nectines 1 et 2, ou
les héparines 3-O-sulfatées. Cette interaction permet d'initier la fusion en induisant un
changement conformationnel de gD, ce qui expose un domaine pro-fusion (Cocchi et al., 2004,
Fusco et al., 2005). En effet, le complexe de fusion composé de gB et gH-gL est assemblé par
le domaine pro-fusion de gD (Atanasiu et al., 2007). La glycoprotéine gB catalyse ensuite la
fusion des membranes via son interaction avec ses récepteurs, soit les héparines sulfates, DC-
SIGN, MAG et NM2a (revue dans Connolly et al., 2011). Les glycoprotéines gH et gL. forment
un hétérodimeére et peuvent lier des intégrines elles-mémes, mais leur réle dans la fusion est da
a l'interaction avec gB, ce qui méne a la formation du complexe de fusion (Atanasiu et al., 2007,
Parry et al., 2005). Selon les types cellulaires, I'entrée peut aussi se faire via 'endocytose de la
particule virale, soit de fagon pH-dépendante ou pH-indépendante (Milne et al., 2005, Nicola et
al., 2005, Nicola et al., 2003). Les glycoprotéines gB, gD, gH et gL sont également requises lors
de I'endocytose (Nicola et al., 2004).

Transport au noyau

Une fois les membranes virale et cellulaire fusionnées, le tégument protéique et la capside se
retrouvent a l'intérieur de la cellule. Le principal réle du tégument est de créer un environnement
permissible et favorable a la réplication du virus. Dans un premier temps, la protéine « virion
host shutoff » (vhs), entraine la dégradation des ARNm grace a son activité RNase intrinséque,
ce qui met fin a pratiquement toute traduction dans la cellule infectée (Zelus et al., 1996). Cette
fonction exclut toutefois les ARNm viraux lorsque la protéine virale VP16 est synthétisée (Knez
et al., 2003, Lam et al., 1996). La protéine vhs est également capable de réguler la traduction
de fagon indépendante de son activité RNase (Saffran et al., 2010).

VP22, une protéine multifonctionnelle et abondante du tégument, posséde des motifs de liaison
aux microtubules et a la chromatine (Martin et al., 2002). VP22 regroupe les microtubules t6t
dans linfection ce qui les stabilisent, mais induira leur désorganisation plus tard dans le cycle
viral, ce qui causera la relocalisation de VP22 au noyau (Elliott et al., 1998, Kotsakis et al.,
2001). Il a été montré également que VP22 peut promouvoir la synthése de protéines virales
tard dans l'infection et I'accumulation de quelques transcrits viraux a des temps précoces. Elle
peut aussi réguler la transcription de la thymidine kinase virale et de gC via une interaction avec
ICPOQ (Duffy et al., 2009, Yu et al., 2010).



ICPO est une protéine immédiate-précoce, mais qui a tout de méme été détectée dans une
préparation purifiée de virions (Loret et al., 2008, Yao et al., 1992). Cette protéine occupe
plusieurs fonctions importantes dans la réplication du VHS, surtout en lien avec I'évasion des
mécanismes de défense intracellulaire qui sera discutée plus loin. La raison de la présence
d'ICPO dans le tégument reste a étre confirmée, mais une étude récente montre qu'lCPQO est
importante pour le transport des capsides au noyau, possiblement a cause de son activité E3-
ubiquitine ligase et son interaction avec le protéasome (Delboy et al., 2011). Il a déja été
démontré que le protéasome est important pour le transport des capsides au noyau (Delboy et
al., 2008). Des mutants en ICPO montrent un transport au noyau altéré. En présence d'ICP0
dans le tégument, une inhibition du protéasome interfére avec le transport des capsides au
noyau (Delboy et al., 2011). Les auteurs de cette étude suggérent qu'lCP0O du tégument
permettrait une dégradation de certaines protéines du virion ou du cytosquelette par le

protéasome et faciliterait ainsi le transport au noyau.

Une partie du tégument reste lié a la capside pendant son transport jusqu’aux pores nucléaires
via les microtubules (Dohner et al., 2002, Morrison ef al., 1998, Sodeik et al., 1997). Au moins
deux protéines virales sont impliquées dans I'attachement de la capside aux pores nucléaires,
UL25 et UL36 (VP1/2) (Copeland et al., 2009, Pasdeloup et al., 2009). L'interaction de ces
protéines avec le complexe des pores nucléaires permet l'orientation de la capside et son
attachement. Toutefois, le mécanisme précis d'injection du génome viral a l'intérieur du noyau
est inconnu. L’hypothése principale est que le génome est sous pression a lintérieur de la
capside (revue dans Liashkovich et al., 2011). La base de cette hypothése est la similitude
entre la capside virale du VHS-1 et celle de certains bactériophages (Baker et al., 2005). Dans
ces bactériophages, le génome peut étre encapsidé sous pression, ce qui permet I'éjection au
moment de la liaison de la capside a son récepteur (Evilevitch et al., 2003, Smith ef al., 2001).

Expression des genes viraux

L'expression des génes viraux se produit en une cascade ordonnée (Honess et al., 1974). Les
trois classes principales de génes sont les immédiats-précoces (IP ou a), précoces (P ou B) et
tardifs (T ou Y) et leur transcription est faite dans le noyau par 'ARN polymérase Il cellulaire
(Costanzo et al., 1977). Les protéines IP sont ICPQ, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47, et US1.5 et
sont les premiéres a étre produites. La transcription des génes IP ne dépend pas d’autres
protéines virales, mais elle est favorisée par la présence de VP16 (Ace et al., 1989, Campbell et
al., 1984, Poon et al., 1995). VP16 agit avec HCF et Oct-1, deux protéines cellulaires, et le



complexe qu'elles forment permet de recruter les facteurs de transcription aux promoteurs des
geénes IP (revue dans Weir, 2001). Les principales fonctions des protéines IP sont de contrer les
défenses de I'héte (ICPO, ICP47), de réguler la transcription des classes de génes viraux (ICP4,
ICP27) et de réguler lactivité de 'ARN polymérase Il (ICP22, ICP27). L'expression de la
deuxiéme classe de génes requiert la présence d'ICP4 comme facteur de transcription. Les
protéines précoces sont impliquées principalement dans la réplication de 'ADN. Par exemple,
ICP8 est une protéine liant 'ADN simple brin, UL30 est 'ADN polymérase et UL23 est la
thymidine kinase virale. La derniére classe de génes est divisée en deux sous-classes selon
leur dépendance a la réplication de 'ADN viral. Les y1, ou « leaky late », peuvent étre exprimés
sans la réplication de 'ADN, malgré que cette derniére augmente leur transcription (Godowski
et al., 1986). Les y2, ou « frue late », requiérent la réplication de FADN viral (revue dans
Roizman et al., 2007). Les protéines T sont principalement impliquées dans I'assemblage des
nouveaux virions. Par exemple, cette classe de génes comprend les protéines de la capside, le
complexe terminase qui encapside les génomes et les glycoprotéines virales (revue dans
Roizman et al., 2007). Cette classe contient aussi certaines protéines du tégument qui seront
utilisées lors de I'entrée de la nouvelle particule virale, par exemple vhs et VP16 (revue dans
Kelly et al., 2009).

Réplication du génome

Suivant I'entrée du génome dans le noyau, le brin d'ADN linéaire se circularise (Garber et al.,
1993). Le génome possede trois origines de réplication, la premiére se situe dans la partie UL
(oriL) et les deux autres se trouvent dans chacune des partie ¢ qui encadrent la région US (oriS)
(Figure 1). Méme si les origines ne sont pas identiques, il semble y avoir une certaine
redondance, puisque la mutation d’'une ou de deux origines permet toujours la réplication
(Igarashi et al., 1993, Longnecker ef al., 1986, Polvino-Bodnar et al., 1987). A ces origines de
réplication se lient des facteurs viraux et cellulaires pour initier la réplication. Dans un premier
temps, la protéine virale UL9 est essentielle pour l'initiation de la réplication en se liant aux
origines de réplication, ce qui induit un changement de conformation de celles-ci (Koff et al.,
1991). L'interaction d’'UL9 avec ICP8, une protéine liant 'ADN simple brin, permet d’ouvrir la
double hélice, de stabiliser cet état et de stimuler I'activité hélicase d’'UL9 (Arana et al., 2001,
He et al, 2001). Une étude a également identifié plus de 50 protéines cellulaires ayant co-
précipitées avec ICP8 et qui seraient impliquées dans la réplication de 'ADN (Taylor et al.,

2004). Deux protéines cellulaires ont été identifices comme pouvant se lier au site oriS et



participer a linitiation de la réplication, soit OF-1 pour « origin factor 1 » et le facteur de
transcription Sp1 (Baker et al., 2000, Dabrowski et al., 1994, Nguyen-Huynh ef al., 1998). La
suite de la séparation des brins est faite par le complexe de I'hélicase composé d’UL5, UL8 et
UL52 (Crute et al., 1988, Crute et al., 1989). La réplication du génome est ensuite effectuée par
le complexe de la polymérase composé de UL30, la sous-unité catalytique, et de UL42, une
sous-unité accessoire responsable d'augmenter la force de liaison au brin matrice (Chow et al.,
1995, Gottlieb et al., 1994, Gottlieb et al., 1990).

La réplication du génome du VHS-1 est complexe et les détails de tous les phénoménes
observés ne sont pas connus, tels l'inversion des génomes sous forme de concatéméres. En
effet, la réplication commence de fagon théta et se poursuit en cercle roulant, ce qui produit de
long concatéméres de génomes « téte-a-queue » (revue dans Boehmer et al., 1997). L’origine
des inversions des segments UL et US est due a la recombinaison homologue, qui pourrait
jouer un réle important dans la réplication du génome, autre que de provoquer l'inversion
seulement (revue dans Wilkinson et al., 2003). D'autres observations démontrent l'importance
de la recombinaison, comme les structures complexes et branchées des intermédiaires de
réplication (Severini et al., 1996). Un modéle récent proposé par Okamoto et son équipe
suggere une réplication par « double cercle roulant » qui est hautement propice a la
recombinaison et pourrait rallier les deux éléments clés de la réplication du génome viral, soit
les concatémeres et l'inversion des génomes (Okamoto et al., 2011). Enfin, plusieurs protéines
cellulaires impliquées dans la recombinaison, la réparation et le remodelage de la chromatine
sont recrutées aux compartiments de réplication virale (Taylor et al., 2004). Certaines des
protéines cellulaires recrutées participent a la réparation de 'ADN et sont importantes pour une
réplication efficace du virus, comme Mre11 et ATM, pour « ataxia telangiectasia mutated ». Une
diminution de la réplication virale est observée en absence de ces protéines (Lilley ef al., 2005).
MHS2 et MLH1 sont deux protéines qui font partie d'un mécanisme de réparation des mauvais
appariements ou MMR, pour « mismaltch repair ». Lors d’'une diminution de I'expression de ces
protéines, un retard dans I'expression de génes IP et P et dans la réplication est observé
(Mohni et al., 2011). Par contre, d'autres protéines cellulaires relocalisées font partie d'une

défense antivirale intracellulaire qui sera abordée plus loin.

Encapsidation et sortie

L'assemblage des capsides est observé a l'intérieur du noyau et cette activité forme des régions

nommées corps d'inclusions. La chaine d’assemblage des capsides commence avec la



formation de complexes entre VPS5, la protéine majeure de la capside, et VP22a (UL26.5), la
protéine d'échafaudage, qui s’assemblent en capsides sphériques (Newcomb et al., 1996).
L’ajout du portail composé de douze copies d’UL6 se fait via une interaction avec les protéines
d’échafaudage a ce moment (Newcomb et al., 2005). Cet intermédiaire instable est nommé pro-
capside et peut subir un changement de conformation qui méne a la forme « B ». Cette forme
contient toujours les protéines d’échafaudage, mais elle n’est pas une forme productive (revue
dans Brown et al., 2011). La protéase UL26 procéde normalement a la digestion des ces
protéines d'échafaudage (Liu et al.,, 1993). Une fois la pro-capside assemblée, mais avant sa
maturation, le complexe terminase composé d'UL15, UL28 et UL33 est assemblé et se lie au
portail (Sheaffer et al, 2001, Yang et al., 2006, Yang et al, 2007). Ce complexe est
responsable du clivage des concatéméres en génomes uniques et de leur entrée dans la
capside. UL17 et UL25 s’arrangent en dimére et forment les CCSC, pour « C-capsid-specific
components » (Trus et al., 2007). Ces protéines stabilisent alors la nouvelle conformation de la
capside contenant le génome nommée capside « C » (Toropova et al., 2011). Une forme
abortive de I'encapsidation, nommée A, est caractérisé par l'absence de protéines
d’échafaudage et d'/ADN (Newcomb ef al., 1991). Cette forme ne serait pas causée par un
défaut d’initiation de 'empaquetage, mais plutét par un probléme de rétention du génome, étant
donné l'absence d’'échafaudage et la présence de protéines d’empaquetage de I'ADN (Beard et
al., 2004).

Une fois le génome empaqueté, la capside sort du noyau. Il existe une hypothése selon laquelle
les capsides emprunteraient les pores nucléaires pour sortir du noyau (Wild et al., 2005). Une
étude plus récente montrant que les pores nucléaires demeurent majoritairement non-affectés
lors de l'infection confirme qu'il est improbable qu'ils soient impliqués dans la sortie des virions
(Nagel et al., 2008). Une autre hypothése veut que la capside acquiére son enveloppe finale au
niveau de la membrane nucléaire (Epstein, 1962). Cependant, la composition de I'enveloppe
des virons matures n'est pas similaire a celle du noyau (van Genderen et al., 1994). De plus, les
capsides semblent se désenvelopper a la membrane externe du noyau (Stackpole, 1969). Une
étude plus récente montre qu'une rétention de gD au réticulum endoplasmique diminue
grandement sa présence dans l'enveloppe des virons extracellulaires, suggérant que

'enveloppe finale ne provient pas du noyau (Skepper et al., 2001).

Selon le modéle généralement accepté, la capside sort du noyau en traversant la membrane
nucléaire. Les protéines virales UL31 et UL34 sont importantes pour le bourgeonnement initial a

la membrane nucléaire interne en entrainant la dispersion de la lamine nucléaire et en donnant
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a la capside l'accés a la membrane (revue dans Mettenleiter et al., 2006). Ces protéines ne sont
toutefois pas retrouvées dans les virions extracellulaires (Loret et al.,, 2008, Reynolds et al.,
2002). La capside enveloppée entre la membrane interne et externe du noyau fusionne pour se
retrouver désenveloppée dans le cytoplasme (Skepper et al., 2001).

Le recrutement du tégument final se fait une fois que la capside est dans le cytoplasme. La
protéine de capside UL25, en plus d’étre impliquée dans le bourgeonnement de la membrane
nucléaire, est utilisée pour 'assemblage ordonné du tégument proximal via son interaction avec
VP1/2 (Coller et al., 2007, Trus et al., 2007). UL36 et UL37 sont également essentielles a I'ajout
du tégument. Sans elles, il a été observé une accumulation de capsides « nues » dans le
cytoplasme (Desai et al.,, 2001). L'assemblage du tégument est un processus structuré faisant
intervenir plusieurs interactions protéiques. Par exemple, VP1/2 permet l'incorporation de VP16,
une protéine majeure du tégument, qui recrute ensuite VP22. (Hafezi et al., 2005, Svobodova et
al., 2012). L'enveloppement final se fait au niveau du réseau du golgi et possiblement des
endosomes. C'est également a cet endroit que le virion acquiert la partie distale du tégument
(Sugimoto et al.,, 2008, Turcotte et al., 2005 et revue dans Kelly et al., 2009). La vésicule
contenant la particule virale enveloppée fusionne ensuite avec la membrane cellulaire, ce qui

relache le virion a I'extérieur de la cellule (revue dans Mettenleiter et al., 2006).
Pathogenése

Le VHS-1 est trés répandu dans la population générale, mais la prévalence augmente et I'age
de la primo-infection diminue dans les milieux socio-économiques défavorisés. La transmission
se fait par contact entre humains, étant donnée 'absence de vecteur ou de réservoir animal.
Ses manifestations sont variables en intensité et en durée, passant d’asymptomatiques a
mortelles dans des cas rares. Des particules virales infectieuses ont méme été isolées de la
salive de personnes asymptomatiques (Buddingh et al., 1953, Tateishi et al., 1994). On estime
qu’'au moins la moitié (245 %) de la population mondiale serait séropositive, et qu'environ 40 a

60 % des adultes aux Etats-Unis le serait (revue dans Fatahzadeh et al., 2007).

La primo-infection se fait au niveau des muqueuses ou de la peau abrasée. Elle peut étre
asymptomatique ou entrainer une lésion locale causée par la mort cellulaire et I'inflammation,
communément appelée feu sauvage (Roizman et al., 2007). Il est estimé que dans environ 1
cas sur 300 000 linfection ou la réactivation aprées la latence résulte en une encéphalite qui
peut étre mortelle ou entrainer des séquelles neurologiques en absence de traitement (Whitley,
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2006 et revue dans Brady et al, 2004). D'autres complications sont possibles, telles des
kératites herpétiques, qui sont une cause importante de cécité due a une maladie infectieuse
dans les pays développés (Toma et al., 2008).

Latence et réactivation

Suite a la primo-infection des muqueuses orales, le virus infecte les neurones sensitifs
adjacents et est transporté jusqu’au ganglion trijumeau ou il entre en latence (Baringer et al.,
1973, Bastian et al., 1972). La latence aurait été détectée de fagon expérimentale pour la
premiére fois en 1971 dans un modéle murin (Stevens et al., 1971). En latence, le génome viral
est associé a des nucléosomes et est maintenu sous forme épisomale dans le noyau de la
cellule hote (Deshmane et al., 1989). L'association du génome aux histones joue un réle
essentiel dans la latence. Les génes viraux IP sont associés avec des formes d’histones non-
acétylées ce qui réprime la transcription. A I'opposé, la région dont sont issus les transcrits
associés a la latence, ou LAT, pour « latency associated transcripts » est associée a des
histones acétylées, ce qui favorise la transcription (Kubat et al., 2004, Wang et al., 2005a). Les
transcrits LAT proviennent de I'épissage du transcrit LAT primaire. Ce sont les seuls transcrits
longs détectés en grande quantité lors de la latence (Stevens et al., 1987). Le mécanisme du
maintien de la latence par les LAT reste a étre élucidé. Cependant, plusieurs hypothéses sont
étudiées. Briévement, une partie des LAT est antisense a plusieurs génes cruciaux pour la
réplication lytique, comme ICP0O et ICP4, ce qui pourrait empécher leur traduction.
Deuxiémement, il existe une autre hypothése selon laquelle les micro-ARN encodés par LAT
pourraient réguler la traduction d'ICPO0, ICP4, ICP34.5, ou de certains génes cellulaires (revue
dans Bloom et al., 2011).

La réactivation du virus a lieu suite a un stress quelconque, comme un stress émotionnel ou
physique, des rayons UV, ou encore a une autre infection. L'acétylation des histones liées au
génome permettrait aussi aux génes lytiques d'initier la réactivation (Arthur et al., 2001). Une
fois que la production de nouvelles particules virales infectieuses est recommencée, le virus

retourne au site initial de I'infection via I'axone et il y a ré-infection de la muqueuse.
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Le nucléole

Le nucléole est un sous-compartiment dynamique du noyau des cellules eucaryotes qui aurait
été observé au début du 19° siécle pour la premiére fois. Son lien avec la production des ARN
ribosomaux (ARNr) a été établi dans la deuxiéme moitié du 20° siécle (Perry et al., 1961,
Ritossa et al., 1965). Comme les autres corps sous-nucléaires, aucune membrane ne délimite

les nucléoles.

Organisation et morphologie

Le nucléole est subdivisé en trois zones généralement concentriques, mais aucune membrane
ne sépare les sous-divisions entre elles. En microscopie, le nucléole est faiblement coloré par
un marquage de I'ADN, tandis que la chromatine dense entourant le nucléole est visible. Les
différentes structures se distinguent par leur composition en protéines et acides nucléiques,
ainsi que par leurs fonctions. Leur nom est tiré de leur morphologie en microscopie
électronique. Du centre vers 'extérieur, il y a : un ou plusieurs centres fibrillaires, ou FC pour
« fibrillar center », la composante fibrillaire dense, ou DFC pour « dense fibrillar component » et
la composante granulaire, ou GC pour « granular component » (Figure 4). L'organisation du
nucléole se fait autour de régions spécifiques de I'ADN génomique, appelées régions
organisatrices du nucléole, ou NOR, pour « nucleolus organizer region». Ces régions
contiennent les genes codant pour les ARNr et se trouvent sur les chromosomes 13, 14, 15, 21
et 22 (Henderson et al., 1972, Ritossa et al., 1965).
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Figure 4 : Schématisation de I’organisation du nucléole

Les FC sont au centre du nucléole, entourés de la DFC et ensuite de la GC. Les génes ribosomaux
(lignes rouges) sont transcrits en ARN ribosomiques (lignes bleues) en bordure du FC par ’ARN
polymérase I. Leur maturation est liée a leur transport au travers de la DFC et de la GC, puis du
noyau. Le transcrit primaire est clivé dans la DFC et est modifié par plusieurs « small nucleolar
ribonucleoprotein », ou snoRNP. L’assemblage avec des protéines ribosomales commence dans
cette zone également. L’association avec d’autres protéines et d’autres étapes de clivage se font
dans la GC. Les sous-unités 40S et 60S des ribosomes sont retrouvées dans le noyau, puis
s’assemblent en ribosomes dans le cytoplasme. Tirée de Boisvert et al., 2007.

L’assemblage et la dispersion du nucléole durant le cycle cellulaire est un excellent exemple de
son dynamisme. A la fin de la prophase, il y a arrét de la transcription des génes ribosomaux,
ce qui entraine la dispersion du nucléole (revue dans Boisvert et al., 2007). Briévement, la
phosphorylation de certaines sous-unités de la machinerie transcriptionnelle de FARN
polymérase | (Pol 1) par CDK1, pour « cyclin-dependent kinase-1 » arréte son activité¢ de
transcription, et cela serait en partie responsable de la dispersion du nucléole (Leung et al.,
2004). La protéine B23, une protéine constitutive d’'un complexe ribonucléoprotéique (RNP) pré-
ribosomal, est impliquée dans la maturation des ARNr. Sa phosphorylation, qui dépend
également de CDK1, est maintenue durant la mitose et serait impliquée dans la dispersion de
cette protéine de la GC (Negi et al., 2006). Cela fait des kinases dépendantes de cyclines, ou
CDK, un mécanisme omniprésent pour la régulation du nucléole pendant le cycle cellulaire.
Malgré que la majorité du nucléole soit dispersée, une partie des protéines reste liée aux NOR
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durant tout le cycle cellulaire. Des sous-unités de la Poll et les facteurs de transcription UBF,
SL1 et TTF-1 restent associés aux NOR durant la mitose (Dundr et al., 2000, Leung et al.,
2004, Roussel et al., 1996, Sirri et al., 1999).

Durant la télophase, le nucléole s'assemble de nouveau autour des NOR (Roussel et al., 1996).
Il semble que le redémarrage de la transcription des ADNr seulement n'est pas suffisant a
lassemblage du nucléole (Sirri et al.,, 2000). En effet, il peut se faire indépendamment de la
transcription des ADNr (Dousset et al., 2000). De plus, des inhibiteurs de CDK préviennent
I'assemblage des nucléoles a la sortie de la mitose, ce qui montre que cet assemblage est
régulé par certaines CDK et non seulement par la transcription des ADNr (Sirri et al., 2002).

Fonctions du nucléole

Biogenése des ribosomes

La fonction premiére du nucléole est la production des ribosomes, une activité hautement
organisée et régulée que certains estiment étre responsable de la moitié de la transcription
d'une cellule en croissance (Moss et al., 2002). Elle se fait de fagon ordonnée : les transcrits
d’ARNr débutent en bordure du FC et poursuivent leur maturation lors de leur transport vers le
cytoplasme (Figure 4) (Lazdins et al., 1997). Dans des cellules ayant une production élevée en
ribosomes, on observe plusieurs FC de petites tailles, alors qu'un seul FC plus large est
observé autrement (Hozak et al., 1989, Lafarga et al., 1989). Les ARNr 28S, 18S et 5.8S
proviennent initialement du transcrit unique 47S produit par la Pol |, tandis que 'ARNr 5S est
produit par 'ARN polymérase lll (revue dans Sirri et al., 2008, Tschochner et al., 2003). Le
transcrit 47S est détecté a la frontiére des régions FC et DFC (Cmarko et al., 2000). Il est
ensuite clivé et subit plusieurs modifications dans la DFC. Plus de 150 petits ARN nucléolaires,
ou snoRNA pour « small nucleolar RNA » et deux RNP sont impliqués dans la maturation des
différents précurseurs ribosomaux (revue dans Sirri et al., 2008). La liaison de ces précurseurs
a environ 80 protéines ribosomales s'effectue ensuite principalement dans la GC, ou l'on
retrouve les précurseurs des sous-unités 40S et 60S. Ces précurseurs subissent leurs

derniéres modifications lors de leur sortie du nucléole et leur trajet dans le noyau.
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Régulation du cycle cellulaire

La relation entre le nucléole et le cycle cellulaire est complexe. En plus d’étre régulé par le cycle
cellulaire, le nucléole est lui-méme impliqgué dans le contréle du cycle cellulaire. Les
modifications post-traductionnelles sont responsables de déclencher plusieurs étapes du cycle
cellulaire et certaines protéines modificatrices sont localisées ou interagissent avec le nucléole.
Des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation et la sumoylation sont
dynamiques et régulent certaines fonctions. Par exemple, une protéase spécifique aux
protéines sumoylées nommée SENP5a été identifiée au nucléole et son absence entraine un
défaut de division cellulaire (Di Bacco et al., 2006). Le nucléole affecte le cycle cellulaire aussi
par le controle de la localisation de protéines comme la protéine phosphatase 1 y (PP1y). Sa
localisation est nucléolaire lors de l'interphase, mais devient cytoplasmique et concentrée au
kinétochores lors de la mitose. PP1y s’associe ensuite aux chromosomes, puis au nucléole
suite a la division. Ces interactions déclenchées par le nucléole participeraient a la régulation de
la ségrégation des chromosomes (Trinkle-Mulcahy et al., 2007, Vagnarelli et al., 2006). Un
autre exemple est la séquestration durant le cycle cellulaire et le relachement durant la phase S
de la télomérase. La nucléoline, une protéine majeure du nucléole, est responsable de cette
séquestration (Khurts et al., 2004).

Réponses aux stress

Le nucléole recoit et répond a plusieurs signaux, ce qui en fait un acteur important dans la
réponse a certains stress. Ces stress peuvent étre un dommage a 'ADN, un défaut dans la
production de ribosomes, un manque de nutriments ou encore un choc thermique. lls entrainent
alors I'apoptose ou I'arrét du cycle cellulaire via la stabilisation de p53. HDM2, une E3 ubiquitine
ligase présente dans le noyau, maintient le niveau de p53 bas dans une cellule normale da a
une dégradation continue des nouvelles protéines synthétisées (Prives, 1998). B23, une
protéine nucléolaire, retient normalement p14ARF au nucléole, un acteur de la voie d'induction
de l'apoptose (Korgaonkar et al., 2005). Lors de certains stress, l'interaction B23-p14ARF est
brisée et p14ARF est libre d’interagir avec HDM2. La liaison de p14ARF avec HDM2 prévient
ainsi son interaction avec p53 dans le noyau (Lee et al., 2005). La protéine p53 est alors en
mesure d’induire I'apoptose ou l'arrét du cycle cellulaire. De plus, la stabilisation de p53 peut
étre induite par une désorganisation du nucléole, sans nécessairement qu'il y ait dommage a
I'ADN (Rubbi et al., 2003). Cela fait du nucléole un systéme qui intégre plusieurs signaux pour
réagir aux différents stress.
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Protéines nucléolaires étudiées

L'étude du nucléole est un domaine tres actif. En 2006, environ 700 protéines nucléolaires
étaient identifiées dans une étude protéomique (Leung et al., 2006). En revanche, selon les
derniéres études environ 4500 protéines sont présentes dans le nucléole (Ahmad et al., 2009).
Les deux protéines étudiées dans ce mémoire sont décrites dans cette section.

Upstream Binding Factor

La protéine UBF est composée de six domaines homologues aux protéines de la famille HMG
pour « high mobility group » (Bachvarov et al., 1991, Jantzen et al., 1990). Ce nom vient de leur
migration rapide dans un gel dénaturant SDS-PAGE. Ces domaines ont été identifiés dans
plusieurs autres protéines liant 'ADN (revue dans Stros et al., 2007). Les protéines HMG sont
reconnue pour leur grande mobilité et de leur dynamisme a l'intérieur du noyau. La famille HMG
est aussi connue pour son implication dans la modulation de la structure de la chromatine, la
régulation de la transcription, la réparation de 'ADN et la recombinaison (revue dans Reeves,
2010). Les protéines HMG sont regroupées en trois sous-familles : HMGA, B et C. Les
domaines d'UBF s'apparentent a la sous-famille HMGB, qui lie préférentiellement '’ADN
endommagé, replié ou déformé (Stros, 2010). Certains membres de cette sous-famille sont
aussi impliqués dans les mécanismes de détection d’acides nucléiques exogénes et d'induction
d’'inflammation lors de la réponse immunitaire innée (revue dans Yanai et al., 2012).

Il existe deux isoformes de la protéine UBF (O'Mahony et al., 1991) (Figure 5). Le géne ubf
encode trois transcrits différents, dont deux qui sont traduits en une protéine identique : UBF2
(Figure 12). Ces deux isoformes semblent étre produits en quantité similaire et auraient chacun
leur utilité, malgré que les fonctions spécifiques a UBF2 sont peu connues. |l a été rapporté que
les deux isoformes n'ont pas la méme capacité d'initier la transcription (Kuhn et al., 1994). Les
auteurs de la principale étude sur les isoformes d'UBF suggerent que le ratio entre UBF1 et
UBF2 pourrait étre un moyen de réguler plus précisément la transcription des geénes

ribosomaux (Stefanovsky et al., 2008).
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Figure 5 : Représentation des deux isoformes d’UBF
Structure prédite des domaines HMG d’UBF. Un domaine de dimérisation se trouve en N-terminale
et est représenté par I'ovale. UBF est composé de six domaines homologues aux HMG, et d'une
partie C-terminale acide contenant des régions riches en sérines (SSSS). Le deuxiéme domaine
HMG d’UBF2 (2.2) posséde une délétion de 37 acides aminés représentée par le cercle vert
comparativement au deuxiéme domaine HMG d’UBF1 (2.1). Les astérisques montrent des sites de
phosphorylation par la kinase ERK. Tirée de Stefanovsky et al., 2008.

Les génes codants pour les ARNr se trouvent répétés en tandem et espacés par des régions
non-transcrites. Le promoteur de ces génes contient deux parties importantes, le CE, pour
« core element » et le UCE, pour « Upstream CE ». Ces deux régions permettent de recruter le
complexe complet de la Pol I. UBF tire son nom de sa fonction de liaison a 'ADN sur la région
UCE du promoteur des génes ribosomaux (Learned et al., 1986). Le réle d’'UBF dans [l'initiation
de la transcription est de stabiliser l'interaction entre le complexe protéique SL1, des sous-
unités de la Pol | et le promoteur. UBF et SL1 interagissent de fagon coopérative lors de cette
liaison au promoteur. SL1 ne semble pas pouvoir lier FADN au promoteur sans UBF selon
certaines études (Bell ef al., 1990, Bell et al., 1988, Jantzen et al., 1992, Learned et al., 1986).
UBF peut également recruter PAF53, une sous-unité de la Pol |, directement au promoteur
(Hanada et al., 1996). Par contre, certaines études contredisent ce modéle. L'origine de la
spécificité du recrutement au promoteur est méconnue et pourrait venir du complexe SL1 plutét
que d'UBF. En effet, SL1 est capable de recruter certaines sous-unités de la Pol | au promoteur
en absence d'UBF (Friedrich et al., 2005, Moss et al., 2002, Panov et al., 2006). Une étude
montre qu'UBF aurait plutét un réle au niveau de la transition entre la formation du complexe
d'initiation et I'élongation de la transcription (Panov et al., 2006).
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Indépendamment du modele de recrutement du complexe d'initiation de la transcription, des
études démontrent que la liaison d’'UBF a 'ADN n’est pas restreinte aux promoteurs des génes
ribosomaux. En effet UBF peut lier 'ADN de fagon non-spécifique et reconnaitrait des structures
plutét qu'une séquence précise (Copenhaver et al., 1994, Kuhn et al., 1994, O'Sullivan et al.,
2002). Cette liaison a 'ADN se fait avec une plus haute affinité au promoteur, mais se retrouve
dans tout le locus des génes ribosomaux (O'Sullivan et al., 2002). Elle serait également
responsable de la formation et du maintient des NOR durant les étapes du cycle cellulaire, ainsi
que du recrutement au nucléole des différents facteurs de transcription de la Pol | (Mais et al.,
2005).

De plus, la liaison d’'UBF a I'ADN a un grand impact au niveau de sa structure. Premiérement, la
liaison d’'un dimére d'UBF au promoteur des génes ribosomaux peut induire une structure
similaire a la chromatine appelée « enhancesome » qui consiste en une boucle compléte de
140 paires de bases (Figure 6) (Putnam et al., 1994, Stefanovsky et al., 2001a). Deux de ces
boucles peuvent survenir au promoteur, rapprochant ainsi la région UCE du CE et deux
complexes SL1, favorisant la formation un complexe fonctionnel de la Pol | (Sanij et al., 2009).
Deuxiémement, UBF peut induire une décondensation de la chromatine (Chen et al.,, 2004,
Sanij et al., 2008). La liaison d'UBF a I'ADN et celle de I'histone H1, qui condense normalement
les nucléosomes, sont mutuellement exclusives et UBF peut déloger H1 (Kermekchiev et al.,
1997). Aussi, UBF se retrouve associé aux promoteurs actifs des génes ribosomaux, alors que
les promoteurs de génes inactifs sont liés aux histones H1 (Sanij et al, 2008). Cette étude
montre également qu’une diminution de la quantité d’'UBF par interférence a ARN n'affecte pas
la production nette d’ARNTr. En effet, lorsque le nombre de sites actifs de transcription diminue
suite a la transfection d’ARNi contre UBF, l'activité de transcription des sites actifs restant

augmente (Sanij et al., 2008).

Les mécanismes de régulation des fonctions d’'UBF identifiés sont principalement la
phosphorylation et I'acétylation. L'acétylation d’'UBF par CBP, une histone acétyl-transférase,
active la transcription en favorisant le recrutement de PAF53, une sous-unité de la Pol |
(Meraner et al., 2006, Pelletier et al., 2000). Aussi, la phosphorylation de la cinquiéme boite
HMG par CDK-2 et CDK-4 est requise pour I'activation de la transcription (Voit et al., 1999). La
phosphorylation de la partie C-terminale d’'UBF régule son interaction avec SL1 (Hempel et al.,
1996, Tuan et al.,, 1999). De plus, la phosphorylation d’'UBF aux boites HMG 1 et 2 par ERK,
une kinase régulée par des signaux extracellulaires, permet d’augmenter le taux d’élongation de

la transcription en réponse a des facteurs de croissance, et ce en modifiant la conformation de
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la chromatine (Figure 6) (Stefanovsky et al., 2006a, Stefanovsky et al., 2001b). UBF2, lisoforme
le plus court, ne posséde pas le site de phosphorylation par ERK sur la deuxiéme boite HMG et
ne peut replier 'ADN. Cette délétion simule un état constitutivement phosphorylé de cette
région. UBF2 répondrait donc plus rapidement a la phosphorylation par ERK, car seul le site sur
la boite HMG 1 doit étre phosphorylé pour augmenter l'activité d’'UBF. A l'opposé, cet état
d’'UBF2 la rendrait moins apte a ralentir la transcription (Stefanovsky et al., 2008).

Low ERK activation;
Elongation impeded

Figure 6 : Modéle de Paugmentation du taux d’élongation de la transcription en réponse a la phosphorylation
d’UBF par ERK
La spirale grise représente 'ADN lié 2 UBF et les ovales noirs représentent les domaines HMG
d'UBF. Les astérisques signifient une phosphorylation par la kinase ERK. L’ARN polymérase | est
représenté par l'ovale gris et sa progression par la fleche. Dans le panneau du bas, une
phosphorylation des boites HMG 1 et 2 d’'UBF déroule I’« enhancesome », ce qui permet une
progression plus rapide de la Pol |. Tirée de Stefanovsky et al., 2006a.

B23 / NPM1 / Nucleophosmin / NO38 / Numatrin

Cette protéine, ci-aprés appelée B23, est multifonctionnelle et est présente en grande quantité
dans le nucléole, principalement a la GC (Spector et al,, 1984). Deux isoformes de B23 sont
produits par épissage alternatif, B23.1 et B23.2 (Chang et al., 1989). Ces deux isoformes ont
une partie C-terminale différente ; B23.2 est tronquée de 35 acides aminés. Les deux isoformes
ont aussi une localisation cellulaire difféerente, soit principalement nucléolaire pour B23.1 et
cytoplasmique pour B23.2 (Wang et al., 1993). La partie C-terminale unique de B23.1 permet

une liaison a 'ARN qui est requise pour sa localisation nucléolaire (Nishimura et al., 2002,
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Wang et al., 1994). B23 posséde un domaine d'oligomérisation dans sa partie N-terminale et
plusieurs de ses fonctions semblent dépendre de cette oligomérisation, comme son association
a I'ARN et ses fonctions de chaperonne (Akey et al., 2003, Hingorani et al., 2000, Okuwaki et
al., 2002). Récemment, un troisieme isoforme manquant un exon comparativement a B23.1 a
été identifié¢ et nommé B23.3. L'exon manquant se situe dans la partie C-terminale. En ce

moment, aucune fonction n’est connue pour cet isoforme (Lindstrom, 2011).

Les signaux de localisation nucléaire (NLS) sont connus et bien caractérisés, ce qui n'est pas le
cas pour les signaux de localisation nucléolaire (NoLS) ou le seul consensus est la présence
d'acides aminés basiques (Sirri et al., 2008). Par contre, beaucoup de protéines se localisent au
nucléole en interagissant avec B23 ce qui en fait un transporteur possible pour les NoLS,
d’autant plus que B23 circule constamment entre le noyau et le cytoplasme (Borer et al., 1989).
Un NolLS serait probablement une séquence permettant d'interagir avec une protéine
nucléolaire comme B23 (Lechertier et al., 2007).

B23 est impliquée dans la biogenése des ribosomes a plusieurs niveaux. Premierement, elle est
impliquée au niveau du transport nucléaire, par exemple en transportant la protéine ribosomale
L5, une chaperonne pour I'ARNr 5S (Maggi et al., 2008, Yu et al., 2006). Deuxiemement, B23
posséde une activité ribonucléase qui est impliquée dans le clivage et la maturation de certains
ARN pré-ribosomaux (Herrera et al.,, 1995). Par exemple, la production de I'ARNr 28S est
déficiente en absence de B23 (Savkur et al., 1998). B23 est également une chaperonne
d’'histones, pouvant moduler la formation de nucléosomes (Okuwaki et al., 2001b). Elle agit
aussi comme chaperonne en prévenant les agrégations ou la dénaturation de protéines suite a
un traitement thermique. Elle permet par exemple la restauration de l'activité de I'enzyme LADH
« liver alcohol deshydrogenase », suite a un traitement chimique qui la dénature (Szebeni et al.,
1999).

B23 participe a plusieurs autres fonctions cellulaires, comme la régulation du cycle cellulaire en
contrélant la duplication des centrosomes lors de la mitose (Okuda et al.,, 2000, Wang et al.,
2005b). Elle est impliquée aussi dans la transcription, la réplication et la réparation de 'ADN
(revue dans Lindstrom, 2011).

La régulation de B23 par des modifications post-traductionnelles a été étudiée en détail par de
nombreuses équipes de recherche (Figure 7). En plus de ces mécanismes, la formation
d’hétéro-oligoméres entre B23.1 et B23.2 est une fagon de réguler la liaison a 'ARN de B23.1,

car le ratio des isoformes dans un pentamere module la liaison a I'ARN (Okuwaki et al., 2002).
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Figure 7 : Représentation des domaines et sites de régulation de B23.1
Le domaine d’oligomérisation est montré en vert, les régions acides en rouge et le domaine de
liaison a ’ARN en bleu. Les motifs noirs représentent les signaux d’export nucléaire, le motif bleu
représente le signal d’'import nucléaire et le rouge un site de liaison 4 'ATP. Les sites connus de
modifications post-traductionnelles sont indiqués par I'acide aminé ciblé, par exemple S4 pour la
sérine 4. Modifiée d’Okuwaki, 2008.

Interactions entre certains virus et des protéines nucléolaires

Plusieurs virus, qu'ils se répliquent dans le noyau ou non, interagissent avec le nucléole et
d’autres compartiments sous-nucléaires. De nombreuses interactions avec UBF et B23 ont été
rapportées. Les exemples les plus pertinents sont décrits dans les sections suivantes.

Adénovirus

Les adénovirus ont un génome d’ADN linéaire double brin et se répliquent dans le noyau. La
réplication induit des changements dans la cellule héte et implique I'utilisation de certaines
protéines nucléolaires. Par exemple, B23 et une autre protéine majeure du nucléole, la
nucléoline, sont dispersées du nucléole par la protéine virale V (Matthews, 2001, Walton et al.,
1989). Il a ensuite été montré que B23 interagit avec plusieurs protéines virales et participe a la
réplication de 'ADN viral en servant de chaperonne pour l'assemblage de la chromatine
(Okuwaki et al., 2001a, Samad et al., 2007). Une autre équipe a par la suite démontré que
B23.1 et B23.2 ont des partenaires d'interaction viraux différents, soit pTP pour « preterminal
protein » et DBP pour « DNA-binding protein » respectivement, deux protéines impliquées dans
la réplication du génome des adénovirus. Malgré cela, les deux isoformes de B23 servent a la
réplication virale a titre de chaperonnes dans l'assemblage de la chromatine (Hindley et al,,
2007, Samad et al., 2007). L'étude de Hindley et al. souligne ainsi I''mportance d'étudier les
différents isoformes d’'une méme protéine dans ce contexte. Récemment, il a été suggéré que
la protéine V et B23 participeraient au processus d’assemblage des virions (Ugai et al., 2012).
De plus, une relocalisation d’'UBF aux génomes viraux a été observée. UBF est retrouvée aux
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extrémités des génomes et favorise la réplication virale (Lawrence et al., 2006). Il est
intéressant de noter que dans cette étude la relocalisation d’'UBF aux génomes viraux ne
semble pas affecter la synthése d’ARNr. En 2008, Sanji et ses collaborateurs ont montré
qu’aprées diminution du niveau d’'UBF, le nombre de NOR actifs diminuent, mais ceux qui restent
augmentent en activité, ce qui maintient le niveau total de transcription des ARNr (Sanij et al.,
2008). Ces observations offrent une explication au phénoméne observé en 2006 par I'équipe de

Lawrence et al.

Virus de I’hépatite C

Méme chez un virus @ ARN qui ne se réplique pas dans le noyau, des interactions avec
plusieurs protéines nucléolaires ont été rapportées. La polymérase du virus de I'hépatite C
(VHC) posséede deux sites pouvant lier la nucléoline et il semble que cette interaction puisse
influencer I'oligomérisation nécessaire a l'activité de la polymérase NS5B (Hirano et al., 2003).
Des expériences subséquentes ont montré que la nucléoline serait importante pour la
réplication du VHC (Kusakawa et al., 2007, Shimakami et al., 2006). La nucléoline présente
dans le cytoplasme est également impliquée dans la traduction de protéines virales par les
IRES, pour « Internal Ribosome Entry Site » (Izumi et al., 2001, Lu et al., 2004). Un effet majeur
chez la cellule héte de l'infection par le virus de 'hépatite C est 'augmentation de la croissance
cellulaire. La protéine virale Core participerait @ ce phénomeéne en augmentant le recrutement
du complexe de transcription de la Pol | aux promoteurs des ADNr en induisant la
phosphorylation d’'UBF sur des sérines en C-terminale (Kao et al., 2004). NS5A est également
capable d'induire l'activation et la phosphorylation d’'UBF, ce qui résulte en une augmentation
de la transcription par la Pol | (Raychaudhuri et al., 2009). De plus, un signal d’export nucléaire
(NES) a été identifié récemment chez la protéine Core qui lui permet de faire la navette entre le

noyau et le cytoplasme, un mécanisme important pour la réplication virale (Cerutti et al., 2011).

Virus de 'immunodéficience humaine

Le VIH utilise plusieurs protéines nucléolaires lors de son cycle de réplication. Selon certaines
études, la nucléoline membranaire serait méme impliquée dans son entrée de la cellule héte
(Nisole et al., 2002, Said et al., 2005). Il a aussi été rapporté que des modifications de la
nucléoline par le VIH seraient responsables de la dérégulation du cycle cellulaire chez les
lymphocytes infectés. La nucléoline est altérée de plusieurs fagons lors de l'infection. Dans les
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lymphocytes de patients infectés, elle est plus fortement phosphorylée, clivée et se trouve de
facon prédominante a I'extérieur du noyau et a la membrane plasmique (Galati et al., 2003).
Suite a I'entrée du virion, deux protéines régulatrices majeures du VIH se localisent au nucléole
grace a leur interaction avec B23 : Tat, un transactivateur de la transcription de FADN viral, ainsi
que Rev, un facteur d’export nucléaire et d'épissage des ARN viraux (Li, 1997, Szebeni et al.,
1997). La localisation nucléolaire de ces protéines est essentielle & leurs fonctions (Michienzi et
al., 2002). De plus, I'export des ARNm du VIH se ferait via le nucléole avec le transport de Rev
(Canto-Nogues et al., 2001, Michienzi et al., 2000). En effet, une séquestration de Rev au
nucléole inhibe la réplication virale, de méme lors de l'expression et de la localisation

nucléolaire d’'un ribozyme ciblant TARNm viral (Michienzi et al., 2000, Michienzi et al., 2006).

Virus de la poliomyélite

L'infection par le virus de la poliomyélite entraine une relocalisation de la nucléoline dans le
cytoplasme (Waggoner et al., 1998). |l utilise lui aussi des sites IRES pour la traduction de ses
ARN et, comme chez le virus de 'hépatite C, la nucléoline est impliquée (Izumi et al., 2001). La
protéase virale 3C est responsable de l'arrét de la transcription des génes cellulaires observé
dans les cellules infectées par le virus de la poliomyélite (Kundu et al., 2005). De plus,
l'interaction du virus de la poliomyélite avec la machinerie de transcription de la Pol | a pour but
d’inhiber la transcription des génes ribosomaux. En effet, la protéase virale 3C clive la protéine
TAF110, une partie du complexe du facteur de transcription SL1, ce qui empéche la
transcription par la Pol I. UBF est également dégradée lors de linfection, mais par un
mécanisme autre que la protéase 3C (Banerjee et al., 2005).

Virus de I’herpés simplex 1

La réplication du VHS-1 se fait principalement dans le noyau. De ce fait, de nombreuses
interactions avec des protéines et sous-compartiments nucléaires ont été rapportées. Avant
tout, un effet général de réduction de la production et de la maturation des ARNr est observé
suite a linfection (Wagner et al, 1969). Dans un premier temps, plusieurs protéines
nucléolaires sont relocalisées lors de linfection. La protéine B23 passe d'une localisation
nucléolaire pour devenir nucléaire suite a l'infection par un virus de type sauvage, ou suite a la
transfection du géne viral u/i24 (Calle et al., 2008, Lymberopoulos et al., 2011). La nucléoline

subit un changement similaire et se disperse suite a linfection, de facon dépendante de la
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région putative d'endonucléase de la protéine UL24 (Bertrand et al., 2010, Bertrand et al., 2008,
Lymberopoulos et al, 2007). La nucléoline est importante pour la réplication virale et est
impliquée dans la sortie des particules virales du noyau. Lors d’'une expression réduite de la
nucléoline, on observe une plus faible réplication virale et une réduction du nombre de capsides
détectées dans le cytoplasme (Calle et al., 2008, Sagou et al., 2010). Aussi, la protéine virale
US11 interagit avec la nucléoline, mais s'accumule au noyau en son absence. La nucléoline
serait donc impliquée dans I'export de US11 du noyau (Greco et al., 2011). UBF subit aussi un
changement de localisation. Elle se colocalise avec les compartiments de réplication virale suite
a l'initiation de la synthése d’ADN viral (Lymberopoulos et al., 2010, Stow et al., 2009). Il a été
suggéré qu'UBF serait impliquée dans la synthése d'ADN viral, au méme titre que chez les
adénovirus.

Réponse antivirale intrinséque contre le VHS-1

Les interactions entre les virus et les cellules hote se manifestent de plusieurs fagons. D'une
part, le virus exerce un controle des éléments cellulaires a des fins réplicatives. D'autre part, la

cellule possede une défense antivirale intrinséque visant a restreindre la réplication virale.
Nuclear Domain 10

Lors de I'entrée du génome viral dans le noyau, un mécanisme de défense cellulaire se met en
place. Les ND10, pour « Nuclear Domain 10 » sont aussi appelés corps PML, a cause de la
protéine constituante majeure, PML, pour « Promyelocytic Leukemia ». Hors d'un contexte
d’infection, ils participent a la régulation de I'apoptose, de la transcription et de la réparation des
dommages a 'ADN (Borden, 2002, Krieghoff-Henning et al., 2008, Zhong et al., 2000). Le
nombre et la taille des ND10 sont augmentés en réponse a linterféron, mais il n'est pas
nécessaire a leurs présence (revue dans Borden, 2002). Les principales composantes des
ND10, soit PML, Sp100 et hDaxx, s'assemblent de novo rapidement auprés des génomes du
VHS-1 apres leur entrée (Figure 8) (Everett et al., 2005). La séquence oriS et les protéines
virales ICP4 et ICP27 semblent étre suffisantes pour induire la colocalisation des génomes et
des ND10 (Tang et al., 2003). Par contre, les ND10 sont rapidement dispersés par la protéine
virale ICPO lors d'une infection avec un virus de type sauvage (Everett et al., 2004, Maul et al.,

1993). PML est requise pour la formation des ND10. L'activité E3 ubiquitine ligase de ICP0O
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entraine la dégradation de PML et Sp100 par le protéasome, ce qui cause donc la dispersion
des ND10 (Boutell et al., 2002, Chelbi-Alix et al., 1999, Everett et al., 1998, Ishov et al., 1999).
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Figure 8 : Schématisation des événements liés aux ND10 suivant I’entrée du génome viral
Suite a I'entrée du génome viral dans le noyau par le pore nucléaire, la transcription commence et
les constituants des ND10 forment de nouveaux complexes adjacents au génome. Aprés
I'expression d’ICPO, ces complexes sont dégradés et le compartiment de réplication viral se
développe. Tirée d’Everett et al., 2005.

La restriction de la réplication du VHS-1 par PML a été montrée directement a I'aide d'un virus
déficient en ICPQ. Ce virus ne peut pas se répliquer de facon efficace qu'a forte multiplicité
d'infection (m.o.i.) ou si la production de PML est inhibée par interférence a ARN, mais la
réplication n’atteint toutefois pas les niveaux du virus sauvage (Everett et al., 2006). Au moins
deux des six isoformes de PML seraient impliqués dans cette restriction (Cuchet et al., 2011).
D'autres protéines des ND10 qui participent a la restriction de la réplication ont aussi été
identifiees, soit Sp100, hDaxx et ATRX. Le géne de Sp100 encode plusieurs isoformes
(Sp100A, Sp100B, Sp100C et Sp100HMG), dont un contient un domaine HMG (Sp100HMG).
Les isoformes B, C et HMG sont impliqués dans la restriction de la réplication (Negorev et al.,
2006). La déplétion de Sp100 permet également a un virus déficient en ICPO de se répliquer et
la déplétion simultanée de PML et Sp100 permet une réplication plus elevée que la déplétion de
PML ou Sp100 seule (Everett et al,, 2008). ATRX et hDaxx ont des fonctions connues de
remodelage de la chromatine (Xue et al., 2003). La diminution de I'expression par interférence a
ARN de ces protéines permet aussi a un virus déficient en ICPO de se répliquer, et ces deux

protéines agissent en tant que complexe (Lukashchuk et al., 2010). Le complexe hDaxx et
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ATRX n’est pas affecté par ICPO et il ne semble pas y avoir d’interaction directe entre celui-ci et
ICPO. L'inhibition des fonctions de hDaxx semble plutét étre due a son hyperphosphorylation
lors de linfection de fagon dépendante d'ICPQ (Lukashchuk et al., 2010). ICPO posséde donc
plusieurs moyens de contrer les défenses cellulaires. De plus, une étude récente suggére qu’'un
microARN pourrait empécher la traduction de ATRX (Jurak et al., 2012). Hors d’'un contexte
d'infection, PML, Sp100, hDaxx et ATRX interagissent tous avec des protéines régulatrices
pouvant modifier les histones (revue dans Nevels et al., 2011). Le mécanisme d’'action antiviral
précis des effecteurs des ND10 est donc probablement lié aux histones et a la conformation de
la chromatine, comme il est montré chez le cytomégalovirus humain (Woodhall et al., 2006).

Réparation de ’'ADN

La cellule posséde des mécanismes assurant une intégrité génomique. Ces mécanismes ont
aussi été liés a une défense antivirale intrinséque lors de l'infection par le VHS-1. Comme
mentionné plus t6t, certaines protéines servant a la réparation de 'ADN sont utilisées par le
virus pour sa réplication (Mohni et al., 2010, Mohni et al., 2011, Taylor et al., 2004). Le VHS-1
module la réponse cellulaire des dommages a 'ADN a son avantage en exploitant certaines
parties de cette réponse et en inhibant celles qui font partie d’'une défense antivirale. ATR et
ATRIP, deux des protéines cellulaires recrutées aux compartiments de réplication virale, font
partie de la voie de réponse aux dommages a I'ADN ATR, pour « ataxia telangiectasia and
Rad3-related ». Cependant, la suite de la voie de signalisation ATR est inhibée lors de
linfection par le VHS-1. En effet le recrutement de ATR et ATRIP cause normalement une
signalisation de dommages a I'ADN, ce qui n'est pas le cas lors de linfection par le VHS-1
(Mohni et al., 2010). De plus, leur recrutement est bénéfique pour la réplication virale. Un autre
exemple est la dégradation par le protéasome induite par ICP0 de la sous-unité catalytique
protéine DNA-PK, une protéine impliquée dans la réparation des bris double-brins (Parkinson et
al., 1999). ATM, une autre voie de réponse des dommages a 'ADN est activée par l'infection,
ICPO la module en dégradant RNF8 et RNF168, deux ubiquitines ligases qui servent a recruter
d'autres protéines effectrices (Lilley et al., 2011, Shirata et al., 2005). L'inhibition de parties

précises de ces voies permet au virus d'éviter ces mécanismes ayant des propriétés antivirales.
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Problématique

Le VHS-1 induit différents changements dans la cellule héte. La relocalisation de certaines
protéines nucléolaires par l'infection a été montrée auparavant dans plusieurs types cellulaires.
B23 et UBF sont deux protéines normalement localisées dans le nucléole. Suite a l'infection,
B23 se disperse dans le noyau, alors qu'UBF se relocalise aux compartiments de réplication
virale. Il a déja été démontré qu’une protéine virale tardive, UL24, est nécessaire et suffisante
pour disperser B23 dans les fibroblastes (Lymberopoulos et al., 2011). La cause exacte de la
relocalisation d'UBF dans les cellules infectées n’est pas connue. Cependant, un virus UV-
inactivé n'ayant aucune expression génique n’induit pas de relocalisation d’'UBF (Bourget,
2011). Un traitement a r'acide phosphonoacétique, ou PAA pour « phosphonoacetic acid »,
empéchant la réplication de I'ADN viral permet une relocalisation partielle d'UBF
(Lymberopoulos et al., 2010). Il a été suggéré qu'UBF est recrutée aux compartiments de
réplication virale pour participer a la réplication du génome viral (Stow et al., 2009). Par contre,
la relocalisation d’'UBF est détectée aprés le début de la synthése d'ADN viral (Lymberopoulos
et al., 2010).

Chez les adénovirus, UBF est aussi recrutée aux génomes viraux. Elle joue un réle dans leur
réplication en favorisant la synthése de 'ADN viral. Chez ce virus, B23 est aussi dispersée du

nucléole et est impliquée dans la réplication de 'ADN viral et dans I'assemblage des virions.

Chez le VHS-1, le réle de la dispersion de B23 est inconnu et aucun réle n’a été attribué hors
de tous doutes au recrutement d'UBF aux compartiments de réplication virale. L’hypothése de
départ était que ces altérations au nucléole sont provoquées par le virus afin de favoriser sa
réplication.

Afin de tester cette hypothése, la réplication virale a été étudiée dans des cellules dont

I'expression des protéines cibles était diminuée par interférence a ARN.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES
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Culture cellulaire

Les cellules Vero sont une lignée de fibroblastes de reins qui proviennent du singe vert
d'Afrique. Elles ont été propagées dans du milieu de culture DMEM « Dulbecco’s Modified
Eagle’'s Medium » contenant 5 % de sérum de veau nouveau-né ou NCS « newborn calf
serum » et 0,5 U/mL de pénicilline et 0,5 pg/mL de streptomycine (P/S). A I'atteinte d’environ
90 % de confluence, le milieu de culture était vidé et les cellules étaient lavées avec du PBS
« phosphate buffered saline ». De la trypsine, a raison de 2,5 g/L de trypsine et 0,38 g/L
d'EDTA était ajouté aux celulles. Elles étaient ensuite incubées a 37 °C avec 5 % de CO;
jusqu’a ce qu'elles se détachent. Un volume de milieu de culture égal a celui de la trypsine était
ajouté aux cellules. A cette étape, un dixiéme du volume était conservé pour le passage et la
concentration en cellule du reste était comptée pour utilisation. Les cellules du passage étaient
remises dans du milieu de culture, & 37 °C avec 5 % de CO,.

Les cellules HelLa sont des cellules épithéliales humaines qui proviennent d’'un cancer du col de
l'utérus. Elles ont été propagées dans du DMEM contenant 8 % de sérum de boeuf feetal, ou
FBS « fetal bovine serum » et 0,5 U/mL de pénicilline et 0,5 pg/mL de streptomycine. Lorsque la
culture atteignait environ 75 % de confluence, un passage était fait de la méme fagon que pour
les cellules Vero, a 'exception du volume conservé qui était de un huitieme.

Immunobuvardage de type western
Extraction des protéines

Les plaques de culture cellulaire étaient mises sur glace et le milieu de culture était enlevé, puis
les cellules étaient lavées au PBS froid. La lyse des cellules était faite avec le tampon de lyse
RIPA : 50 mM de Tris, 1 % (v/v) de Triton X-100, 0,5 % de DOC, 0,1 % (p/v) de SDS et 500 mM
de NaCl dans de I'eau Milli-Q. Avant utilisation, un mélange d'inhibiteur de protéases (cOmplete
Mini, Roche) était ajouté au tampon RIPA. Un volume de 150 uL de tampon RIPA était ajouté a
chacun des puits pour les plaques de six puits, et 75 puL a chacun des puits pour les plaques de
douze puits. Aprés incubation de cinq minutes, les cellules étaient grattées et récoltées dans un
tube, puis les lysats incubés sur glace pendant cinqg minutes. Les lysats étaient ensuite
centrifugés a 4°C a 13000 rpm pendant 30 minutes dans une microcentrifugeuse. Les
surnageants ont été conservés a -20°C.
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SDS-PAGE

La solution de chargement 6X contenant du bleu de bromophénol et 1:5 de B-mercaptoéthanol
était ajoutée aux lysats de protéines pour une concentration finale de 1X. Les lysats étaient
chauffés a 95 °C pendant une minute, puis remis sur glace. Les protéines ont été séparées par
électrophorése sur un gel dénaturant de polyacrylamide a 10 % dans un tampon de migration
composé de 3 g/L de Tris, 14,4 g/L de glycine et 0,1 % (v/v) SDS dans de I'eau Milli-Q. Au
moment de la sortie du front de migration, les protéines étaient transférées sur une membrane
de PVDF (polyvinylidene difluoride). Cette étape était faite par transfert liquide dans un tampon
de transfert composé de 3 g/L de Tris, 14,4 g/L de glycine et 20 % (v/v) de méthanol dans de
'eau Milli-Q pendant 90 minutes. Les sites libres de la membrane étaient ensuite bloqués par
incubation d’au moins une heure dans une solution de 5 % (p/v) de lait écrémé déshydraté (Bio-
Rad) dilué dans du TTBS : 2,42 g/L de Tris, 29,2 g/L de NaCl et 0,05 % (v/v) de Tween 20
dilués dans de l'eau Milli-Q.

Anticorps

Le marquage avec tous les anticorps était fait de la méme fagon, mais en variant les temps
d'incubations et la concentration des anticorps. Aprés le blocage, la membrane était lavée avec
du TTBS durant cing minutes a deux reprises. Les anticorps primaires étaient dilués dans
10 mL d’une solution de gélatine a 0,05 % dans du TTBS. La membrane était incubée avec
l'anticorps primaire avec agitation, puis lavée durant cing minutes a trois reprises avec du
TTBS. L'anticorps secondaire couplé a la peroxydase de raifort (HRP) était dilué dans la
solution de blocage et la membrane était incubé avec agitation, puis lavée durant cing minutes
a cinq reprises avec du TTBS. La solution de chimiluminescence Immuni-Star (Bio-Rad) était
ajoutée sur la membrane pendant cing minutes, puis les films Biomax XAR (Kodak) étaient
exposeés a la membrane, puis développés.

Les anticorps primaires étaient soit des monoclonaux de souris (mAb) ou des polyclonaux de
lapins (pAb). Les anticorps secondaires dirigés contre les anticorps monoclonaux de souris
provenaient de Jackson ImmunoResearch et ceux contre les anticorps polyclonaux de lapins
provenaient de Bethyl Laboratories. Les conditions qui étaient utilisées sont données sous la
forme : dilution utilisée puis temps d'incubation pour I'anticorps primaire, suivi des conditions de

I'anticorps secondaire.
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UBF (Santa Cruz Biotechnology, mAb, reconnait UBF1 et UBF2) : 1:500 pour 90 minutes, 1:750
pour 90 minutes

y-Tubuline (Sigma-Aldrich, pAb) : 1:2000 pour 60 minutes, 1:7500 pour 60 minutes

B23 (Santa Cruz Biotechnology, mAb) : 1:5000 pour 90 minutes, 1:7500 pour 90 minutes
ICP27 (Fitzgerald, mAb) : 1:1000 pour 75 minutes, 1:5000 pour 90 minutes.

TK (Dr W. Summers, Yale, pAb) : 1:1000 pour 90 minutes, 1:7500 pour 90 minutes.

gC (Fitzgerald, mAb) : 1:1500 pour 90 minutes, 1:5000 pour 90 minutes.

VHS-1 total (Abcam, pAb) : 1:2000 pour 90 minutes, 1:5000 pour 90 minutes.

Interférence a ARN

ARNi Dharmacon

Les ARN interférents (ARNi) utilisés proviennent de Dharmacon (Thermo Fisher) et sont congus
pour s'apparier spécifiquement aux ARNm des génes cibles (UBF ou B23) ou pour s’apparier a
aucun ARNm de mammifére (NT, pour « non-targeting »). Pour chaque transfection, quatre
séquences différentes d’ARNi NT ou ciblant UBF ou B23 ont été utilisées. Selon les
expériences, les cellules HelLa ont été mises en culture sur plaque de six ou de douze puits.
Les conditions suivantes correspondent a une transfection d’'un puits de plaque de douze puits.

Pour les puits de plaques de six puits, toutes les quantités étaient doublées.

Les cellules HelLa étaient mises en culture la veille de la transfection dans un puits a une
quantité de 1x10°. Le milieu de transfection était préparé en ajoutant 5 pyL ’ARNi & 5 uM dans
95 yL de DMEM et en incubant a température piéce pendant cing minutes. Pour les
transfections d'une seule séquence, 5 UL de cet ARNi étaient ajoutés. Pour les transfections de
quatre séquences, 1,25 pL de chaque ARNi étaient ajoutés (total de 5 pL). Parallélement, 2 pL
de réactif de transfection Dharmafect 1 étaient ajoutés a 98 pL de DMEM et incubé a
température piéce pendant cing minutes. Les deux solutions étaient mélangées et incubées a
température piéce pendant 20 minutes. Le milieu de culture du puits était enlevé pour étre
remplacé par 800 pL de DMEM avec 8 % de FBS, sans P/S, auquel était ajouté par la suite le
milieu de transfection. La concentration finale d'ARNi pour toutes les transfections était de 25
nM. Les cellules étaient remises en incubation a 37 °C avec 5 % de CO, pour 48 heures pour

une transfection d’ARNi contre UBF et 72 heures pour une transfection d'ARNi contre B23.
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Dans les deux cas, le milieu était changé pour du milieu de culture complet cing heures aprés la

transfection.

La culture a été testée pour le taux de mortalité a 'aide d’'une coloration des acides nucléiques
des cellules mortes avec le colorant SYTOX Green (Invitrogen). Un volume de 1 pL du colorant
a 5 mM a été dilué dans 10 mL de milieu de culture, pour une concentration finale de 0,5 pM.
Un volume de 500 pL de ce milieu a été ajouté dans chaque puits. Aprés cinq minutes, les puits
ont été lavés au PBS. Un volume de 1 mL de milieu de culture a été rajouté par puits et les

cellules ont été observées a l'aide d’'un stéréoscope a fluorescence (excitation a 488nm).

ARNi Invitrogen

Le milieu de transfection était préparé en ajoutant 0,66 pL de chacune des trois séquences
d’ARNi & 20 pM (total de 2 pL) dans 98 pL de DMEM et en incubant a température piéce
pendant cinq minutes. Parallélement, 2 pL de réactif de transfection Lipofectamine 2000 étaient
ajoutés a 98 pL de DMEM et incubés a température piéce pendant cing minutes. Les deux
solutions étaient mélangées et incubées a température piéce pendant 20 minutes. Le reste de
la transfection est inchangé.

Virus et infections

Le VHS-1 de type sauvage (KOS) et le VHS-2 de type sauvage (HG52) proviennent
originalement de Donald M. Coen (Harvard Medical School, Boston). Les stocks viraux ont été
produits en infectant 3x10’ cellules Vero dans un flacon T175 avec une multiplicité d’infection
(m.o.i.) de 0,01 dans 5 mL de DMEM contenant 2 % de NCS et P/S. Le flacon a été agité aux
15 minutes pendant une heure. Ensuite, le milieu d'infection a été remplacé par 25 mL de
DMEM contenant 2 % de NCS et P/S et le flacon a été remis a 37 °C et a 5% de CO,.
Lorsqu'un effet cytopathique était observé chez toutes les cellules, le flacon était frappé de
facon a les décoller du flacon. Elles ont été centrifugées a 4 °C a 1500 rpm (484 x g) pendant
cing minutes et le culot a été resuspendu dans 1,5 mL de DMEM contenant 2 % de NCS et P/S.
Les cellules ont ensuite été lysées par trois cycles de congélation sur glace séeche et
décongeélation a 37 °C, puis soniquées pendant 30 secondes avec le Digital Sonifier de Branson
(amplitude 50 % et pulsations de 0,5 secondes). Le lysat a été centrifugé a 4 °C pendant cing
minutes a 5000 rpm dans une microcentrifugeuse et le surnageant a été aliquoté et congelé a
-80 °C.
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Les infections ont été faites en diluant dans du DMEM contenant 2 % de NCS et P/S la quantité
requise de particules infectieuses, ou pfu « plaque forming unit », selon la m.o.i. requise. Un
volume de 300 pL de ce milieu était mis dans chaque puits a infecter pour les plaques de douze
puits (500 pL pour les plaques de six puits) et elles ont été agitées aux 15 minutes pendant une
heure. Le milieu d'infection était ensuite remplacé par 1 mL de milieu de culture. Le cas
échéant, le milieu d'infection a été remplacé par du milieu de culture contenant 0,3 mg/mL
d'acide phosphonoacétique, ou PAA « phosphonoacetic acid », un inhibiteur de I'ADN
polymérase virale.

Détermination des titres viraux

Les titres viraux étaient déterminés par un essai de plages de lyse. L'échantillon & quantifier
était dilué en série de 10" 4 10° dans du DMEM contenant 2 % de NCS et P/S pour les
expériences de réplication virale et de 10 a 10° pour les stocks viraux. La veille, 3x10° cellules
Vero avaient été mises en culture dans chaque puits de plaque douze puits avec du DMEM
contenant 5 % de NCS et P/S. Lors du titrage, le milieu de culture était changé pour 200 pL de
DMEM contenant 2 % de NCS et P/S. Un volume de 100 pL des dilutions en série était mis sur
le tapis de cellules Vero. Les plaques de culture étaient mises en incubation a 37 °C avec 5 %
de CO, et agitées aux 15 minutes pendant une heure. Ensuite, 1 mL de DMEM contenant 2 %
de NCS et P/S et 0,6 % de méthylcellulose était ajouté aux puits, de fagon a prévenir la
diffusion des virions dans le milieu de culture. De 48 a 72 heures post-infection, 1 mL de
solution fix (ratio de méthanol :acide acétique de 3 :1) était ajouté aux puits pour fixer les
cellules. Aprés une heure ou plus, le fix était enlevé et remplacé par 1 mL de solution de crystal
violet (25 % (v/v) de méthanol et 0,5 % (p/v) de crystal violet dans de I'eau Milli-Q) pendant une
heure supplémentaire pour colorer les cellules. Les plaques étaient ensuite rincées a l'eau. Les
plages de lyse correspondant a une particule virale infectieuse étaient comptées a l'aide d'un

stéréoscope. Les titres viraux sont exprimés en unité formatrice de plage par mL (pfu/mL).

La détermination des titres viraux a été effectuée sur des cellules Vero. Cependant, les cellules
Hela sont plus difficlement infectées. La différence de susceptibilité a l'infection est d'environ

dix fois.
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PCR en temps réel
Extraction d’ADN

L'’ADN total des cellules infectées a été obtenu a l'aide de I'ensemble d’extraction sur colonne
DNeasy de Qiagen. Les cellules Hel.a en culture dans des plaques de six puits étaient lavées
avec du PBS, puis les plaques étaient vidées. Un volume de 200 pL de PBS et 20 pL de
protéinase K étaient ajoutés a chaque puits. Le reste de l'extraction a été faite en suivant le
protocole du manufacturier. L'éluat final contenant 'ADN était remis sur la colonne pour répéter
la derniére étape d'élution afin d’en augmenter la concentration finale. L'ADN extrait a été
conservé a -20°C.

PCR en temps réel

La quantification relative par gPCR nécessite un géne contréle pour la normalisation. Le géne
cellulaire qui a été choisi était rnaseP. L'amplification de ce géne s'est faite avec les amorces
suivantes : sens 5'-cct gaa ggc tct gcg cgg ac et antisens 5’-cag acc aac acc tcg geg gg. Le
géne viral qui a servi a quantifier les génomes viraux était ico4. Son amplification s'est faite
avec les amorces suivantes : sens 5'-cga cac gga tcc acg acc ¢ et antisens 5’-gat ccc cct ccc
gcg ctt cgt ccg (Kramer et al., 1995). La spécificité des produits amplifiés a été confirmée par
PCR et migration sur gel d'agarose. Pour la réaction d’amplification, 'ensemble SYBR
Advantage (Clonetech) a été utilisé.

Pour chaque échantillon d'’ADN extrait, 'amplification a été faite avec les deux ensembles
d’amorces séparément, soit une amplification avec les amorces rnaseP et une avec les
amorces icp4. Les réactions étaient faites en triplicata dans un volume total de 20 pL avec les
quantités suivantes par tube : 10 pL de SYBR Advantage reaction mixture 2X, 0,8 pL de chaque
amorces a 50 pyg/mL, 6,4 pL d'eau et 2 uL d’ADN dilué 1/10 dans de I'eau. L'amplification était
faite avec une étape de 10 minutes & 95 °C, puis de 35 cycles composés d'une étape a 95°C de
20 secondes suivie d'une étape a 64 °C de 20 secondes et d'une a 72 °C de 25 secondes.

L'acquisition de données était faite aprés I'étape de 72 °C a 585 nm.

La réaction de PCR et I'acquisition des données ont été faites avec I'appareil Rotor-Gene 3000
(Corbett Life Science). L'analyse des courbes d’amplification, la détermination du seuil de

fluorescence et des valeurs Ct ont été faites avec le logiciel Rotor Gene 6 (Corbett Life
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Science). Les valeurs Ct représentent le moment (cycle) ou Iamplification atteint un seuil
déterminé. Le logiciel Microsoft Excel ensuite a été utilisé pour calculer le rapport
d'augmentation du nombre de génomes viraux dans une condition par rapport a une autre en
utilisant les valeurs Ct. Le calcul effectué est décrit dans (Livak et al., 2001). Brievement, la

228 utilise les valeurs Ct pour calculer la différence dans la quantité de la cible entre

méthode
deux conditions. Ce calcule relatif nécessite I'amplification d'un géne qui sert de normalisation
pour la quantité d’ADN utilisée. Les valeurs Ct pour icp4 sont donc normalisées par rapport aux

valeurs Ct de rnaseP du méme échantillon avant la comparaison entre différentes conditions.

Statistiques et alignements

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel Prism 5 (GraphPad software). Les
alignements des séquences des ARNm et des ARNi ont été faits avec le logiciel Geneious 5.5.2
(Biomatters Ltd). Les séquences des ARNm proviennent de la base de données du NCBI
(National Center for Biotechnology Information), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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CHAPITRE 3 : RESULTATS
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Les expériences de ce projet avaient pour but de déterminer le role de B23 et d’'UBF dans la
réplication du VHS-1. La méthodologie employée était de diminuer 'expression de ces
protéines par interférence a ARN, puis d’observer la réplication virale dans ces conditions.

B23

Diminution de I’expression de B23 par interférence a ARN

Une analyse informatique utilisant I'outil BLAST (hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) a
été faite pour s’assurer de I'absence d'appariement entre les ARNi et les ARNm viraux. Les
ARNi de Dharmacon congus contre les ARNm de B23 (ARNi B23) n'ont aucune cible sur les
ARNm viraux (données non-publiées). L'analyse a révélée que les ARNi n'avaient aucun site
d’homologie (compléte ou importante) sur les ARNm viraux. Ensuite, pour s'assurer que les
quatre séquences d'ARNi B23 pouvaient se lier aux trois transcrits d’ARNm identifiés pour B23,
un alignement de toutes ces séquences a été fait avec le logiciel Geneious (Biomatters Ltd)
(Figure 9). Les ARNi B23 peuvent s'apparier aux trois transcrits d'/ARNm, codant pour les
isoformes B23.1, B23.2 et B23.3.

1 200 400 600 800 1,000 1,200 1400 1,570 nts

Figure 9 : Alignement des séquences de B23 et des ARNi B23
Les barres noires représentent les trois transcrits de B23 et les zones rouges représentent les
régions d’appariement des quatre séquences d’ARNi B23. Les appariements se font dans le cadre
de lecture ouvert des trois transcrits d’ARNm de B23.

Ces analyses bioinformatiques ont aussi été faites avec les quatre séquences d’ARNi témoins
congues pour ne cibler aucun transcrit cellulaire. L'analyse avec le génome viral KOS a révélée
que les quatre ARNi témoins négatifs « non-targeting » (ARNi NT) n’avaient aucune cible sur
les ARNm viraux. Les ARNi NT ne ciblent donc aucun transcrits d’ARNm cellulaires ni viraux.

Afin de vérifier la diminution de I'expression de B23 par les ARNi, une analyse par
immunobuvardage de type Western a été faite. Les cellules HelLa ont été mises en culture dans
une plaque de douze puits et ont été soit non-transfectées, transfectées avec les ARNi NT ou
avec un mélange des quatre ARNi B23. Les cellules ont été transfectées pendant 72 heures.
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Afin de vérifier que la transfection n’affectait pas la viabilité cellulaire, le test SYTOX Green qui
colore les acides nucléiques des cellules mortes a été utilisé. Les résultats de ce test montrent
qu'aprés 72 heures de transfection au moins 85% des cellules transfectées étaient viables,
gu’elles aient été transfectées avec les ARNi NT ou les ARNi B23 (données non publiées). Les
cellules ont été lysées et les protéines ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une
membrane de PVDF. Elle a ensuite été marquée avec un anticorps monoclonal de souris contre
B23 (Figure 10).
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Figure 10 : Niveau de B23 apreés transfection avec les ARNi
Niveau d’expression de B23 dans les cellules HelLa aprés 72 heures de transfection avec les ARNi
NT ou B23. Le puits de gauche contenait le lysat des cellules contréles non-transfectées (C), le
puits du centre contenait le lysat des cellules transfectées avec les ARNi NT (NT), et le puits de
droite contenait le lysat des cellules transfectées avec les ARNi B23 (B23). L’astérisque montre la
position de la forme oligomérisée de B23. La y-tubuline sert de contréle de chargement. La
position du marqueur de poids moléculaire est indiquée a la gauche des panneaux.

Par rapport aux témoins, la transfection avec les ARNi B23 a cause une diminution de
I'expression de B23. La bande marquée a 37 kDa est la forme monomérique qui diminue en
intensité dans le puits correspondant a la transfection avec les ARNi B23. Le marquage situé
pres de 250 kDa représente une forme oligomérisée de B23 qui résiste a la dénaturation par
SDS. Cette forme est retrouvée dans certaines cellules cancéreuses, dont les cellules HelLa
(Ulanet et al., 2003, Vladimirova et al., 2010). Suite a la transfection des ARNi B23, la quantité
de B23 sous forme oligomérisée diminue aussi.
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Importance de B23 pour la production de particules virales infectieuses

Cette expérience visait a déterminer l'effet de la diminution de I'expression de B23 sur la
réplication virale. Les cellules HelLa ont été transfectées en suivant les conditions décrites
précédemment. Aprés la transfection de 72 heures, les cellules ont été infectées avec le virus
de type sauvage KOS pour 18 heures a une m.o.i. de 5. Aprés le temps d'infection, le
sumnageant et les cellules ont été récoltés. Les particules virales intracellulaires et

extracellulaires produites ont ensuite été quantifiées par titration (Figure 11).
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Figure 11 : Réplication virale lors d’une diminution de I'expression de B23
Représentation de la quantité de particules virales infectieuses produite pendant 18 heures dans
les cellules non-transfectées (C), transfectées avec les ARNi NT (NT) et transfectées avec les
ARNi B23 (B23). Cette figure regroupe les résultats de trois expériences indépendantes. Les

barres d’erreurs représentent I'écart type. Le test t de Student pour données non-appariées a été
effectué.

Il n'y a pas de différence statistiquement significative entre les différentes conditions. Ces
résultats montrent que la diminution de B23 n’affecte pas le nombre de particules infectieuses
produites a 18 heures post-infection (hpi) dans ces conditions.
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UBF

Diminution de I’expression d’UBF par interférence a ARN

L'expérience qui suit avait pour but de vérifier la diminution spécifique de I'expression d’'UBF
dans les cellules transfectées. Les mémes analyses bioinformatiques que celles effectuées
avec les ARNi contre B23 ont été faites avec les ARNiI dirigés contre les transcrits d’'UBF (ARNi
UBF). Ces ARNi de Dharmacon n’'ont aucune cible sur les transcrits viraux et s’apparient aux
trois transcrits identifiés pour UBF (Figure 12, zones rouges). Ces trois transcrits encodent deux
isoformes d’'UBF. Le transcrit (a) encode lisoforme UBF1, alors que les transcrits (b) et (c)
encodent l'isoforme UBF2.
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Figure 12 : Alignement des séquences d’UBF et des ARNi UBF
Les barres noires représentent les trois transcrits d’ARNm d'UBF et les zones rouges
représentent les régions d’appariement des quatre séquences d’ARNi UBF provenant de
Dharmacon. Les zones bleues représentent les régions ciblées par les trois séquences d’ARNi
provenant d’Invitrogen. Tous les appariements sont dans le cadre de lecture ouvert.

Les lysats des cellules HelL a transfectées avec les ARNi NT ou transfectées avec les ARNi UBF
ont été analysés par immunobuvardage de type western pour vérifier la diminution de
I'expression d’'UBF (Figure 13). Les cellules ont été transfectées avec un des quatre ARNi UBF
ou les quatre en méme temps, ou avec les ARNi NT.



100 kDa == «UBF

<« Y-Tubuline

.
F X R

Figure 13 : Niveau d'UBF aprés transfection avec les ARNi Dharmacon

Niveau d’expression d’UBF aprés 48 heures de transfection avec les ARNi provenant de
Dharmacon. Les quatre premiers puits identifiées UBF-1, UBF-2, UBF-3 et UBF-4 correspondent
aux lysats des cellules transfectées avec les ARNi UBF 1 a 4 respectivement. Le puits identifié
UBF correspond au lysat des cellules transfectées avec les quatre séquences ensemble. Le
dernier puits identifié NT correspond au lysat des cellules transfectées avec les quatre séquences
d’ARNi témoins. Toutes les transfections ont été faites avec la méme concentration finale d’ARNi.
La y-tubuline sert de contréle de chargement. La position du marqueur de poids moléculaire est
indiquée a la gauche des panneaux.

La transfection avec une seule séquence a permis une diminution visible de la quantité d'UBF
dans les cellules par rapport au témoin ARNi NT. La transfection avec quatre séquences
différentes a permit une diminution plus importante de la quantité d'UBF par rapport aux
transfections avec séquences uniques et au contréle. Afin de vérifier que la viabilité des cellules
n'était pas affectée par la transfection, le test de viabilité SYTOX Green a été fait. Les résultats
de ce test ont montré qu'aprées 48 heures de transfection, au moins 85% des cellules
transfectées étaient viables, qu'elles aient été transfectées avec les ARNi NT ou les ARNi UBF
(données non publiées). Les résultats qui suivent ont été obtenus en transfectant les cellules
avec les quatre séquences d’ARNi UBF de Dharmacon pendant 48 heures, soit les conditions

entrainant la plus grande diminution de I'expression d’'UBF.
Importance d’UBF pour la production de particules virales infectieuses

Afin de déterminer l'effet de I'absence d’'UBF sur la réplication virale, des cellules HelLa ont été
non-transfectées (C), transfectées avec les ARNi NT (NT) ou transfectées avec les quatre
séquences d’ARNi UBF (UBF). Aprés 48 heures, ces cellules ont été infectées par le virus de
type sauvage KOS pendant 18 heures a une m.o.i. de 5. Aprés l'infection, les particules virales

intracellulaires et extracellulaires produites ont ensuite été quantifiées par titration (Figure 14).
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Figure 14 : Réplication virale lors d’une diminution de I'expression d’UBF
Représentation de la quantité de particules virales infectieuses produite pendant 18 heures dans
les cellules non-transfectées (C), transfectées avec les ARNi NT (NT) et transfectées avec les
ARNi UBF (UBF) de Dharmacon. Le test t de Student pour données non-appariées a été effectué. Il
y a une différence significative entre (NT) et (UBF), mais il n'y a pas de différence statistiquement
significative entre le titre viral de (C) et de (NT) (p=0,12). Cette figure regroupe les résultats de
trois expériences indépendantes. Les barres d’erreurs représentent I’écart type.

Cet essai de réplication virale sur les cellules transfectées contre UBF montre que le nombre de
particules virales infectieuses produit est affecté par la diminution de I'expression d'UBF. Une
augmentation de la quantité de virions produite d'environ dix fois par rapport au contréle NT a
été observée. Cela suggére que, contrairement a notre hypothese de départ, UBF restreint la
production de particules virales infectieuses. En effet, dans les cellules ayant un faible niveau
d'UBF, le virus se réplique en plus grande quantité.
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Spécificité de I'effet des ARNi UBF

Afin d'éliminer la possibilité que le résultat observé est di a un effet hors-cible imprévuy, les
expériences représentées aux figures 13 et 14 ont été répétées, cette fois-ci avec trois
séquences d’ARNi provenant d’Invitrogen. Ces trois séquences sont différentes et ciblent
d’'autres exons des ARNm d'UBF que ceux ciblés par les ARNi de Dharmacon (Figure 12,
zones bleues). Les cellules Hela ont été soit non-transfectées (C), transfectées avec un ARNi
témoin négatif provenant d'Invitrogen ne ciblant aucun ARNm (Neg), ou transfectées avec les
trois séquences d'’ARNi d’Invitrogen ciblant UBF (A, B et C). Les cellules ont été lysées 48
heures aprés transfection et les protéines ont été analysées par immunobuvardage de type
western (Figure 15).
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Figure 15 : Niveau d’UBF aprés transfection avec les ARNi d’Invitrogen
Niveau d’expression d’UBF aprés 48 heures de transfection avec les ARNi d’lnvitrogen. Le
premier puits identifié C correspond au lysat des cellules non-transfectées. Le deuxiéme puits
identifié Neg correspond au lysat des cellules transfectées avec I’ARNi témoin négatif. Le dernier
puits identifié¢ ABC correspond au lysat des cellules transfectées avec les trois séquences d’ARNi

contre UBF provenant d’Invitrogen (A, B et C). La y-tubuline sert de contréle de chargement. La
position du marqueur de poids moléculaire est indiquée a la gauche des panneaux.

Ces différentes séquences entrainent également une diminution importante du niveau d’'UBF
aprés 48 heures par rapport aux témoins. Par la suite, d’autres cellules ont été transfectées
suivant les mémes conditions et ont été infectées avec KOS pour 18 heures a une m.o.i. de 5.
Les particules virales intracellulaires et extracellulaires produites ont ensuite été quantifiées par

titration (Figure 16).
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Figure 16 : Réplication virale lors d’une diminution de Pexpression d’'UBF par les ARNi d’Invitrogen
Représentation de la quantité de particules virales infectieuses produite pendant 18 heures dans
les cellules non-transfectées (C), transfectées avec I’ARNi témoin négatif (Neg) et transfectées
avec les ARNi d’Invitrogen contre UBF (ABC). Le test ¢ de Student pour données non-appariées a
été effectué. Il y a une différence significative entre (Neg) et (ABC), mais il n’y a pas de différence
statistiquement significative entre le titre viral de (C) et de (Neg) (p=0,39). Cette figure regroupe
les résultats de trois expériences indépendantes. Les barres d’erreurs représentent I’écart type.

La production de particules virales infectieuses est toujours augmentée d'environ dix fois dans
les cellules déplétées en UBF par rapport aux contréles. Cela montre que I'augmentation
observée du nombre de particules infectieuses produit n'est pas da a un effet hors-cible des
ARNi. Effectivement, le méme effet est obtenu avec différentes séquences ciblant les ARNm
d’'UBF. Toutes les expériences qui suivent ont été faites en utilisant les ARNi provenant de

Dharmacon (Figure 12, zones rouges).
Impact d’UBF sur le cycle de réplication virale

Les prochaines expériences avaient pour but d'identifier avec quelle étape de la réplication

virale UBF interfére.
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Impact sur le niveau de protéines structurales

Afin de déterminer si la diminution de I'expression d’'UBF menait a un changement du niveau de
synthése des protéines virales, les cellules HelLa ont été soit non-transfectées (C), transfectées
avec les ARNi NT (NT) ou avec les ARNi UBF (UBF) pendant 48 heures. Elles ont ensuite été
infectées par KOS a une m.o.i. de 5 et les protéines ont été extraites aux temps indiqués. Un
immunobuvardage de type western et un marquage contre les protéines structurales du VHS-1
a été fait ensuite (Figure 17). Ce marquage contre les protéines structurales montre qu’elles
sont exprimées en plus grande quantité dans les cellules transfectées avec les ARNi UBF par
rapport aux témoins, ce qui est évident & 10 et a 15 hpi. L’échantillon M montre que la majorité
des protéines marquées sont d’origine virale.
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Figure 17 : Impact d’UBF sur I’expression de protéines virales structurales
Les protéines provenaient de cellules non-transfectées (C), transfectées avec les ARNi NT (NT) ou
les ARNi UBF (UBF). L’échantillon identifié M venait de cellules non-transfectées et non-infectées.
Les protéines ont été extraites a 1, 5, 10 et 15 hpi et ont été marquées en utilisant un anticorps
dirigé contre les protéines totales du VHS-1. La position du marqueur de poids moléculaire est
indiquée & la gauche du panneau.

Impact sur la réplication du génome viral

Puisque ces protéines sont principalement exprimées a partir des génes tardifs, et que ces
derniers dépendent de la réplication de 'ADN viral, I'impact d’'UBF sur la synthése des génomes
viraux a été testé.
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Les cellules ont été soit non-transfectées, transfectées avec les ARNi NT ou avec les ARNi
UBF. Aprés 48 heures, elles ont été infectées avec le virus de type sauvage KOS a une m.o.i.
de 5. L'ADN total a été extrait a 1, 5, 10 et 15 hpi, puis les génomes viraux ont été quantifiés de
facon relative par qPCR en utilisant des amorces spécifiques au géne icp4 (Figure 18). La
quantité de génomes viraux a été normalisée par rapport a la quantité de génomes cellulaires
qui ont été amplifiés avec des amorces spécifiques au géne rnaseP. Le ratio entre le nombre de
génomes viraux produit dans les cellules transfectées avec les ARNi UBF et le nombre produit
dans les cellules transfectées avec les ARNi NT a été déterminé.
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Figure 18 : Effet d’UBF sur la réplication de I’ADN viral
Ce diagramme représente I'impact de la réduction du niveau d’UBF sur la synthése des génomes
viraux. L’axe des ordonnées représente le ratio entre la quantité de génomes viraux produits dans
les cellules déplétées en UBF par rapport a la quantité produite dans les cellules transfectées
avec les ARNi NT. L’axe des abscisses donne le temps post-infection de I'extraction d’ADN total.
Les données proviennent de trois expériences indépendantes et les barres d’erreurs représentent
I'écart type.

La quantification relative par qPCR a révélé que le nombre de génomes viraux a augmenté plus
rapidement dans les cellules qui ont été transfectées avec les ARNi UBF que dans les cellules
témoins. A 1 hpi le ratio était prés de 1, ce qui est attendu étant donné que la réplication de
I'ADN viral n’était pas encore débutée. A 5 hpi la réplication du génome viral était initiée et le
ratio moyen était de 1,93. Il y avait donc environ deux fois plus de génomes viraux dans les
cellules ou le niveau d’'UBF avait été diminué que dans les cellules contréles. A 10 hpi le ratio
moyen était de 5,9 et il était de 13 a 15 hpi. En plus d'une quantité de génomes viraux
augmentée dans les cellules déplétées en UBF, cette différence s'est accrue avec le temps, ce
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qui démontre que la réplication des génomes viraux s’est fait avec moins de restrictions. A des
fins de contrdle, le ratio a également été calculé entre les deux témoins (non-transfecté et NT).
Le calcul a été fait avec les valeurs obtenues pour les cellules transfectées avec les ARNi NT
par rapport a celles obtenues pour les cellules non transfectées. Les ratios calculés étaient tous
prés de 1 pour chaque temps post-infection (données non publiées). Donc, aucun changement
dans la synthése d’ADN viral n’a été observé entre les deux témoins.

Impact sur le niveau de protéines IP et P

Etant donné l'effet 'UBF sur la réplication de 'ADN viral, la possibilité que cet effet soit di a
une augmentation de la synthése de protéines immédiate-précoces et précoces a été étudiée.
Dans cette expérience, les cellules ont été soit non-transfectées, transfectées avec les ARNi NT
ou avec les ARNi UBF. Elles ont ensuite été infectées avec KOS a une m.o.i. de 5. Les
protéines ont été extraites a 5, 10 et 15 hpi. Un échantillon de cellules (M) a été non transfecté
et non-infecté. Les protéines de cet échantillon ont été extraites au méme moment que 15 hpi.
Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane de PVDF
(Figure 19). Le marquage d'ICP27 par immunobuvardage de type western a été utilisé pour
représenter la production de protéines immédiate-précoces et le marquage de la thymidine
kinase virale (TK) pour les protéines précoces.
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Figure 19 : Impact d’UBF sur I’expression des protéines IP et P
Les protéines provenaient de cellules non-transfectées (C), transfectées avec les ARNi NT (NT) ou
les ARNi UBF (UBF). L'échantillon (M) a été extrait a 15 hpi et venait de cellules non-transfectées
et non-infectées. Les protéines ont été extraites & 5,10 et 15 hpi. Les membranes ont été
marquées pour UBF, ICP27, TK et la y-tubuline. Cette derniére sert de contréle de chargement. La
position du marqueur de poids moléculaire est indiquée a la gauche des panneaux.
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Le marquage d’UBF a montré que son niveau était diminué dans les cellules transfectées avec
les ARNi UBF par rapport aux témoins (C) et (NT). Dans les puits (UBF), le marquage d’ICP27
a montré une quantité plus élevée de la protéine que dans les puits (C) et (NT) a 5 hpi. Le
niveau d'expression de TK était aussi plus élevé par rapport aux témoins a 5, 10 et 15 hpi. La
différence dans la quantité de protéines virales était visible a des temps post-infection ou la
réplication de 'ADN viral était déja commencée (Figure 18 a 5 hpi et Figure 19 a 5 hpi). La
prochaine expérience a servi a déterminer si Faugmentation du nombre de génomes viraux
pouvait étre responsable de I'augmentation de I'expression de ces protéines virales.

Pour ce faire, I'expérience précédente (Figure 19) a été répétée, mais en présence de
l'inhibiteur de FADN polymérase virale PAA dans le milieu de culture suite a l'infection (Figure
20). Il n'y a donc pas eu de réplication d’ADN viral dans ces cellules. La suite de I'expérience
était inchangée.
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Figure 20 : Impact d’UBF sur I’expression des protéines IP et P en absence de réplication d’ADN viral

Les protéines provenaient de cellules non-transfectées (C), transfectées avec les ARNi NT (NT) ou
les ARNi UBF (UBF). L’échantillon (M) venait des cellules non-transfectées et non-infectées. Les
protéines ont été extraites a 5, 10 et 15 hpi. Les membranes ont été marquées pour UBF, ICP27,
TK, y-tubuline et gC. La y-tubuline sert de contréle de chargement et la protéine virale y2 gC sert
de contrdle pour I’inhibition de la réplication de ’ADN viral. Le puis identifié par un astérisque (*)
sert de contréle positif pour le marquage de gC et cet échantillon provenait de I'expérience
précédente (Figure 19, puits C a 15 hpi). La position du marqueur de poids moléculaire est
indiquée a la gauche des panneaux.

Le marquage d'UBF a montré que la transfection avec les ARNi UBF a permis une diminution
de l'expression de cette protéine par rapport aux contréles. L'absence de marquage pour gC,
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une protéine y2, a confirmé l'inhibition de la synthése d’ADN viral par le PAA. Dans les cellules
déplétées en UBF, une légére augmentation de la quantité d'|lCP27 par rapport aux contréles
était visible a 5 hpi. Il y a également eu une augmentation de la quantité de TK visible a 5, 10 et
15 hpi. Ces protéines étaient exprimées en plus grande quantité que dans les contréles (C) et
(NT), malgré 'absence de réplication de 'ADN viral.

Effet d’UBF sur la réplication du VSH-2

La prochaine expérience avait pour but de tester si I'effet d’'UBF sur la réplication du VHS-1 était
spécifique a ce virus, ou s'll s’agissait d'un mécanisme général aux Simplexvirus. L'expérience
de réplication virale dans les cellules contréles non-transfectées, transfectées avec les ARNi NT
ou transfectées avec les ARNi UBF (Figure 14) a donc été faite avec la souche HG52 du virus
de I'herpés simplex 2 (Figure 21).
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Figure 21 : Réplication du VHS-2 lors d’une diminution de I'expression d’'UBF
Représentation de la quantité de particules virales infectieuses produite pendant 18 heures dans
les cellules non-transfectées (C), transfectées avec les ARNi NT (NT) et transfectées avec les
ARNi UBF (UBF). Le test ¢t de Student pour données non-appariées a été effectué. Il y a une
différence significative entre (NT) et (UBF). Il n'y a pas de différence statistiquement significative
entre le titre viral de (C) et de (NT) (p=0,15). Cette figure regroupe les résultats de deux
expériences indépendantes. Les barres d’erreurs représentent I'écart type.

Les résultats ont été similaires a ceux obtenus pour la souche KOS du VHS-1. C'est-a-dire qu'il

y a eu une augmentation significative de la quantité de particules virales infectieuses produite a
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18 hpi dans les cellules transfectées contre UBF par rapport aux témoins. |l n'y a pas non-plus
eu de différence significative entre les deux conditions témoins (C et NT). La réplication du
VHS-2 était donc réduite en présence d’'UBF. La fonction antivirale apparente d'UBF est donc

un mécanisme cellulaire qui semble intervenir dans plusieurs herpésvirus.
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION
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Le but de cette étude était de déterminer quels roles jouent B23 et UBF, deux protéines
nucléolaires, dans la réplication du VHS-1. La méthode choisie a permis d'obtenir plusieurs
résultats quant a I'impact de ces protéines lors de linfection de cellules humaines. Dans le cas
d'UBF, ces résultats ont infirmé notre hypothése de départ et orientent les travaux futurs dans
une direction qui n'est pas explorée a ce jour, soit UBF en tant que mécanisme antiviral
intrinséque.

B23

La transfection avec les ARNi B23 a permis de diminuer son expression dans les cellules
humaines HelLa par rapport aux témoins C et NT (Figure 10). Cependant, la diminution de
I'expression de B23 n'a pas changé la quantité de particules virales infectieuses du VHS-1
présente a 18 hpi (Figure 11). Il est possible que la dispersion de B23 soit la conséquence
d'une désorganisation nucléolaire. Etant donné (i) I'implication de B23 dans des processus
cellulaires cruciaux, (ii) sa relocalisation spécifiquement causée par une protéine virale (UL24),
et (iii) son implication dans la réplication de plusieurs virus, il semble peu probable que la
relocalisation de B23 soit un « dommage collatéral » et qu'elle ne soit pas impliquée dans la
réplication du VHS-1. L’explication probable et la plus simple est que la quantité résiduelle de
B23 aprés 72 heures de transfection est toujours appréciable. Ce niveau de B23 pourrait étre
suffisant pour participer a la réplication virale sans causer un impact visible sur le nombre de
particules infectieuses produites. Par contre, il est possible que les fonctions de B23 dans la
biologie du virus soient dépendantes du type cellulaire. Le VHS-1 a la capacité d'infecter
plusieurs types cellulaires. De la méme fagon que toutes les protéines virales ne sont pas
requises dans tous les types cellulaires, il est possible que B23 ne soit pas importante dans les
conditions testées.

De plus, la forme de B23 dans les cellules tumorales est particuliére. Dans plusieurs types de
cancers, des modifications du géne et de la protéine ont été répertoriées (revue dans Grisendi
et al., 2006). Une forme tronquée en N-terminale a été identifié dans les cellules Hela (9 acides
aminés) et dans des cellules de cancer du foie (7 acides aminés) (Ulanet et al., 2003,
Vladimirova et al., 2010). Cette forme tronquée a la capacité de former des oligoméres stables
dans des conditions dénaturantes (Figure 10), mais I'impact physiologique de cette délétion
reste a étre élucidé complétement. |l est possible que cette modification altére les fonctions de
B23 et masque son rdle dans le cadre de linfection. Les essais effectués pourraient étre

reproduits dans un autre type cellulaire afin d’éliminer cette possibilite. Dans I'éventualité ou un
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effet de I'absence de B23 est observé, il sera surtout intéressant de déterminer I'implication de
ses isoformes (B23.1 B23.2 et B23.3), étant donné leurs différentes caractéristiques.

UBF

La transfection avec les ARNi qui ciblent UBF a permis de diminuer de fagon importante
I'expression de cette protéine par rapport aux différents témoins (Figure 13). Contrairement a
notre hypothése, le nombre de particules infectieuses produit est augmenté dans les cellules ou
le niveau d'UBF est faible (Figure 14). Afin d'éliminer tous les doutes que cette augmentation
soit le résultat d'un effet hors-cible des ARNi UBF, 'essai a été reproduit avec trois séquences
différentes d’ARNi ciblant chacune des exons différents du cadre de lecture ouvert d’'UBF
(Figure 12). Cette vérification a permis de confirmer que l'effet observé est spécifique a la
diminution de la quantité d’'UBF et non a une cible secondaire que les ARNi auraient pu avoir
(Figure 16). De plus, deux études montrent que le taux de synthése des ARNr peut étre
maintenu lors d’'une redistribution ou lors d’'une diminution de la quantité d’'UBF (Lawrence et
al., 2006, Sanij et al., 2008). Il est donc peu probable qu'une altération du cycle cellulaire soit
responsable du phénoméne observé. La diminution du niveau d'UBF semble donc lever une
restriction sur la réplication virale. Tous virus confondus, aucune étude publiée ne suggére un
réle antiviral pour UBF.

L’évaluation du niveau des protéines structurales (principalement T) a ensuite permis d'orienter
le reste des expériences (Figure 17). UBF aurait pu, par exemple, interférer avec une étape du
cycle de réplication qui ne fait pas intervenir une synthése protéique, comme le clivage des
concatémeéres en génomes uniques, ou I'encapsidation des génomes pour la formation des
capsides C. UBF aurait alors restreint la production de particules virales infectieuses, sans
affecter la synthése de composantes virales. Cependant, I'expérience représentée a la figure 17
a permis de savoir que la synthése de protéines était affectée par UBF. Les expériences

suivantes ont donc été orientées vers cet aspect du cycle de réplication virale.

UBF est une protéine qui lie 'ADN et qui peut en altérer la conformation. Etant donné qu'UBF
est recrutée aux compartiments de réplication virale, il avait été suggéré qu'elle pouvait
participer a la réplication du génome, comme il semble étre le cas chez les adénovirus
(Lawrence et al., 2006, Stow et al., 2009). Notre laboratoire a montré par la suite que l'initiation
de la réplication de I'ADN viral précéde le recrutement d'UBF (Lymberopoulos et al., 2010). La

quantification relative par qPCR des génomes viraux a permis d'éclaircir la relation entre UBF et



la réplication de 'ADN viral. Selon les résultats obtenus lors de cette expérience, la réplication
du génome viral est aussi favorisée en absence d'UBF (Figure 18). Effectivement, le ratio entre
le nombre de génomes viraux dans les cellules déplétées en UBF par rapport aux cellules
témoins est supérieur a un. Ce ratio démontre une plus grande quantité de génomes viraux
dans les cellules ou 'expression d’'UBF est diminuée par rapport aux témoins. De plus, ce ratio
augmente avec le temps (Figure 18, 10 et 15 hpi) ce qui suppose que la restriction par UBF se
poursuit durant tout le cycle de réplication. La premiére hypothése est qu'UBF affecte une étape
plus précoce et ainsi cause un retard qui s'amplifie durant le cycle de réplication. Une
hypothése alternative, soutenue par la capacité d'UBF d'interagir directement avec I'ADN et
d'altérer la chromatine, est que la réplication du génome pourrait étre directement affectée par
UBF. Ces deux hypothéses ne sont pas mutuellement exclusives, mais seule la premiére a été
testée dans cette étude.

Dans le but de vérifier si UBF intervient plus tét dans le cycle de réplication que la synthése
d’ADN, I'expression de protéines IP et P a été vérifiée (Figure 19). ICP27 et TK ont été choisies
pour représenter les deux classes cinétiques IP et P respectivement. Les résultats de cette
expérience montrent que le niveau de ces protéines |IP et P augmente dans les cellules
transfectées avec des ARNi contre UBF. Cette expression plus élevée pourrait étre a l'origine
de la réplication augmentée de 'ADN viral. De plus, cela suggére qu'UBF pourrait interférer
avec la transcription. Par contre, la possibilité demeure que ce soit la plus grande quantité de
génomes viraux qui permettent plus de transcription en servant de matrice. Pour répondre a
cette question, cette expérience a été répétée en inhibant la réplication de 'ADN viral par l'ajout
de PAA au milieu de culture. Dans ce contexte, il n'y a pas de réplication de 'ADN viral ni
d’'expression des protéines qui en dépendent. Le fait que le méme phénoméne d'augmentation
de l'expression des protéines IP et P est observé montre que cette synthése est affectée
directement par UBF (Figure 20). Cela n’exclut toutefois pas la possibilit¢ qu'une plus grande

quantité de génomes viraux soit un facteur supplémentaire pour augmenter la transcription

Les résultats obtenus montrent qu'UBF réduit le niveau de synthése des protéines IP, P et T, le
rythme auquel les génomes viraux sont répliqués et le nombre de particules infectieuses
produit. La figure 21 montre que cette inhibition de la réplication n'est pas limitée au VHS-1,
mais s'applique aussi au VHS-2. Cela suggere qu'UBF est un facteur intrinséque de défense
antivirale qui restreint la réplication du VHS-1 et du VHS-2. || s’agit possiblement d'un
phénoméne présent chez d'autres virus de la famille Herpesviridae, au méme titre que les
ND10.
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Hypothése actuelle

L’hypothése actuelle est qu'UBF est recrutée aux génomes viraux entrants ou la transcription
est active pour restreindre la réplication du VHS-1 et VHS-2, possiblement en reconnaissant
des structures de 'ADN spécifiques a cet état. Plusieurs éléments abondent dans ce sens.

Premiérement, les résultats de cette étude montrent qu'UBF restreint la réplication virale. Aussi,
une étude montre que des constructions d’'UBF tronquées, mais qui sont recrutées aux
compartiments de réplication virale sont capables de diminuer la réplication virale et la
réplication d’ADN dans un essai de transfection. Les formes tronquées plus courtes qui ne sont
pas relocalisées n'induisent pas ces diminutions de réplication ou de synthése d’ADN. La
relocalisation semble donc étre liée aux effets d'UBF. Les auteurs de cette étude proposent
qu'UBF est recrutée a des structures spécifiques de 'ADN pour participer a sa réplication (Stow
et al.,, 2009). Ces résultats peuvent étre interprétés differemment et ils concordent avec les
observations d’effet antiviral d’'UBF. De plus, son recrutement n'est pas nécessaire pour initier
la réplication de 'ADN viral. En effet, notre laboratoire a montré que la synthése d’ADN viral
commence avant que la relocalisation d’'UBF soit détectée (Lymberopoulos et al., 2010).

Deuxiémement, la liaison d'UBF a la chromatine induit des changements de conformation qui
peuvent en moduler l'acces, ce qui est connu pour les protéines du type HMG. UBF a la
capacité de réguler I'élongation de la transcription par la Pol | en faisant adopter a la chromatine
une conformation restrictive (Stefanovsky et al., 2006a, Stefanovsky et al., 2006b). Il est donc
possible qu’'UBF altére la conformation du génome viral, ce qui en limiterait la transcription et
possiblement la réplication. Cela expliquerait les observations de cette étude. De plus, HMG 1
et Y, de la famille HMG (sous-famille HMGA), ont été identifiées comme pouvant se lier a
plusieurs endroits dans le site promoteur |IE-3 des génes IP. Cette liaison favorise la
transcription & partir de ce site en l'absence de facteurs viraux (Panagiotidis et al., 1999). Ce
résultat soutient notre hypothése selon laquelle UBF pourrait interagir avec le génome viral, et
cela grace a ses domaines HMG. L'expérience représentée a la figure 20 qui montre qu’'UBF
est capable de restreindre la production de protéines IP et P a partir des génomes parentaux
appuie aussi 'hypothése actuelle. En plus d'agir directement sur le génome, UBF pourrait
produire son action antivirale via d'autres protéines ou en complexe. Par exemple, notre
laboratoire a montré qu'UBF restait associée a une sous-unité de la Pol I, RPA194, lors de sa

relocalisation (Lymberopoulos et al., 2010). UBF interagit aussi avec plusieurs protéines et est
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capable d’en recruter a 'ADN, telles que PAF53, SL1 et plusieurs autres lors de la formation
des NOR.

Troisiemement, la transcription semble recruter UBF au génome entrant. Une étude de notre
laboratoire montre que la relocalisation d'UBF est partielle en présence de PAA
(Lymberopoulos et al., 2010). La réplication de 'ADN viral n’est donc pas essentielle a cette
relocalisation, mais la transcription dans ces conditions est capable de linduire. De plus, un
virus UV-inactivé qui n'a aucune activité de transcription n'induit aucune relocalisation d'UBF
(Bourget, 2011). Ces éléments montrent que la transcription virale peut causer le recrutement

d’'UBF, mais que cette derniére n’est pas recrutée en absence de transcription.

L'ensemble de ces éléments soutient donc I'hypothése actuelle qui sera la base des travaux
futurs.

Travaux futurs

Il existe deux isoformes d’UBF, qui varient dans leur capacité a lier TADN, a moduler sa
conformation et a réguler la transcription. La question se pose alors si UBF1 et UBF2 sont
impliquées dans les effets antiviraux observés, et si oui, s'ils le sont de la méme fagon. L'exon
supplémentaire dans 'ARNm d’'UBF1 pourrait permettre de le cibler spécifiquement a l'aide
d’ARNi et donc de diminuer seulement cet isoforme afin d'étudier son réle. Alternativement, une
transfection d’ARNi comme dans cette étude (Figure 12) jumelée a la transfection de plasmide
exprimant un des deux isoformes pourra permettre d'évaluer leur contribution individuelle a
leffet antiviral. La séquence de nucléotides du plasmide d'UBF pourrait étre mutée pour

éliminer le site de liaison des ARNi, mais en conservant la séquence d’acides aminés.

UBF peut subir plusieurs modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation et
l'actétylation qui modulent son activité, sa spécificité et sa capacité d'interaction avec d'autres
protéines. Le suivi de ces modifications au fil du cycle de réplication virale pourra révéler leurs

roles potentiels dans la modulation de I'activité antivirale d'UBF.

Une donnée manquante pour appuyer 'hypothése actuelle est le lien direct entre UBF et la
transcription. La méthodologie utilisée sera similaire a celle de cette étude, mais les transcrits
d’ARNm viraux seront observés par l'utilisation d’'une sonde radiomarquée au *P. Les résultats
obtenus a l'aide de cette technique de « Northern blot » pourront confirmer que la transcription

restreinte est la cause du niveau plus faible de protéines.

57



Ensuite, les mécanismes de la relocalisation d'UBF devront étre éclaircis. Jusqu'a maintenant,
la relocalisation d’'UBF a été montrée aux compartiments de réplication virale. Dans un premier
temps, un essai d'immunoprécipitation de la chromatine avec UBF permettra de vérifier si UBF
interagit avec le génome viral. Jumelé a cela, nous pourrons identifier les sites de liaison d’'UBF
sur le génome avec un essai de protection de la DNAse. Dans un deuxieéme temps, une co-
immunoprécipitation avec UBF pourra éclaircir les mécanismes de sa relocalisation en

identifiant ses partenaires d'interaction protéiques.

Les résultats a ce jour montrent que la transcription est nécessaire a la relocalisation, mais ils
ne montrent pas si elle est suffisante. Une expérience de transfection de I'ADN viral infectieux
et de marquage d’'UBF en immunofluorescence permettra de déterminer si des facteurs de
transcription viraux du tégument, tels que VP16, sont impliqués dans le recrutement d'UBF, car
ils seront absents au début de linfection. En plus de cette expérience, la transfection d’ADN
viral infectieux en présence d'un inhibiteur de la transcription nous permettra de savoir si le
génome viral est suffisant pour induire la relocalisation, ou si la transcription est requise. Dans
'éventualité ou le génome seul pourrait induire la relocalisation d’'UBF, le lien entre les
domaines HMGB d'UBF et les mécanismes senseurs d’'acides nucléiques pourra étre étudié.
Effectivement, ces domaines sont impliqués dans ces mécanismes (Yanai et al., 2012). Des co-
marquages avec UBF et des facteurs de l'immunité innée pourront montrer ces interactions

possibles.

Les résultats de ces expériences pourront nous permetire d'identifier le mécanisme de

relocalisation d'UBF ainsi que sa cible dans les compartiments de réplication virale.
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CHAPITRE 5 : CONCLUSION
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Dans un premier temps, les résultats de B23 montrent qu’elle ne serait pas impliquée dans la
réplication du VHS-1, car le nombre de particules infectieuses produit était inchangé. Il faut
toutefois souligner I'importance du type cellulaire et I'impact que peuvent avoir certaines
particularités des lignées tumorales. Ces différences limitent la valeur de I'extrapolation qui peut
étre faite a d'autres types cellulaires.

Ensuite, les résultats des expériences effectuées dans cette étude montrent qu'UBF est un
facteur de défense antivirale intrinséque contre le VHS-1 et VHS-2. Effectivement, une
restriction de la production de particules virales infectieuses, de la synthése protéique et de la
réplication du génome a été observée. Plusieurs études font état d'UBF comme facteur
cellulaire détourné par les virus pour leur propre réplication. Cette étude montre pour la

premiére fois qu'UBF peut participer a une défense antivirale.

Le VHS-1 ne posséde pas de moyen connu pour échapper a cette restriction. D'autres
mécanismes antiviraux intrinséques sont efficacement contrecarrés par des facteurs viraux. Les
corps ND10 sont un bon exemple de cette situation. lls ont la capacité d'inhiber presque
complétement la réplication virale, mais ils sont dégradés aussitét qu'lCPO est produite. A
I'opposé, la relocalisation d’'UBF semble se faire sans contrainte et persiste dans le temps. Les

répercussions sur le cycle de réplication virale sont observées jusqu'a au moins 18 hpi.

Les travaux futurs devront donc viser a identifier le mécanisme de relocalisation d'UBF et son
inhibition de I'expression génique, ainsi que sa cible. Ces informations pourront possiblement
servir a imiter ce fonctionnement de fagon artificielle. Cela pourra s'avéré étre le début d’'un
nouveau moyen thérapeutique contre le VHS-1 et VHS-2.
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