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Résumé

La majorité¢ des adultes nord-américains sont infectés par le virus de 1’herpés
simplex 1 (VHS-1). Typiquement, aprés une infection oro-labiale, le virus infecte les
neurones sensitifs et établit la latence dans les ganglions trigéminaux. Périodiquement, le
virus se réactive, causant des infections récurrentes. Dans un modéle murin d’infection
oculaire, les virus déficients en UL24 (UL24X) ont une réplication oculaire diminuée, une
réplication neuronale fortement réduite et une réactivation pratiquement absente.
Contrairement au virus de type sauvage (KOS), UL24X forme des plages de lyse
syncytiale a des températures élevées et a une réplication réduite. UL24 est trés conservé
chez les Herpesviridae. Cinq domaines d’homologie ont été identifiés, dans lesquels
plusieurs acides aminés sont hautement conservés dont certains formeraient un motif
d’endonucléase de type PD (D/E)XK. Notre hypothése est que ces résidus hautement

conservés sont importants pour la pathogenése du VHS-1.

Afin de tester notre hypothése, nous avons généré plusieurs versions mutantes du
gene UL24 codant pour une ou deux substitutions d’acides aminés hautement conservés.
Des virus recombinants ont été produits en co-transfectant un vecteur contenant le géne
UL24 muté et ’ADN viral infectieux de vUL24 eGFPB contenant une cassette eGFP
dans le cadre de lecture ouvert d’UL24. Les recombinants ont été criblés par la perte de
fluorescence. Trois virus ont été produits : vUL24 E99AK 101A, ciblant le site catalytique
de la fonction putative d’endonucléase, vUL24 G121A, ciblant un résidu situé dans un
domaine d’homologie adjacent a celui du motif d’endonucléase et vUL24 Q154A, visant
un résidu hautement conservé du cinquiéme domaine. A 39°C, vUL24 Q154A a formé de
petits syncytiums, vUL24 G121A a produit des syncytiums de taille moyenne et vUL24
E99AKI101A a produit de gros syncytiums comparables a ceux d’UL24X. Aussi, la

mutation des résidus E99 et K101 a engendré une baisse de la réplication virale.
Afin de déterminer I’effet de ces mutations sur la pathogenése, les virus

recombinants ont été testés dans un modéle murin d’infection oculaire. En mutant le

résidu Q154A, peu d’effets ont été observés sur la réplication aigué oculaire, tandis que la
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réplication aigué neuronale a été réduite. Lors des essais de réactivation d’explants de
ganglions trigéminaux, le taux de réactivation des ganglions infectés par vUL24 Q154A
€tait de 50 %. vUL24 G121A a eu une réplication aigué oculaire et neuronale similaire au
virus KOS et un taux de réactivation semblable a celui du virus de type sauvage. Chez
vUL24 E99AKI101A, la réplication aigué oculaire a été inférieure a celle de KOS et la
réplication neuronale a été diminuée de plus de 2 logs. Aussi, la réactivation a été
observée chez moins de 40 % des ganglions infectés. Cette étude a permis de déterminer
que le site catalytique potentiel était crucial pour la pathogenése du virus, tandis que le
résidu Q154 a eu une importance moindre et que G121 était peu important pour la
pathogenése du VHS-1, malgré sa forte conservation et que la substitution de ce résidu
cause la formation de plages syncytiales. Aussi, nous corroborons ’hypothése qu’UL24
pourrait €tre une protéine multifonctionnelle, puisque la mutation du motif

d’endonucléase n’a pas produit un phénotype similaire a celui d’UL24X.

Gabriel André Leiva-Torres Angela Pearson
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1 Revue de la littérature

1.1 Famille des virus herpés humains

La famille des virus herpés infecte une tres grande variété d’hétes, allant du
poisson-chat a I’humain (Roizmann et al., 1992). Les virus herpés sont classés en trois
sous-familles selon la similarité de leurs génomes et leurs propriétés biologiques (revu par
Subak-Sharpe et Dargan, 1998; Davison, 2002). Les Alphaherpesvirinae sont des virus
neurotropiques pouvant aussi s’attaquer aux muqueuses. Leur cycle de réplication est
court. Généralement, ils forment des plaies apparentes sur la peau. Les virus de I’herpés
simplex de type I (VHS-1) et 2 (VHS-2), ainsi que le virus de la varicelle (VZV) font
partis de cette sous-famille de virus herpés humains. Les Betaherpesvirinae sont des virus
qui peuvent autant s’attaquer a des cellules lymphoides ou d’autres tissus. Ces virus ont
un cycle de réplication long. Dans cette sous-famille, nous retrouvons le cytomégalovirus
humain (HCMV), le virus herpés humain 6 (HHV-6) et 7 (HHV-7). Finalement, les
Gammaherpesvirinae sont des virus lymphotropiques ayant aussi un cycle de réplication
long. Ces virus sont oncogéniques. Le virus d’Epstein Barr (EBV) et le virus du sarcome
de Kaposi (KSHV) forment cette sous-famille (revu par Roizman et Pellett, 2001). Dans

cette étude, je me suis intéressé au VHS-1.

1.2 La pathogenése du VHS-1

Le VHS-1 est trés répandu dans la population. Selon les régions, la prévalence du
virus varie de 70 % a 100 % de la population adulte (Liedtke et al., 1993). La prévalence
du virus augmente avec I’age. Ainsi, dans les pays développés, prés de 30 % des enfants
ont été infectés par le VHS-I, tandis qu’a la fin de I’adolescence, cette proportion
augmente a 70 % (Whitley, Kimberlin et Roizman, 1998). Chez certaines personnes,
Pinfection peut étre asymptomatique, tandis que chez d’autres, nous verrons 1’apparition

des plaies distinctives du virus.



Lors de I’infection aigué, le VHS-1 cause des éruptions cutanées. Ces éruptions
sont généralement bénignes et se résorbent d’elles-mémes. Cependant, lorsque cette
infection survient chez des personnes n’ayant pas un systéme immunitaire pleinement
développé, tel que les nouveaux nés, I’infection aigué peut étre plus sévére et causer des
encéphalites virales. Des plaques herpétiques au niveau des yeux, la bouche, la peau et
des infections disséminées peuvent aussi se développer (revu par Kimberlin, 2004). Dans
ce cas, des traitements sont nécessaires. Mais méme avec les traitements, il peut y avoir

des conséquences neurologiques permanentes.

En plus des infections aigués, le VHS-1 est capable d’établir la latence chez I’hdte
et peut provoquer des infections récurrentes. Prés de 30 % de la population souffre
d’infections herpétiques récurrentes chroniques (Liesegang, 2001). Typiquement, lors
d’une infection oro-labiale, le VHS-1 établit la latence dans les ganglions trigéminaux.
Généralement, suite & la réactivation du virus, ’infection affectera une région proche du
site primaire d’infection. Cependant, la réactivation peut se diriger vers la cornée,
provoquant des kératites virales. Ces infections oculaires récurrentes peuvent laisser des
Iésions permancntes. Ainsi, les infections récurrentes oculaires herpétiques sont la
premicre cause de cécité due a un pathogéne en occident (Streilein, Dana et Ksander,
1997). De plus, lorsque la réactivation survient chez une personne immunocompromise,
I’infection devient alors beaucoup plus sérieuse. Chez les sidéens ou les greffés, la
réactivation du VHS-1 peut causer des infections fulminantes provoquant I’infection des
organes internes de I’individu et des plaques herpétiques étendues (Rand et al., 1977;

Mann et al., 1984). Des traitements aux antiviraux sont donc nécessaires.

Les infections au VHS-1 peuvent étre traitées avec des antiviraux de type
acyclovir. Il s’agit d’analogue de guanine inhibant la réplication de I’ADN viral (Elion et
al., 1977). Surtout chez les personnes immunocompromises, ’apparition de résistance
virale a I’acyclovir peut étre observée (Morfin et Thouvenot, 2003), rendant le traitement
beaucoup plus compliqué. Finalement, aucun vaccin n’est disponible contre le VHS-1.

Ainsi, I’étude des mécanismes moléculaires de la pathogenése du VHS-1 est importante.



1.3 Structure du VHS-1

La structure du VHS-1 ressemble a celle des autres virus herpés (Figure 1). Le
VHS-1 posséde un génome d’ADN double brin d’une taille de 152 kb. Ce génome est
contenu dans une capside de type icosahédrale d’environ 100 nm (Subak-Sharpe et
Dargan, 1998). Cette capside est entourée par des protéines formant le tégument. La
capside et le tégument sont entourés par une enveloppe bilipidique dans laquelle sont
insérées diverses glycoprotéines virales. Onze glycoprotéines sont retrouvées a la surface
du virion (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gL, gM et gN). En plus des glycoprotéines, des
protéines non glycosylées (entre autres U; 20 et Us9) sont aussi présententes a la surface

du virus (revu par Roizman, Knipe et Whitley, 2007; Stannard, Fuller et Spear, 1987).

Le génome d’ADN double brin du virus a lui aussi une structure particuliére. Les
deux brins d’ADN sont codants. Le génome du VHS-1 code pour plus de 84 protéines
(revu par Roizman, Knipe et Whitley, 2007 ). 11 est composé de deux régions nommées
Unique Longue (UL) et Unique Courte (Ug) (F igure 2). Ces deux régions contiennent des

génes qui se retrouvent en une seule copie dans le génome (McGeoch et al., 1988).

Capside virale
Tégument

Génome viral

Enveloppe virale

\ Glycoprotéines virales
Figure 1 - Structure du VHS-1

Schéma du VHS-1 montrant les différentes parties formant le virion. Les
différentes composantes sont identifiées sur la figure.
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Figure 2 — Structure du génome du VHS-1

(A) Organisation du génome du VHS-1. Les régions U, et Us sont représentées par les boites grises. Les
régions répétées sont représentées par les boiles oranges el bleues. (B) Représentation des quatre
isoformes du génome viral qui peuvent étre produits lors de la réplication du virus suite a des mécanismes
de recombinaison. Figure adaptée de Boehmer et Nimonkar (2003).

Chacune de ces deux régions est bordée par des régions inversement répétées. Les génes
présents dans les régions répétées sont retrouvés a chaque extrémité de la région Uy. Une
seconde série de génes répétés est présente a chaque extrémité de la région Us (Perry et
McGeoch, 1988). Ainsi, 4 une extrémité d’Uy, la région ab est présente et elle est
inversement répétée a ’autre extrémité (b’ a’). 1l en va de méme pour Us, ou les sections
répétées se nomment a’c’ et ca. Cette structure particuliére permet au génome du virus de
recombiner lors de sa réplication, donc suite a I’infection, quatre isoformes du génome

peuvent étre produits (Hayward et al., 1975).

1.4 Cycle de réplication du VHS-1

Le VHS-1 possede un cycle de réplication complexe (F igure 3). La premiére étape
du cycle de réplication du VHS-1 est ’entrée du virus dans la cellule. Pour commencer,
les glycoprotéines gB et gC s’attachent a I’héparine sulfate de la surface de la cellule
(Shieh et al., 1992). Cet attachement permet 4 gD d’interagir avec HVEM (Herpes Virus
Entry Mediator), ce qui permettra a gB, gH et gL de médier la fusion membranaire entre
’enveloppe virale et la membrane cellulaire (Spear, 2004). Suite & la fusion, la capside et
les protéines du tégument sont relachées dans le cytoplasme de la cellule. La capside est
transportée vers la membrane nucléaire et le génome viral sera reliché dans le noyau

(Sodeik, Ebersold et Helenius, 1997; Batterson, Furlong et Roizman, 1983; Garner,



-
e ®
ﬂaduction Protéines a Protéines p Protéines y — %

= | = = e /e | =

S
m)'

®  vésicule
\’ tg ARN ARNp ARNy
B g+
pol
& : ou
O e |~ ==
Concatémére

&= J
\ J/

Figure 3 — Cycle lytique de réplication du VHS-1

Suite a I'entrée du virus dans la cellule, la capside est transportée vers le noyau ou le génome viral
sera reliché. L’expression des différentes classes de génes se fait de facon séquentielle. Suite a la
formation de nouvelles capsides et a 1’encapsidation du génome, le virion acquiert son enveloppe
dans les vésicules cellulaires avant de sortir de la cellule.

2003). L’ADN viral se circularise (Garber, Beverley et Coen, 1993) et la transcription des

geénes commence.

La transcription des génes viraux est séquentielle (Honess et Roizman, 1974).
C’est la polymérase 8 ARN 11 cellulaire qui transcrit les geénes viraux (Preston et Newton,
1976). Tout d’abord, des facteurs de transcription viraux et cellulaires permettront
I’expression des génes viraux immédiats précoces (o). La protéine virale VP16 (présente
dans le tégument) et les facteurs cellulaires Oct-1 (Octamer binding protein-1) et HCF
(Host Cell Factor) permettront la transcription de ces genes (Post, Mackem et Roizman,
1981; LaBoissiere et O'Hare, 2000; Campbell, Palfreyman et Preston, 1984). Les génes a

codent pour des facteurs de transcription nécessaires a I’expression d’autres génes viraux.



Les génes précoces codent pour des protéines qui permettent la réplication de I’ADN
viral. La réplication du génome viral se fait sous forme de concatémére en utilisant le
modéle du cercle roulant (revu par Boehmer et Lehman, 1997; Falkenberg, Lehman et
Elias, 2000). Donc, plusieurs copies du génome sont lides les unes apres les autres. La
réplication de I’ADN viral permet I’expression des genes tardifs (y). Il existe deux sortes
de génes tardifs : les partiellement tardifs (« leaky late » ou y;) et les tardifs (« true late »
ou y2). L’expression des y, est diminuée en I’absence de réplication de I’ADN viral, tandis
que les génes v, ne sont pas exprimés du tout lorsque la réplication du génome est inhibée
(Holland et al., 1980; Jones et Roizman, 1979). La plupart de ces génes codent pour des

protéines nécessaires a la formation du virion.

L’¢étape suivante est I’encapsidation du génome. Les protéines structurales (VPS5,
VP19C, VP23 et VP26) sont transportées au noyau afin d’y former la capside. Une seule
copie du génome, provenant du concatémeére, est encapsidée (revu par Homa et Brown,
1997). Ce sont des protéines virales qui sont responsables du clivage du concatémére et

de ’encapsidation du génome (Sheaffer et al., 2001).

Trois modéles sont proposés afin d’expliquer la sortie du virus de la cellule. Dans
le premier modéle (Wild et al., 2005), la capside sort du noyau via des pores nucléaires
clargis et acquiert son enveloppe par bourgeonnement & partir de vésicules
cytoplasmiques. Dans le second modeéle (Epstein, 1962), 1a capside gagne son enveloppe
via la membrane interne du noyau et pénétre dans une vésicule en utilisant la membrane
externe du noyau. Le virus utiliserait le systtme de sécrétion de la cellule. Dans le
troisiéme modele (Mettenleiter, 2002), la capside est d’abord enveloppée via la
membrane interne du noyau. Par la suite, le virus est dé-enveloppé 4 la membrane externe
du noyau. La capside nue acquiert son enveloppe finale a partir des vésicules
cytoplasmiques (Skepper et al., 2001). Dans les trois cas, le virus sort de la cellule par
fusion de la vésicule a la membrane cellulaire. Suite a de nombreuses études allant dans le
méme sens, c’est le troisiéme modéle (enveloppement/dé-enveloppement) qui est

généralement accepté (revu par Roizman, Knipe et Whitley, 2007 )



1.5 Infection latente

1.5.1 Vue d’ensemble de Pinfection latente

Le VHS-1 a la capacité d’établir la latence chez les neurones sensitifs de I’héte,
lui permettant de produire des infections récurrentes (Figure 4). Typiquement, lors d’une
infection oro-labiale, le virus produit une premiére infection dans les cellules épithéliales.
Cette infection peut donner lieu a la plaie distinctive du VHS-1 : le feu sauvage. Par la
suite, le virus infecte les neurones sensitifs innervant cette zone (Efstathiou et Preston,
2005). La capside est transportée le long de I’axone via les microtubules jusqu’au corps
cellulaire (Smith, Gross et Enquist, 2001; Cook et Stevens, 1973). Le corps cellulaire de
ces neurones se trouve dans le ganglion trigéminal. C’est dans ce ganglion que se
regroupent trois nerfs sensitifs faciaux (Netter, 1999): I’ophtalmique, le maxillaire et le
mandibulaire. Une fois dans le ganglion, il y a production de nouveaux virus et infection
aigué des autres neurones. Par la suite, la presque totalité de 1’activité virale est arrétée et
la production de virus est stoppée. Le génome viral reste sous forme d’épisome dans le
noyau du neurone. Durant cette période de latence, seuls les transcrits LATSs (« Latency

associated transcripts ») continueront a étre produits en abondance (Stevens et al., 1987).

Muqueuse
Ganglion du
trijumeau o1 A=

Systéme
nerveux
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Figure 4 — Vue d’ensemble de P’infection par le VHS-1

(1) L’infection aigué des muqueuses (2) est suivie de I’infection aigué des neurones ganglionnaire.
Par la suite, (3) le virus établit la latence dans le neurone ot le génome reste sous forme d’épisome
dans le noyau. (4) Le virus peut se réactiver pour produire des infections récurrentes.



En réponse a un stress, le virus peut se réactiver afin de produire une nouvelle infection.
Un stress nerveux, un changement hormonal, une fievre, une exposition aux UV ou une
déficience immunitaire peuvent provoquer la réactivation. Il y aura production de
nouvelles capsides qui seront transportées vers le site primaire d’infection le long de
’axone afin de produire une nouvelle infection au niveau des muqueuses (Hill et al.,
1983; Miller, Danaher et Jacob, 1998). De plus, il peut arriver que le transport axonal se
fasse dans la mauvaise direction et que les virus soient dirigés vers le systéme nerveux
central. Ainsi, la forme latente du VHS-1 a aussi été détectée dans le cerveau de
personnes ayant eu des encéphalites, créant une persistance virale (Nicoll, Love et
Kinrade, 1993; Baringer et Pisani, 1994). Ce cycle d’infection aigué et latente peut se

poursuivre tout au long de la vie de I’individu infectg.

1.5.2 Les mécanismes moléculaires de la latence

Plusieurs mécanismes régulent I’établissement de latence, le maintien et la
réactivation du VHS-1. Malgré que certains d’entre eux soient connus, beaucoup d’étapes

et de mécanismes restent a identifier.

1.5.2.1 Entrée en latence du VHS-1

Dans le cadre d’une infection lytique de neurones sensitifs, VP16 du tégument est
transportée le long de 1’axone vers le corps cellulaire et le noyau du neurone afin de
transcrire les génes o (Holland et al., 1999). Certaines études montrent que la localisation
cellulaire de VP16 est I'un des facteurs responsables de ’entrée en latence du virus.
Ainsi, suite a ’infection du neurone, si VP16 ne peut se rendre dans le noyau, il n’y aura
pas de transcription de génes o et le virus entrera dans un état de latence (revu par
Wysocka et Herr, 2003; Steiner et al., 1990). D’autres études montrent que si les facteurs
de transcription cellulaires avec lesquels VP16 se complexe (Oct-1 et HCF) sont absents
ou ne peuvent se complexer a VP16, I’expression de géne o est compromise. Il y aura
donc entrée du virus en latence (Wysocka et Herr, 2003; Kristie, Vogel et Sears, 1999).

Ces études tendent 4 montrer que I’entrée en latence du VHS-1 résulte d’une incapacité



du virus a exprimer les génes a. et a produire une infection lytique (Efstathiou et Preston,

2005).

1.52.2  Etatdu génome viral latent

Suivant I’entrée en latence du virus dans le neurone, le génome viral reste sous
forme d’épisome dans le noyau (Efstathiou et al., 1986). Avant d’entrer en latence, le
génome se lie aux histones, mettant 1’expression des geénes viraux sous le contrdle de
I’acétylation des queues des histones et de la méthylation de I’ADN viral (Kent et al.,
2004). Lorsque les queues d’histones sont désacétylées et que le génome viral est
méthylé, I’ADN viral est compacté et 1’accés aux promoteurs viraux est bloqué. Il a été
démontré que lors de latence, les queues des histones sont désacétylées et I’ADN viral est
méthyl€, rendant 1’expression des génes viraux impossible (Deshmane et Fraser, 1989;
Arthur et al.,, 2001; Kubat et al., 2004). La réactivation surviendrait lors de I’acétylation
des queues d’histones, ce qui permettrait une libération du génome viral par les queues
d’histones et une augmentation de I’accés aux promoteurs des génes viraux. Ceci

entrainerait I’expression de génes lytiques (Efstathiou et Preston, 2005).

1.5.2.3 Transcrits viraux spécifiques a la latence: les « latency associated
transcripts »

Lors de la période de latence, la presque totalité de 1’activité virale est arrétée.
Seuls les « latency associated transcripts » (LATSs) continuent a étre produits (Stevens et
al., 1987). Ces transcrits sont situés dans les régions répétées bordant la région U,. 1l
s’agit de deux transcrits de 1.5 kb et 2.0 kb provenant d’un méme ARNm épissé (revu par
Jones, 2003). Des études ont montré que lorsque les LATs sont absents du virus,
I’établissement de la latence est réduit (Sawtell et Thompson, 1992; Maggioncalda et al.,
1996; Thompson et Sawtell, 1997). Aussi les LATs sont importants pour que le virus
puisse se réactiver de fagon efficace (Perng et al., 1994; Perng et al., 1996). Toutes ces
études montrent que ces transcrits jouent un rdle crucial durant I’infection latente par le

VHS-1.



1.5.2.4  La réactivation

Tel qu’expliqué précédemment, lors de la latence, le génome viral reste 1ié aux
histones cellulaires désacétylées, réprimant I’expression des geénes. Ainsi, une acétylation
des queues d’histones permet I’expression des génes o et la réactivation du virus
(Efstathiou et Preston, 2005). Les mécanismes exacts de la réactivation ne sont pas
connus. Cependant, nous savons que les facteurs de transcription viraux ICPO (Infected
Cell Protein 0) et ICP4, toutes deux des protéines o, jouent un réle clé dans ’initiation de
la transcription (Halford et Schaffer, 2001; Halford et al., 2001; Arthur et al., 2001). Par
exemple, ICPO peut générer une réponse transcriptionnelle similaire a celle observée avec
inhibiteur d’histone désacétylase Trichostatin A (Hobbs et DeLuca, 1999), connu pour
promouvoir la réactivation virale. Etant donné le peu d’information connu sur la latence
et la réactivation, il est nécessaire de continuer a étudier la réactivation du VHS-1 afin

d’¢élucider les mécanismes régissant cette étape importante de I’infection.

1.6 La protéine virale UL24

UL24 est I'une des protéines virales importantes pour la pathogenése du VHS-1 et
pour la latence du virus. Il s’agit d’un des 43 génes conservés chez les trois sous-familles
de virus herpés lors de leur évolution, mais le mode d’action de la protéine reste encore

inconnu (Davison, 2002).

1.6.1 Importance d’UL24 en culture cellulaire

Plusieurs études ont mis en évidence I’importance de la protéine virale UL24 dans
la réplication du VHS-1 en culture cellulaire. Pour commencer, comparativement au
virus de type sauvage (KOS), lorsque la protéine n’est pas exprimée, la taille des plages
de lyse formées par le virus est diminuée. De plus, le rendement cellulaire de lyse est lui
aussi réduit (Jacobson, Martin et Coen, 1989). I y a donc moins de nouveaux virus
formés par cellule infectée. Donc, en absence d’UL24, la réplication du VHS-1 est moins
efficace que celle du virus KOS. Un autre phénotype observé lorsque UL24 est absente

est la formation de plages de type syncytiale (Sanders, Wilkie et Davison, 1982). Une
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plage syncytiale résulte de la fusion des membranes cellulaires de plusieurs cellules
infectées adjacentes, ce qui forme une grosse cellule plurinucléée. La formation de
syncytiums chez les virus déficients en UL24 est encore plus apparente lorsque la
température d’infection est plus élevée, soit 39°C (Jacobson, Martin et Coen, 1989;
Tognon et al., 1991). Tout ceci montre qu’UL24 est importante pour une réplication

efficace du VHS-1 en culture cellulaire.

La formation de syncytiums a aussi été observée chez d’autres virus herpés
humains ayant une délétion de ’homologue d’UL24. Contrairement a la souche sauvage,
chez un virus VHS-2 ayant une version d’UL24 tronquée, la formation de syncytium a été
observée chez trois lignées cellulaires différentes (Blakeney et al., 2005). Cette étude
montre que les effets d’une délétion d’UL24 sur la formation de syncytiums sont

similaires chez d’autres virus herpés humains.

1.6.2 Importance d’UL24 dans la pathogenése

La protéine virale UL24 joue aussi un role dans la pathogenése du VHS-1. Dans
un modéle murin d’infection oculaire (Leib et al., 1989), on observe une diminution
d’environ | log de la réplication aigué oculaire d’un virus déficient en UL24 comparé au
virus de type sauvage (Jacobson et al., 1998). Aussi, la réplication aigué neuronale du
virus n’exprimant pas UL24 est plus faible de 4 logs de celle du virus KOS (Jacobson et
al., 1998). En plus d’établir la latence a un niveau moindre que KOS, le virus déficient en
UL24 a une réactivation pratiquement absente dans des essais d’explants des ganglions
trigéminaux. Ainsi, la protéine UL24 est importante pour la pathogenése du VHS-1 a

plusteurs niveaux.

Un phénotype atténué a aussi été observé chez le VHS-2 (principal responsable de
’herpeés génital) lorsque UL24 est tronquée (Blakeney et al., 2005). Dans un modéle
vaginal d’infection de souris et de cochon d’Inde, ce virus mutant est beaucoup moins
Iétal et cause moins de lésions que le virus de type sauvage. De plus, la capacité de
réactivation de ce virus déficient en UL24 est diminuée chez le cochon d’Inde. Aussi, une

étude a montré I'importance de I’homologue d’UL24 chez le VZV (ORF35) dans un
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modéle murin de xénogreffe (Ito et al., 2005). Des greffes humaines de peau ou de
cellules T ont été faites sur des souris SCID (« Severe Combined Immunodeficiency »).
Lorsque les greffes sont infectées par un VZV déficient en ORF35, la réplication du virus
dans les greffes est inférieure au virus de type sauvage. Ces études montrent que
’importance d’UL24 chez I’animal ne se limite pas au VHS-1, mais que les homologues

d’UL24 chez d’autres virus herpés sont eux aussi cruciaux a la pathogenése du virus.

1.6.3 Caractéristiques du gene UL24

Le géne UL24 est le 24° cadre de lecture ouvert de la région Uy du génome
(McGeoch et al., 1988). Dans le locus d’UL24, les génes UL23 (thymidine kinase, tk),
UL25, UL26 et UL26.5 sont retrouvés (Figure 5). L’orientation de tk étant inverse a celle
d’UL24 (McGeoch et al., 1988), une partie des cadres de lecture ouvert correspondant aux
parties N-terminales d’UL24 et de TK se chevauchent légérement (de 66 pb; Jacobson et
al., 1998). Ainsi, le promoteur de & se retrouve dans le cadre de lecture ouvert d’UL24

(Coen, Weinheimer et McKnight, 1986).

La transcription d’UL24 est particuliére (Figure 5). Six transcrits provenant de
trois sites d’initiation différents et de deux sites de polyadénylation (celui d’UL24 et celui
d’UL26) sont produits lors de I’infection (Jacobson et al., 1993; Kibler et al., 1991; Read
et Summers, 1982; McGeoch et al., 1988; Holland et al., 1984). Les transcrits courts (1.4
kb, 1.2 kb et 0,9 kb) sont exprimés de fagon précoce lors de I’infection, tandis que les
transcrits longs (5.6 kb, 5.4 kb et 5.2 kb) sont exprimés de fagon partiellement tardive (y;)
(Cook et Coen, 1996). A ce jour, nous ne savons pas quel transcrit est utilisé pour
I’expression de la protéine UL24. Cependant, I’expression de la protéine UL24 corréle
avec I’expression des transcrits longs et tardifs. Ce sont les quatre transcrits contenant le
cadre lecture ouvert complet d’UL24 (5.6 kb, 1.4 kb, 54 kb et 1.2 kb) qui sont
potentiellement responsables de I’expression de la protéine. De plus, suite a I’inhibition
de premier site d’initiation, ’expression d’UL24 est fortement diminuée, ce qui suggére
que les transcrits provenant du premier site d’initiation (5.6 kb et 1.4 kb) sont les

principaux responsables de I’expression d’UL24 (Pearson et Coen, 2002).
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UL26.5
UL24 ULa2s UL26

5.6 kb -
5.4 kb =D
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Figure 5 — Représentation de la région génomique entourant UL24 et de ses transcrits
UL24 est représenté par la fléche bleue et blanche. Les différents génes entourant UL24 sont
représentés par les fléches grises. Les différents transcrits d’UL24 produits lors de I’infection
y sont représentés. Adapté de Pearson et Coen (2002).

1.6.4 Caractéristiques de la protéine UL24

Tel que mentionné précédemment, la protéine UL24 est exprimée de fagon
partiellement tardive. Cette protéine de 269 acides aminés a un poids moléculaire de 29.5
kDa (Pearson et Coen, 2002). La fonction exacte de la protéine reste encore a déterminer.
Chez VHS-2 et HCMV, la protéine homologue a UL24 a été¢ détectée dans le virion
(probablement dans le tégument pour VHS-2 et associé au tégument et a I’enveloppe pour
HCMV). Elle serait donc transportée dans le virion (Hong-Yan et al., 2001; Wang, Duh et
Wu, 2004). Cependant, la seule analyse protéomique ol on a identifié UL24 dans le
virion était pour le gammaherpesvirus murin 68 (MHV68; Bortz et al., 2003). A ce jour,
UL24 n’a pas été détectée dans le virion du VHS-1.

1.6.4.1 Niveau de conservation d’UL24

UL24 est retrouvé chez un trés grand nombre d’Adlphaherpesvirinae, de
Betaherpesvirinae et de Gammaherpesvirinae, tel que des virus de mammiféres,
d’oiseaux et méme de reptile (78 souches différentes, suite 4 une analyse de la séquence

en acides aminés d’UL24 sur le site http://expasy.org/tools/blast/). La séquence d’UL24
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est séparée en deux régions : la partie N-terminale, qui est conservée, et la partie C-
terminale, plus variable (Figure 6) (Jacobson, Martin et Coen, 1989; Knizewski et al.,
2006). Dans la région N-terminale (acides aminés 1 a 163), cinq domaines d’homologie
ont été identifiés (Jacobson, Martin et Coen, 1989; Jacobson et al., 1998; Knizewski et al.,
2006). Il s’agit de portions d’UL24 ou le niveau de conservation est d’au moins 65 %
(Jacobson, Martin et Coen, 1989). A Tl'intérieur de ces domaines, certains résidus sont
hautement conservés (au moins 90% de conservation; Knizewski et al., 2006). La
substitution de groupes d’acides aminés dans les domaines d’homologie II et III a un
impact négatif sur la réplication du virus en culture cellulaire (Jacobson, Martin et Coen,
1989). L’importance individuelle des acides aminés hautement conservés dans les

différentes UL24 est inconnue.

1.6.4.2 Motif d’endonucléase PD (D/E)xK

Malgré que la structure d’UL24 soit inconnue, une étude de bio-informatique a
identifié un motif d’endonucléase de type PD (D/E)xK formé par certains des acides
aminés hautement conservés (Knizewski et al., 2006). Les résidus D78, E99 et K101
formeraient le site catalytique (Figure 6). Les acides aminés H22, Y26, Q117,E69 et R75
contribueraient 4 I’architecture du site et pourraient étre importants pour la spécificité du
substrat. De plus, UL24 aurait une structure secondaire typique des endonucléases de type
PD (D/E)xK, soit aoBBaBppa, ot a signifie hélice alpha et B signifie feuillet beta (la

structure commune a ces endonucléases a été soulignée).

Les endonucléases de types PD (D/E)xK sont principalement retrouvées dans les
bactéries, les archaebactéries et les virus d’algues (revu par Pingoud et al., 2005). Ce sont
les acides aminés conservés formant le site catalytique, soit PD (D/E)xK, qui caractérisent
cette famille. Pour étre fonctionnelles, ces enzymes forment des homodiméres ou des
hétérodimeres (Nishino et al., 2003). Elles ont besoin d’ATP ou de GTP et d’un ion
divalent, tel que le Mg?' (Bond et al., 2001). Ces endonucléases permettent la résolution
de structure d’ADN de type Holliday, le clivage de brin d’ADN a un site spécifique ou la
recombinaison entre deux fragments d’ADN (Pingoud et al., 2005).
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Une endonucléase de type PD (D/E)xK a déja été identifiée chez VHS-1 : soit
UL12 (Bujnicki et Rychlewski, 2001). UL12 est une nucléase alcaline impliquée dans
I’encapsidation du génome viral (Weller et al., 1990). Lors de la réplication du génome
viral, des coupures simple brin et des bréches peuvent €tre insérées dans la séquence.
ULI12 agit a ces points pour réparer ou traiter I’ADN viral afin de produire une structure
maximisant I’encapsidation (Goldstein et Weller, 1998). UL12 ne partage pas beaucoup
d’homologie de séquence avec UL24. Cependant, la structure secondaire prédite du
potentiel motif d’endonucléase d’UL24 est similaire a celle d’UL12 (Knizewski et al.,
2006).

1.6.5 Localisation cellulaire d’UL24

Des analyses en bio-informatique de la séquence d’UL24 ont prédit que la

I
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Figure 6 — Séquence en acides aminés de la protéine UL24

Les cinq domaines d’homologie sont représentés par les boites vertes (selon Jacobson, Martin et Coen,
1989; Jacobson et al., 1998). Les résidus hautement conservés sont en rouge ou en blanc (selon Knizewski
et al.,, 2006). Les acides aminés formant le site catalytique putatif sont représentés en blanc (selon
Knizewski et al., 2006). La structure secondaire potentielle (Knizewski et al., 2006) est indiqué sous la
séquence (a pour hélice alpha et B pour feuillet beta).
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protéine pourrait se localiser dans plusieurs sous-compartiments cellulaires; des signaux
de localisation mitochondriale et nucléaire y ont été détectés. Sauf que lorsqu’analysé
expérimentalement par fractionnement cellulaire, UL24 s’associe principalement avec le
noyau, mais elle est aussi associée a la fraction cytoplasmique (Pearson et Coen, 2002).
Une étude en microscopie confocale plus récente montre que la protéine se localise par
point principalement dans le nucléole, qui est une région du noyau impliquée dans la
transcription des ARN ribosomaux. UL24 est aussi retrouvée dans le cytoplasme
(Lymberopoulos et Pearson, 2007). Cette localisation est maximale 2 9 heures
postinfection (hpi). Par la suite, UL24 se localise de fagon diffuse dans le noyau et dans le
cytoplasme, plus particuliérement en périphérie du noyau (Lymberopoulos et Pearson,
2007). Cette localisation nucléolaire est aussi observée hors du contexte d’infection,
lorsqu’UL24 est transfectée dans la cellule de fagon transitoire (Bertrand et Pearson,
2008). Cette derniére étude a aussi montré qu’UL24 peut se localiser dans le Golgi dans

le cadre d’une transfection.

1.6.6 Effets sur la nucléoline

En plus de se localiser dans le nucléole, UL24 affecte la localisation d’une
protéine nucléolaire. Dans les cellules qui ne sont pas infectées, la nucléoline se localise
sous forme de points dans le nucléole. Lors de I’infection de cellules par le VHS-1, la
protéine nucléoline est dispersée. Cependant, lorsque I’infection se fait avec un virus
déficient en UL24, cette dispersion n’a pas lieu (Lymberopoulos et Pearson, 2007). La
nucléoline est une protéine multifonctionnelle impliquée dans la biogénése et la
maturation des ribosomes (Srivastava et Pollard, 1999). La dispersion de la nucléoline par
UL24 n’est pas dépendante des autres protéines virales, puisque méme lorsque transfectée
seule, UL24 la disperse (Bertrand et Pearson, 2008). 11 est aussi important de noter que la
dispersion de la nucléoline n’est pas due & un démantélement du nucléole, puisque la
protéine nucléolaire fibrilarine conserve sa localisation normale. Cependant, il reste
encore a déterminer si cette dispersion de la nucléoline par UL24 est due 4 une intéraction

directe avec UL24 ou via une autre protéine.



1.6.7 Autres activités associées a UL24 et ses homologues

Le gammaherpesvirus murin 68 (MHV68) posséde un homologue 4 UL24 nommé
ORF20 (Alba et al., 2001). 11 a été montré qu’ORF20 induit I’arrét du cycle cellulaire en
phase G2 (Nascimento et Parkhouse, 2007). Cet arrét est di a une inactivation du
complexe formé par la kinase Cdc2 et la Cycline B par ORF20. Cependant, dans cette
étude, un lentivirus recombinant exprimant ORF20 a été utilisé plutét que le MHV68.
Cette étude laisse croire que cette capacité d’arréter le cycle cellulaire pourrait étre
appliquée aux homologues d’ORF20, tel qu’UL24 chez le VHS-1. Il est a noter que des
analyses protéomiques sur le nucléole ont démontré la présence de plusieurs protéines

impliquées dans la progression du cycle cellulaire (Berdougo et al., 2008).

Un criblage pour des génes du HCMV impliqués dans la régulation génique a
identifié I’homologue d’UL24, UL76. 11 a été montré que chez des cellules transfectées de
fagon transitoire, UL76 peut réguler a la hausse ou & la baisse I’expression de certains
génes a (Wang, Duh et Chang, 2000). La régulation a la hausse pourrait étre dominante
lorsqu’UL76 est fortement exprimé dans les cellules. De plus, quand des cellules
exprimant de fagon constitutive UL76 sont infectées avec HCMV, la production de
virions est réprimée (Wang, Duh et Wu, 2004; Migone et al., 2006). Une hypothése est

que cette répression pourrait jouer un rdle dans le contréle de I’infection latente.

1.7 Modeéle d’infection in vivo

Afin d’étudier la pathogenése du VHS-1, plusieurs modéles animaux peuvent étre
utilisés. Ces différents modéles permettent entre autres d’étudier I’infection latente du

VHS-1.

1.7.1 Cochon d’Inde

Le cochon d’Inde est un modéle d’étude utilisé principalement pour I’étude de
Iinfection vaginale par le VHS-1 et 2. Ce modéle permet 1’étude de I’infection aigué et

latente (Stanberry et al., 1982). Dans ce modéle, I’inoculation intravaginale du virus méne
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a Iapparition de vésicules ulcérées caractéristique de I’infection. Suite 4 ’infection aigué
neuronale, le virus établit la latence dans les ganglions nerveux de la racine dorsale. La

réactivation spontanée du virus peut étre observée chez le cochon d’Inde.

1.7.2 Lapin

Le lapin est utilisé pour I’étude de la latence du VHS-1. Dans ce modele,
I"infection se fait au niveau de la cornée de ’animal (Hill et al., 1986). L’infection aigué,
ainsi que I'infection latente peuvent y étre étudiées. La réactivation du virus peut étre
provoquée en utilisant des agents chimiques tels que 1’épinéphrine (Kwon et al., 1981).

De plus, la réactivation spontanée peut aussi y étre observée (Berman et Hill, 1985).

1.7.3 Souris

La souris est un modéle trés répandu dans I’étude de la pathogenése du VHS-1.
Deux types de modéle murin sont couramment étudiés. Le premier est le modéle
d’infection sous la patte arriére, ol le virus se réplique de fagon aigué. Tout comme chez
le cochon d’Inde, le virus infectera ensuite les neurones du ganglion de la racine dorsale
pour y établir la latence (Stevens et Cook, 1971). Chez ce modéle, la réactivation
spontanée n’est pas observée. Cependant, il est possible d’observer la réactivation lors

d’essais d’explant des ganglions infectés de fagon latente.

Dans le second modéle, I’infection se fait au niveau oculaire. Suite & ’infection
aigué dans la cornée, le VHS-1 infecte les neurones sensitifs du ganglion trigéminal et y
établit la latence (Leib et al., 1989). Le virus ne se réactive pas spontanément, mais il est
possible de provoquer la réactivation lors d’un essai d’explant des ganglions. Il est aussi
possible de provoquer la réactivation chez 1’animal en injectant de fagon intrapéritonéale
du Butyrate de sodium, inhibiteur d’histone désacétylase (Neumann, Bhattacharjee et
Hill, 2007).
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2 Problématique

Les mécanismes régulant la pathogeneése du VHS-1 ne sont pas tous connus.
Certaines protéines semblent jouer un réle important dans celle-ci. UL24 est I’'une de ces
protéines. Il s’agit d’une protéine conservée chez les trois sous-familles de virus herpés
lors de leur évolution, mais dont le réle dans I’infection reste encore inconnu. Cependant,
il est connu que la protéine virale UL24 est importante pour la réplication normale du
virus en culture cellulaire. Chez un virus déficient en UL24, la réplication est diminuée et
la formation de syncytium est observée. De plus, dans un modéle murin d’infection
oculaire, si le virus n’exprime pas UL24, la réplication aigué oculaire est diminuée et la
réplication aigué neuronale est fortement affectée. Aussi, I’établissement de la latence est
moins élevé que chez le virus de type sauvage, tandis que la réactivation est pratiquement
nulle. Les mécanismes impliquant UL24 dans la pathogenése du virus restent encore a
découvrir. Cette protéine est conservée chez les virus herpés et certains résidus sont
hautement conservés. Certains de ces acides aminés hautement conservés formeraient le
site actif d’une endonucléase de type PD (D/E)xK. Cependant, cette fonction n’a pas été
démontrée. Finalement, I’importance des acides aminés hautement conservés dans les

fonctions de la protéine est inconnue.

Notre hypothése est que les acides aminés hautement conservés d’UL24 sont
critiques pour la pathogenése du VHS-1, incluant ceux impliqués dans la potentielle

fonction d’endonucléase.

Afin de tester notre hypothése, nous avons généré plusieurs mutants du VHS-1
contenant différentes versions d’UL24 ayant une ou deux substitutions d’acides aminés
hautement conservés. Ces virus mutants ont été testés en culture cellulaire et dans un

modéle murin d’infection oculaire.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Cellules et virus

3.1.1 Lignées cellulaires

Les cellules Vero et les cellules COS-7, deux lignées de fibroblastes provenant de
reins de singe vert d’Afrique, ont été cultivées dans un milieu Dulbecco' s Modified
Eagle's Medium (DMEM) enrichi 4 5% de sérum de veau nouveau-né (NCS), a
50 mg/ml de pénicilline et 50 unités/ml de streptomycine (P/S). Une fois une confluence
de 95 % atteinte, le milieu des cellules a été enlevé et de la trypsine/EDTA (2.5 g/L de
trypsine et 0.38 g/l d’EDTA) a été ajouté aux cellules. Aprés une incubation de 5
minutes a 37 °C et 5% de CO; permettant aux cellules de se détacher, le double du
volume de trypsine en DMEM a 5 % de NCS et avec P/S a été ajouté. Typiquement, 1/6
des cellules ont été passées. Les cellules ont été conservées dans un environnement a

37°Cet5 % de CO,.

3.1.2 Origine des virus et production de stocks viraux

Les souches virales du virus de I’herpés simplex de type 1 KOS (type sauvage),
UL24X (déficient en UL24) et tkLTRZ1 (déficient en TK) ont été fournies par Donald M.
Coen (Harvard Medical School, Boston). Tous les stocks viraux ont été produits dans des
flacons de 175 cm? (T175) contenant 3x10’ des cellules Vero infectées a une multiplicité
d’infection (MOI) de 0.01 dans 5 ml de milieu DMEM a 2 % de NCS et avec P/S. Les
flacons ont été incubés a 37 °C et a 5 % de CO, et agités toutes les 15 minutes pendant |
heure. Ensuite, I’inoculum a été remplacé par 25 ml de DMEM 4 5 % de NCS et avec P/S
et remis 4 37°C et a4 5% de CO,. Lorsque 100 % des cellules montraient des effets
cytopathiques, elles ont été centrifugées a 240 G pendant Smin. Les culots de cellules
infectées ont été resuspendus dans du DMEM a 1 % de NCS et avec P/S a concurrence de
3 ml au total pour les culots de 3 flacons et transférés dans un nouveau tube. Par la suite,

les cellules ont été brisées par trois cycles de congélation et décongélation, pour ensuite

20



étre soniqués pendant 30 secondes (Digital Sonifier de Branson, amplitude de 50 %,
pulsations de 0.5 seconde). Les débris cellulaires ont été enlevés par centrifugation a
240 G et 4°C pour 5 minutes. Le surnageant contenant les particules virales a été aliquoté
a des volumes de 125l dans des cryotubes de 1.5ml. Les stocks ont été conservés 4 -

80 °C.

3.1.3 Détermination des titres viraux

Afin de déterminer les titres viraux des différents virus, des titrages par essais de
plages de lyses ont été réalisés. Des dilutions en série des stocks viraux ont été faites en
duplicata dans un volume de 1 ml. Les dilutions ont été faites dans un milieu DMEM i
2% de NCS et avec P/S. Des plaques a 12 puits préparées la veille et contenant 3x10°
cellules Vero dans 300p1 de DMEM a 2 % de NCS et P/S ont ensuite été infectées avec
100u1 des dilutions 102 2 108, Les plaques infectées ont été incubées a 37 °C et 5 % de
CO, pendant 1 heure et agitées aux 15 minutes. Ensuite, Iml de DMEM a 2 % de NCS et
avec P/Seta 0.6 % de méthylcellulose a été ajouté a chaque puits. Deux & trois jours post
infection (jpi), les cellules ont été fixées avec 1 ml de Fix (solution d’acide acétique
glacial et de méthanol & une proportion de 1 : 3) a été ajouté a chaque puits et les plaques
ont été incubées & température de la piéce pour 45 minutes. Par la suite, les puits ont été
vidés et les cellules ont été colorées avec une solution de cristal violet (250ml de
méthanol, 750ml d’H,044 et 0.5 % de cristal violet) pour un temps d’incubation d’au
moins 45 minutes, rincés d I’eau et séchés. Les titres viraux ont été exprimés en unité

formatrice de plages (PFU) par ml.

3.2 Mutagenése

3.2.1 Mutagenése dirigée par PCR

Des versions mutées d’UL24 contenant des mutations ponctuelles encodant pour
des substitutions simples ou doubles d’acides aminés ont &té produites par mutagenése

dirigée par réaction de polymérisation en chaine (PCR). Les substitutions encodaient
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majoritairement pour des alanines ou pour une leucine. Pour ce faire, le plasmide pAG5
(Griffiths et Coen, 2003; fourni par Donald M. Coen, Harvard Medical School, Boston),
contenant les génes UL22, UL23 et UL24 dans un squelette pSK+ (Stratagene), a été
utilisé. Des amorces synthétiques (Integrated DNA Technology) contenant les mutations
désirées (« top ») et les amorces complémentaires (« GC ») (Tableau I) ont été utilisées
dans la réaction de PCR suivante (basée sur le protocole « Quick-Change » de
Stratagene) : 5 ul de tampon 10X pour la polymérase PFU, 5 pul de dNTP 4 2 mM, 2.5 pl
d’amorce TOP & 50 ng/ul, 2.5 pl d’amorce GC a 50 ng/ul, 2.5 pl de DMSO, 25 ng de
PAGS, 1l de polymérase PFU a 2.5 unités/pl (Fermentas) dans une réaction d’un volume
total de 50 ul. La PCR est composée des trois étapes : (1) 94 °C pour 30 secondes, (2)
suivi de 18 fois le cycle de 94°C pour 30 secondes, 60 °C pour 60 secondes, 68 °C pour 6
minutes (3) et 68 °C pour 6 minutes. Cette PCR permet de répliquer le plasmide au

complet tout en y insérant les mutations désirées.

Afin d’éliminer le plasmide d’origine n’ayant pas €t€¢ muté, 1 ul de ’enzyme de
restriction Dpnl (10 unités/pl, Roche) a été ajouté au produit de la PCR et le tout incubé a
37 °C pendant 4 heures. Cette enzyme reconnait les séquences méthylées. Etant donné
que le plasmide d’origine a été produit par des bactéries, donc méthylé, il a été digéré par

Dpnl, contrairement aux plasmides mutés non méthylés provenant de la PCR.

Ensuite, des bactéries compétentes DH5a. Max Efficiency (Invitrogen) ont été
transformées par choc thermique avec 2 pul du produit de la digestion suivant le protocole
du fabricant (Invitrogen). Les bactéries ont été coulées sur un pétri de LB agar contenant
de I'ampicilline a 50 pg/ml et incubées a 37 °C pour la nuit. Des colonies obtenues ont
ensuite €t piquées et mises en culture individuellement dans 2 ml de milieu LB contenant
de 'ampicilline a 50 pg/ml et incubées a 37 °C pour la nuit. L’ADN plasmidique a été
purifié en utilisant le kit de MiniPrep de Promega suivant le protocole décrit par le
fabricant. Ce kit utilise une méthode non organique utilisant des colonnes de résine.

L’ADN a été élué dans un volume de 50ul.
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Tableau I — Liste des amorces utilisées lors de la mutagenése dirigée par PCR

Nom de I'amorce :e 1";." ce mlsl::'::(ns()s ) ::zzr:ii‘de
UL24H22Ltop G TACGAA H22L PAGS H22L
GC-UL24H22Ltop TGTAGAA

UL24Y26Atop TACGAA Y26A pAGS Y26A
GC-UL24Y26Atop A

UL24E69A-VT70Atop A ARTAT EG9A VT0A pPAGS EB9AVTOA
GC- UL24E69A-\/T0Atop A

UL24L72Atop ARGTGGA L72A pAGS5 L72A
GC-UL24L72Atop g

UL24R75A-D78Atop TGGGA: 5 R75A D78A pAGS5 R75AD78A
GC- UL24R75A-D78Atop A 3GG

UL24197A-198At0p T 197A 198A PAGS5 197A198A
GC- UL24197A-198Atop I'G A

UL24E99A-K101Atop STTTGTGTCA A E99A K101A  pAGS5 E99AK101A
GC- UL24E99A-K101Atop AAGARATAT A

UL24Q117Atop AGCAAACGCGA QU7A pAG5 Q117A
GC- UL24Q11T7Atop AT GTGGA

UL24G121Atop AR G121A pAG5 G121A
GC- UL24G121Atop AGCT

UL24Q124A-L125At0p 5 Q124A L125A pAG5 Q124AL125A
GC- UL24Q124A-L125At0p 3 A

UL24Q154Atop TGTT Q154A pAG5 Q154A
GC-UL24Q154Atop A Al ACAAR A

- Pour chaque mutation, deux amorces ont été utilisées, soit I’amorce « top » et son amorce
complémentaire « GC ».

- Les nucléotides permettant I’insertion de mutation sont représenté en rouge sur chaque amorce.

- Chaque mutation nommé par I’acide aminé d’origine, suivi de la position de la mutation et du résidu
final aprés la mutagenése.

Les plasmides obtenus ont été séquencés (Centre d’Innovation Génome Québec et
Université McGill, Montréal) afin de vérifier la présence des mutations désirées et
I’absence d’autres mutations dans UL24. Les versions mutées qui ont été utilisées afin de
produire des virus recombinants ont été sous-clonées dans un plasmide de transfert (soit
PAG5 E99AKI01A, pAG5 GI21A et pAGS Q154A). 11 s’agit du plasmide pAG5
(nommé pAGSt). Les enzymes de restriction Bglll et Bst1 1071 ont été utilisées afin de
sous-cloner les mutations depuis le plasmide pAG5 muté dans pPAGS5t (pour donner
PAG5t E99AK101A, pAG5t G121A et pAGS5t Q154A). De cette facon, la possibilité de
présence de mutations non désirées produite lors de la réaction de PCR dans les génes

UL22, UL23 ou ailleurs dans le plasmide est éliminée.
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3.2.2 Plasmides et sous-clonage

Afin de vérifier I’expression des versions mutées d’UL24 dans des cellules
mammiféres, les génes mutés ont été sous-clonés depuis pAG5 dans un plasmide
d’expression mammifére. Des plasmides contenant UL24, soit pLBPfl UL24 (Luc
Bertrand, INRS-Institut Armand-Frappier, Laval) et pLBPfl HAUL24 (Bertrand et
Pearson, 2008), ont été utilisés. Ce dernier encode une étiquette d’hémagglutinine en
amont d’UL24. Pour sous-cloner les versions mutées dans pLBPfl UL24 (Figure 7A), les
enzymes Pfl2311 (2 unités/pl, Fermentas) et BamH1 (10 unités/pl, Fermentas) ont été
utilisés dans la réaction suivante : 2,5 ul de chaque enzyme, 5 pl de tampon Tango 10X
(Fermentas) et 8 ng du plasmide pAG5 dans un volume total de 50 pl a 37 °C pendant 2
heures. Pour sous-cloner dans pLBPfl HAUL24 (Figure 7B), les enzymes Bgl II (10
unités/ul, NEB) et Bst 11071 (10 unités/pl, Fermentas) ont été employé dans la réaction
suivante : 2.5 pl de chaque enzyme, 5 ul de tampon O (Fermentas) et 8 pg de plasmide
dans un volume total de 50 pl 4 37 °C pendant 2 heures. Les produits des réactions ont été
migrés par électrophorése sur un gel d’agarose a4 1%. Les bandes dont la taille
correspondait au vecteur ou a I’insert ont été découpées et I’ADN extrait du gel en
utilisant le kit GenElute de Sigma avec un volume final d’élution de 40 pl. La ligase

d’ADN T4 (NEB) a été utilisée afin d’introduire ’insert dans le vecteur.

Des cellules DH5a compétentes ont été transformées par choc thermique avec le
produit de la ligation et ensuite transférées sur un pétri de LB Agar & 0.1 mg/ml
d’ampicilline. Des colonies ont été piquées et mise en culture afin d’isoler I’ADN

plasmidique par la technique de MiniPrep tel que décrit 4 la section 3.2.1.

Des digestions « diagnostiques » ont permis de vérifier si I’insert a bien été lié au
vecteur. Ainsi, 10ul du produit de la MiniPrep ont été ajouté 1pl de chaque enzyme
correspondante, 2.5ul du tampon correspondant et 5ul de HyO4q (voir ci-dessus). Les
produits de la réaction ont ensuite été migrés par électrophorése sur un gel d’agarose a

I % afin de vérifier si les fragments correspondant a I’insert désiré étaient présents.
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3.3 Immunobuvardage de type western

3.3.1 Transfection de cellules COS-7

Des plaques a 6 puits contenant 2x10° cellules COS-7 par puits ont été préparées
le jour précédent la transfection visant une confluence d’environ 40%. Afin de normaliser
la variation du niveau de transfection d’un échantillon ’autre, un essai a la luciférase a
été fait. Le plasmide pLBPfl muté et le plasmide pGL3 (Promega, contenant le géne de la
luciférase) ont été co-transfectés en utilisant ’agent transfectant Lipofectamine
(Invitrogen). La lipofectamine a été utilisée a un ratio de 1:3 avec ’ADN (3 pg de
pLBPfl et 0.1 pg de pGL3 pour 9.3 ul d’agent de transfection) dans 1 ml de DMEM sans
sérum ou antibiotique. Aprés 5 heures d’incubation a 37 °C et 5 % de CO,, le milieu a été
changé pour 2 ml de DMEM & 5 % de NCS et avec P/S. Apres 2 jours, les cellules ont été
lavées au PBS (200 mg/L de chlorure de potassium, 200 mg/L de phosphate de

Pf 2311/ / Bam H1 Bglll/  /Bst 11071
/ ¥ Y
/ /

/ {.,
HAUL24

pLBPfl UL24 pLBPfl HAUL24

Figure 7 — Sous-clonage des versions mutées d’UL24 dans un plasmide d’expression mammifére

(A) Pour sous-cloner la version mutée d’UL24 provenant du plasmide muté dans le plasmide pLBPfl
UL24, les deux plasmides ont été digérés par les enzymes Pfl2311 et Bam H1. Le fragment de 916 pb
provenant de pAGS5 a ét€ isolé et inséré par ligation dans le plasmide pLBPfl UL24 digéré. Le promoteur
CMV est illustré par la boite rouge. (B) Pour sous-cloner la version mutée d’UL24 provenant du plasmide
muté dans le plasmide pLBPfl HAUL24, les deux plasmides ont été digérés par les enzymes Bgl 1] et Bst
11071. Le fragment de 439 pb provenant de pAGS5 a été isolé et inséré par ligation dans le plasmide
pLBPfl HAUL24 digéré. Le promoteur CMV est illustré par la boite rouge et I’étiquette hémagglutinine
par la boite verte.
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potassium monobasique, 8 g/L de chlorure de sodium et 2160 mg/L de phosphate de
sodium dibasique), grattées et récoltées dans 500ul de PBS. Aprés une centrifugation a
5900 G de 5 minutes a 4°C, le culot de cellules a été ressupendu dans 150 ul de réactif de
lyse cellulaire (System d’essai Luciférase de Promega). Les cellules ont été lysées pour
15 minutes a 4°C et centrifugées a 16000 G a 4°C pour 30 minutes afin de précipiter les
membranes et I’ADN. Le surnageant de protéine a été utilisé pour I’essai a la luciférase et

pour I’'immunobuvardage.

3.3.2 Essais luciférase

Afin de normaliser la variation du niveau de transfection d’un échantillon a
Iautre, 15 pl du lysat cellulaire a été ajouté a 100 ul de substrat d’essai luciférase. Les
¢échantillons expérimentaux ont été comparés a des témoins transfectés avec des quantités
croissantes de pGL3. Le luminométre Lumat LB 9507 d’EG&G Berthold a été utilisé. Le

niveau de luminescence a été exprimé en unités relatives de luminescence (RLU).

3.3.3 Immunobuvardage de type western

Apres avoir déterminé les volumes de lysat qui seront utilisés, les échantillons ont
¢té préparés en ajoutant le tampon de chargement 6X (a 0.5 % de bromophénol bleu et
10% de B-mercaptoéthanol) et chauffés a 100°C pour 1 minute. Les échantillons ont
ensuite été chargés dans un gel d’acrylamide dénaturant (au SDS) a 12 % et migrés par
¢lectrophoreése dans un tampon de migration (3 g de Tris et 14.4 g de glycine dans 1 L de
H3044 2 0.1% de SDS) pour 90 minutes & 125 volts. Les protéines ont été transférées sur
une membrane de Polyvinylidene fluoride (PVDF) via un transfert humide en présence de
tampon de transfert (3 mg/ml de Tris base, 14.4 mg/ml de glycine, 20% de méthanol). La
membrane a ensuite été incubée dans une solution de TTBS (2.422 g de tris, 29.2 g de
NaCl dans 1 L de H,044 3 0.05 % de Tween et a pPH 7.5) a 5 % de lait pendant 1 heure
(pour un immunobuvardage d’UL24) ou pendant toute la nuit (pour un immunobuvardage
de TK ou HAUL24) 4 4°C afin de bloquer les sites non spécifiques a I’anticorps primaire.
Aprés avoir deux lavages de 5 minutes au TTBS, la membrane a été marquée avec

I"anticorps primaire (dilué dans 10ml de TTBS 4 0.5 % de gélatine, utilisé pour tous les
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anticorps primaires) pour 1 heure. Aprés cinq lavages de 5 minutes au TTBS, la
membrane a été marquée avec I’anticorps secondaire lié a la péroxidase de raifort (HRP;
dilué dans 10 ml de TTBS a 5 % de lait, utilisé pour tous les anticorps secondaires) pour
45 minutes. La membrane a ensuite été lavée 5 fois au TTBS et la révélation a été faite en

utilisant le kit ECL Plus (GE Healthcare) et des films Biomax XAR (Kodak).

3.3.4 Anticorps

Afin de marquer UL24, un anti-sérum de rat (Pearson et Coen, 2002) a une
dilution de 1 :600 a été utilisé comme anticorps primaire. Un IgG de chévre dirigé contre
les Ig de rat et conjugué a la péroxidase (Oncogene) a une dilution de 1:5000 dans d’une
solution TTBS a 5 % de lait a été utilisé comme anticorps secondaire. Pour marquer
HAUL24, I’anticorps primaire monoclonal IgG de souris HA.11 (dilué 1 :750, Covance)
et I'anticorps secondaire de chévre IgG dirigé contre les Ig de souris et conjugué a la
péroxidase (dilué 1:10000, Calbiochem) ont été utilisés. L’anticorps primaire de lapin
dirigé contre TK (dilué 1:2500, produit par William Summers, Université de Yale) et
secondaire de chévre dirigé contre les Ig de souris et conjugué a la péroxidase (dilué
1:10000, Jackson Immuno Research Laboratories) ont servi lors d’immunobuvardage
dirigé contre TK. Finalement, pour ICPS, I"anticorps primaire IgG de souris (dilué
1:1000, Chemicon) et I’anticorps secondaire de chévre IgG dirigé contre les Ig de rat et

conjugué a la péroxidase (dilué 1:5000, Calbiochem) ont été employés.

3.4 Production de virus recombinants

Afin d’insérer les mutations dans le génome du VHS-1, la technique de
recombinaison homologue (Brown et MacLean, 1998) a été utilisée avec I’ADN
infectieux du virus vUL24eGFPB (produit par Luc Bertrand, INRS-Institut Armand-
Frappier). Ce virus contient le géne de 1’eGFP dans le cadre de lecture d’UL24.
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3.4.1 Extraction de I’ADN viral
Afin d’obtenir ’ADN infectieux du virus vUL24eGFPB, deux flacons T175

contenant 3x107 cellules ont été infecté 4 une MOI de 0.01 (voir section 3.1.2). Lorsque
20 % des cellules présentaient des effets cytopathiques, les cellules ont été récoltées et le
milieu enlevé par centrifugation (240G pendant Smin). Le culot de cellules a été
resuspendu dans 1 ml de RSB (solution a2 10 mM de Tris a pH7.5, 10 mM de KCI, 1.5
mM de MgCl; et 0.5 % de Triton) et transféré dans un microtube. Suite 4 une incubation
sur glace de 10 minutes permettant la lyse des cellules, le microtube a été centrifugé a 400
G pendant 10 minutes a 4°C pour enlever les débris cellulaires. Le surnageant a été
centrifugé de nouveau a 16000 G pour 90 minutes a 4°C afin de précipiter le virus. Le
culot a ét€ resuspendu dans 350pl de tampon Tris-EDTA (pH7.5), soniqué (amplitude de
50 %, pulsations de 0.5 seconde). Aprés y avoir ajouté 120 pl de SDS a 10% (solution
finale a 2.52% de SDS) et 7 ul d’EDTA 4 0.5M et pH 8.0 (solution finale a 7.34mM
d’EDTA), le microtube a été incubé a 37 °C pour 5 minutes afin de lyser les virus et
dénaturer les protéines de la capside. L’ADN des virus a ensuite &té extrait par
phénol/chloroforme suivi d’une précipitation a I’éthanol. Apres avoir resuspendu I’ADN
dans 100 pl de tampon Tris-EDTA (pH 7.5), ’ADN viral a été dosé par

spectrophotométrie.

3.4.2 Co-transfection de I’ADN viral et du plasmide transfert

Pour produire des virus recombinants, des cellules Vero ont été co-transfectées
avec I’ADN infectieux de vUL24eGFP et le plasmide de transfert contenant la mutation
désirée (Tableau I). L’agent transfectant Lipofectamine a un ratio de 1:4 (1 pg d’ADN
pour 4 ul de Lipofectamine) a été utilisé en suivant le protocole du fabricant (Invitrogen).
Des pétris de culture cellulaire de 60 mm contenant 8x10° cellules ont été préparés la
veille visant une confluence de 40% et transfectés avec Ipg d’ADN viral et 500 ng de
pAGS dans 500 ul de DMEM (soit 1 mol d’ADN viral pour 45 mol de plasmide). Aprés
cinq heures d’incubation a 37 °C et 4 5 % de CO,, le milieu a été remplacé pour 2 ml de
DMEM a5 % NCS et P/S. Les cellules et le milieu de culture ont été récoltés et congelés

a -80°C lorsque 80 % des cellules présentaient des effets cytopathiques.
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3.4.3 Criblage des virus recombinants

Les virus ayant recombinés lors de la transfection ont été criblés pour la perte de
I’expression d’eGFP. Les cellules congelées provenant de la transfection ont été
deécongelées a 37°C, puis congelés a la glace séche et décongelés a 37 °C a deux autres
reprises avant d’étre soniquées (amplitude de 50 %, pulsations de 0.5 seconde). Les débris
cellulaires ont été enlevés par centrifugation 4 4 °C. Des dilutions successives allant de
107 4 10 ont été produites dans 6 ml de DMEM a 2% NCS P/S. Des plaques a 96 puits
contenant 4x10* cellules Vero par puits ont été préparées, et les cellules infectées avec 50
pl des dilutions par puits. Aprés 1 heure d’incubation a 37 °C et 5 % de CO,, 150 pl
DMEM 2% NCS P/S 4 0.3% de méthylcellulose a été ajouté a chaque puits et les plaques
ont été retournées dans I’incubateur. Une plus petite concentration de méthylcellulose
comparativement a celle utilisée lors de titrages typiques a été utilisée afin de ne pas nuire
a la propagation des virus recombinants. Trois Jours apreés, les plaques ont été observées
au microscope a fluorescence (systéme BioRad Radiance 2000 utilisant une lampe Xenon
avec un microscope Nikon Eclipse TE 2000-U) afin de cribler les puits dont les plages de
lyses n’étaient pas fluorescentes. Trois rondes de criblage ont été faites afin d’obtenir un
puits avec une seule plage non fluorescente. Ce puits a ensuite été dilué de nouveau et des
plaques a 96 puits ont été infectées. Le puits contenant une seule plage non fluorescente et
dont la plaque ne contenait 12 plages non fluorescentes ou moins a &té choisi comme
étant le stock « Head Master ». Cette méthode permet de s’assurer que le stock provient

d’un seul isolat. Des stocks viraux ont été produits.

3.4.4 Séquencgage d’UL24 a partir du génome viral

La séquence d’UL24 de nos virus recombinants a été vérifiée afin de s’assurer
qu’elle ne contenait que les mutations désirées. Des pétris de culture cellulaire de 60mm
contenant 1.5x10° cellules Vero ont été infectés avec 10ul du stock « HeadMaster » des
virus mutants. L’infection s’est déroulée dans 500u] milieu DMEM 2 % NCS P/S 4 37 °C
eta 5 % de CO,. Les pétris étaient agités toutes les 15 minutes pendant 1 heure. Le milieu

a ensuite été remplacé par 4 ml de DMEM 5 % NCS P/S. Lorsque 85 % des cellules
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montraient des effets cytopathiques, le milieu a été remplacé par 500ul de PBS pour laver
les cellules. Aprés avoir enlevé le PBS et ajouté 500ul de nouveau PBS, les cellules ont
¢té récoltées. Une purification de I’ ADN total par extraction au phénol/chloroforme, suivi
d’une précipitation a I’éthanol ont été effectuées et I’ADN resuspendu dans 50ul de
tampon Tris-EDTA (pH 7.5). Le géne UL24 a ensuite été amplifié par une PCR qui s’est
faite dans les conditions suivantes: 1 pl d’ADN extrait (environ 350 ng), 2.5ul de
"amorce UL24amont (50ng/pl, TACGTAGACGATATCGTCGCGCGA), 2.5 pl de
I’amorce UL24aval (50ng/pl, GATCCAAATGAGTCTTCGGACCTCCG), 5 pl de dNTP
(2mM), 2.5 ul de DMSO, 5 pl du tampon 10x pour Pfu, 0.5 pl de polymérase Pfu (2.5
unités/pl, Fermentas) et 31 pl d’H,044. L’amplification s’est faite en trois étapes : (1)
94°C pour 5 minutes, (2) suivi de 30 fois 94°C pour 45 secondes, 61°C pour 30 secondes
et 68°C pour 2 minutes, (3) et finalement 68°C pour 3 minutes. Les produits (987 pb) ont
¢té migrés par €lectrophorése sur un gel d’agarose a 1% et extrait du gel grace au kit

GenElute. L’ADN extrait a été séquencé par Génome Québec.

3.5 Cinétique d’infection

Afin de vérifier I’effet des mutations sur la capacité¢ de réplication en culture
cellulaire du virus, une cinétique d’infection a été utilisée. Des tubes de culture cellulaires
de 16 mm X 125mm ont été préparés la veille avec 2.5x10° cellules Vero dans un volume
de 2 ml. Lors de cette expérience, les tubes ont été incubés de fagon inclinée (environ
30°) a 37 °C et 5 % de CO,. Les cellules ont été infectées en duplicata a une MOI de 5
dans un volume de 500 pul de DMEM a 2% de NCS et avec P/S. Les tubes ont été incubés
pour I heure et agités aux 15 minutes. Par la suite, 1 lavage au PBS (chauffé a 37°C) et 2
lavages au DMEM i 5 % de NCS et avec P/S (chauffé a 37°C) ont été faits avant de
remplacé le milieu des tubes par 2ml de DMEM a 5 % de NCS et avec P/S. Les tubes ont
¢té incubés a 37 °C et 5 % de CO, pour 24 heures. Apres la période d’incubation, les
tubes ont été¢ congelés a -80°C. Avant de titrer les virus produits, les tubes ont été
décongelés a 37 °C et soniqués (amplitude de 50 %, pulsations de 0.5 seconde pour 30
secondes). Dans cet essai, les virus totaux produits (intracellulaires et extracellulaires)

lors de I’infection sont titrés.
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3.6 Etudela morphologie des plages de lyse

Afin d’étudier la morphologie des plages de lyse, des plaques a 12 puits contenant
3.5x10° cellules par puits ont été préparées visant une confluence de 100%. Le jour
suivant, ces plaques ont été infectées dans un volume de 300pul de DMEM a 2% de
DMEM et P/S avec les virus a raison de 5, 50 ou 500 PFU par puits pour chaque virus.
Les plaques ont été incubées a 37 °C et 5 % de CO2 et agitées aux 15 minutes pour 1
heure. Ensuite, Iml de DMEM 2% NCS et P/S 4 0.6% de méthylcellulose a été ajouté a
chaque puits. Deux jours post-infection, les puits ont été observés au microscope inversé
a contraste de phase afin de prendre des photos des plages de lyse formées par le virus.
Un minimum de quatre plages par souche virale ont été photographiés et une photo

représentative a ét¢ montré dans la figure.

3.7 Caractérisation in vivo des virus mutants

3.7.1 Infection des souris

Afin de caractériser le phénotype in vivo des virus recombinants que nous avons
produits, un modéle d’infection oculaire a été utilisé (Leib et al., 1989). Les expériences
ont €té faites en conformité avec les normes institutionnelles des bons soins des animaux.
Avant I’infection, les souris ont été acclimatées pendant une semaine. Des souris CD-1
méles 4gées de 8 semaines (Charles River) ont été infectées au niveau de la cornée. Les
souris ont d’abord été anesthésiées avec une solution saline de xylazine/kétamine
(xylazine a 10 mg/kg de souris et kétamine a 100 mg/kg de souris) de facon
intrapéritonéale. La patte des souris a été légérement pincée afin de vérifier ’absence de
réflexe, qui signifie que la souris était profondément anesthésiée. Chaque cornée a été
Iégérement scarifiée douze fois de haut en bas et douze fois de gauche a droite a ’aide
d’une aiguille 30G x 1/2 pouce. Par la suite, 2x10° PFU de virus (contenus dans environ

10 pl de DMEM 4 1% de NCS et avec P/S) ont été déposés sur chaque oeil. Les
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inoculums ont été titrés de nouveau aprés chaque infection afin de vérifier que la quantité
de virus utilisés était correcte. Du jour 1 au jour 10 post infection (pi), I’état des souris a

été vérifié quotidiennement.

3.7.2 Caractérisation de la réplication oculaire aigué

Pour déterminer I’efficacité de réplication oculaire aigué, les virus présents dans
les larmes des souris ont été récoltés et quantifiés du jour 1 au jour 3 pi. Pour ce faire, un
cryotube par souris contenant 1ml de DMEM P/S a été préparé. Deux cotons-tiges stériles
(Puritan Medical Product) ont été insérés dans un cryotube de fagon & humecter le coton.
Une souris a ensuite été introduite dans une chambre individuelle d’anesthésie et
anesthésié¢ a I’isoflurane (Pr Aerrane de chez Baxter Corp.). Le temps nécessaire a
I’anesthésie de la souris était de 1 minute. La souris a été enlevée de la chambre et un
premier oeil a été légérement frotté avec le premier coton-tige, soit douze fois dans le
sens horaire et douze fois dans le sens antihoraire. Le coton-tige a été replacé dans le
cryotube et le processus recommencé avec I’autre coton-tige et le second oeil. Par la suite,
les cryotubes ont été refermés, vortexés et le milieu contenant le virus a été dilué en série

dans 1 ml de DMEM 4 2 % de NCS et avec P/S (dilutions 10° a 107) et titrés tels que

décrits a la section 3.1.3.

3.7.3 Caractérisation de la réplication neuronale aigué

Au jour 3 pi, les virus présents dans les ganglions trigéminaux (GT) ont été
quantifiés. Pour ce faire, la souris a été euthanasiée par dislocation cervicale. Le crane a
ensuite ét¢ ouvert de fagon a pouvoir prélever les GT en évitant la contamination avec les
virus présents dans les yeux. Les 2 GT d’une souris ont été placés ensemble dans un
microtube de 1.5ml a capuchon a visser contenant Iml de DMEM P/S. Afin de titrer le
virus présent dans les GT, les ganglions ont été homogénéisés mécaniquement a ’aide de
pistons pour microtube. Les homogénats ont été titrés tel que décrit a la section 3.1.3 en

utilisant les dilutions 10°a 107,
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3.7.4 Evaluation de la capacité de réactivation des virus recombinants

Dans ce modéle animal, aprés trente jours, la latence est établie. La capacité des
virus a se réactiver a été testée dans des co-cultures de cellules Vero et de GT dissociées.
Au jour 30 pi, les souris ont été euthanasides par dislocation cervicale. Le crine a été
ouvert, les GT prélevés et chaque GT placé séparément dans un puits de plaque a 24 puits
contenant 1ml de milieu de récolte (DMEM contenant 100 mg/ml de pénicilline et 100
unités/ml de streptomycine et 0.05 mg/ml de Fungizone de chez Invitrogen). Par la suite,
le milieu de chaque puits a été remplacé par 1ml de milieu de dissociation (100ml de
milieu de récolte contenant 4.8ml de trypsine 2.5 % et 20mg de collagénase 1-A de chez
Gibco) et les plaques ont été incubées pour 1 heure a 37 °C et 5% de CO,. Ensuite, le
milieu de dissociation a été enlevé et remplacé par 1ml de milieu d’incubation (300ml de
milieu de récolte ajusté a 2 % de NCS) en faisant attention de ne pas dissocier les GT.
Ensuite, les GT ont été dissociés par pipettage. 500ul d’un GT dissocié a été ajouté a un
premier puits d’une plaque 6 puits contenant des cellules Vero confluentes dans 2ml de
milieu d’incubation et I’autre 500ul a été ajouté 4 un second puits. Les co-cultures ont été
placées a 37C et 5 % de CO, pendant 10 jours et observées quotidiennement pour
apparition d’effets cytopathiques dans les cellules Vero indiquant la réactivation du

virus.

3.7.5 Quantification de I’établissement de la latence des virus mutants

Au jour 30 pi, les GT ont été prélevés, placé individuellement dans un microtube
vissable vide et congelé immédiatement par de la glace séche. L’ADN des GT a ensuite
été extrait en utilisant le kit DNeasy Blood & Tissue de Qiagen, qui utilise une méthode
d’extraction non organique par colonne d’affinité. Deux modifications ont été apportées
au protocole du kit : la digestion a la protéinase K a duré toute la nuit et 1’élution finale a
eté répétée a trois reprises avec 200ul de Hy044 pour ensuite combiner les trois élutions.
Les échantillons ont été concentrés jusqu’a un volume d’environ 50ul en utilisant
I"appareil Vacufuge Plus d’Epperndorf. Une fois I’extraction finie, les ADN ont été dosés
par spectrophotométrie. Les GT de deux ou trois souris par virus par expérience ont été

prélevés et conservés individuellement a -80°C. L’établissement de la latence peut étre
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quantifié par PCR en temps réel. L’essai de qPCR est présentement en cours

d’optimisation. Les détails de I’essai et de I’avancement de ’optimisation peuvent étre

consultés dans I’ Appendice 1.
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4 Résultats

4.1 Mutagenése des acides aminés hautement conservés d’UL24

Afin d’élucider I’importance des acides Tableau 1I - Liste des versions

., , . mutantes d’UL24
aminés hautement conservés d’UL24 dans la

pathogenése du VHS-1, diverses versions mutantes Mutation Domaine
s I d’homologie
d’UL24 correspondant a des substitutions d’un ou H2oL |
deux acides aminés ont été produites. Les Y26A I
mutations ont été insérées par mutagenése dirigée EG9A V70A I
par PCR. La mutagenése a été faite sur le plasmide L72A I
R75A D78A I
AGS, qui tient les gé i UL22, UL23
p qui contient les génes viraux I97A 198A "
et UL24 (Griffiths et Coen, 2003). La présence des E99A K101A M
mutations a été vérifiée par séquencage. Au total, Q117A v
onze versions mutantes d'UL24 ont été produites G121A IV
(Tableau II). La mutagenése par PCR a été faite Q124A L125A v
Q154A \%

par Huda Hyjazie et Omar Lansari, sauf pour les
versions mutantes UL24 Q1174 et UL24 Q1544,
produites par Gabriel André Leiva. Les acides aminés ciblés ont été substitués par des
alanine, sauf pour H22. Ce dernier a été changé pour une leucine. Les mutations produites

ont ciblé tous les domaines d'homologie.

4.2 Expression des versions mutées d’UL24

Avant de pousser plus loin I'étude des mutations produites chez UL24, il a fallu
s'assurer que les diverses versions mutées de la protéine soient exprimables dans des
cellules mammiféres. Malgré que les mutations ne produisent qu’une ou deux

substitutions en acides aminés, il est possible qu’elles affectent la structure de la protéine
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UL24. Si la protéine est mal structurée, elle pourrait étre dégradée par la cellule (revu par

Baumeister et al., 1998) et ne serait donc pas exprimée.

Pour tester I’expression des protéines dans les cellules mammiféres, les versions
mutées d'UL24 ont été sous-clonées dans les vecteurs d'expression pLBPfl UL24 et
pLBPfl HAUL24. Dans ce dernier, une étiquette hémaglutinine (HA) est présente en
amont d'UL24, ce qui permet l'utilisation d'anticorps de haute affinité contre 1’épitope.
Malgré que les versions contenant I'étiquette HA n'ont pas été utilisées dans cette étude, le
sous-clonage dans pLBPfl HAUL24 a quant méme été fait dans le but d'obtenir des outils
pouvant étre utilisés dans d'autres travaux. Pour les versions UL24 contenant les
mutations H22L et Y26A, la mutagenése a été réalisée directement (par Huda Hyjazie)
dans le plasmide pPKOSHAUL24 (version de pPAGS5 contenant 1’étiquette HA en amont
d’UL24). Cette stratégie a été utilisée, car il n’y avait pas de site de digestion entre ces
mutations et I’étiquette HA. Pour ces deux versions d’UL24, la méme stratégie de sous-
clonage que celle des versions sans étiquette a été utilisée (Figure 7), de facon a conserver

I’étiquette.

4.2.1 Expression des versions mutantes d’UL24 en cellules transfectées
L’expression des différentes versions mutantes d’UL24 a été vérifiée. Suite a la

transfection de cellules COS-7 avec les différentes versions de pLBPfl UL24, une

quantité fixe de chaque lysat (40pl) cellulaire a été chargée pour réaliser un

immunobuvardage de type western (Figure 8). Toutes les versions mutées d’UL24 ont été

L72A

R75A D78A
I97A 198A
ES9A K101A
Q124A L125A
Q154A

H22L
E69A V70A

Y26A

£ 3
- -
g o

37 kba = -
L2 A

25 kDa =~

Figure 8 — Expression des versions mutantes d’UL24 dans un contexte de
transfection transitoire. Les lysats cellulaires ont été analysés par immunobuvardage de
type western. La version non mutée d’UL24 (UL24 WT) a été utilisée comme témoin. Les
données de cette figure proviennent de trois expériences indépendantes.
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exprimées dans des cellules mammiféres (COS-7) a la taille attendue. Ainsi, la
substitution des acides aminés hautement conservés d’UL24 n’a pas empéché pas

I’expression de la protéine.

4.3 Création de virus mutants

4.3.1 Génération de virus par recombinaison homologue

Afin d'insérer les versions mutées d’UL24 dans le génome du VHS-1, la capacité
du virus a recombiner facilement a été utilisée. 11 s’agit d’une technique déja établie dans
le domaine d’étude des virus herpés (Sanders, Wilkie et Davison, 1982). L'ADN
infectieux du virus vUL24eGFPB (Luc Bertrand, non publié) a servi a produire les virus
mutants. Chez ce virus, une cassette d'expression eGFP a été insérée dans le cadre de
lecture d'UL24 (entre le 2e et le 3e domaine d'’homologie). Ainsi, les plages de lyse
produites par vUL24eGFPB sont fluorescentes lorsqu'elles sont observées au microscope

a fluorescence.

Les virus mutants ont été générés en co-transfectant I'ADN génomique de
vUL24eGFPB et le plasmide de transfert contenant le gene UL24 muté (plasmide pAG5t
qui contient UL22, UL23 et UL24) dans des cellules Vero. Suite  la co-transfection, il y a
eu recombinaison homologue entre les génes UL24 de PAGt et de vUL24eGFPB de fagon
a ce que la version ayant la mutation désirée soit insérée dans le génome viral et que le
gene UL24 contenant la cassette eGFP soit inséré dans le plasmide de transfert. Chez les
virus ou il y a eu recombinaison homologue, les plages de lyses produites n'étaient pas
fluorescentes lorsqu’observées au microscope a fluorescence, puisque la cassette eGFP
n'était plus présente. Ces virus recombinants ont été clonés par dilutions limitantes jusqu'a
l'obtention d'une plage unique non fluorescente représentant un isolat du virus

recombinant.
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4.3.2 Virus recombinants produits

Pour tester notre hypothése que les résidus hautement conservés sont importants
pour la pathogenése, nous avons choisi trois mutations d’UL24 pour étudier dans le
contexte du génome viral. Etant donné la grande quantité de versions mutantes d’UL24
produites, nous nous sommes concentrés sur trois versions pouvant nous permettre de
répondre a notre problématique. Les versions mutantes ont été choisies en fonction de
leur haut niveau de conservation et de fagon 4 tester le potentiel motif d’endonucléase.
Des versions mutantes d’UL24 ont été choisies afin de produire des virus recombinants. 11
s’agit des mutations E99A K101A (ciblant le motif d’endonucléase), G121A et Q154A.
En alignant la séquence d’UL24 avec celles de ces homologues chez des virus herpés de
différentes espéces animales (humain, oiseau, reptile et autres mammiféres) et différentes
sous-familles, soit Alpha, Beta et Gammaherpesvirinae, il a été observé que ces mutations
ont ciblé des résidus trés fortement conservés (plus de 90% de conservation; Figure 9;
Knizewski et al., 2006). L’alignement a été produit en utilisant ClustalW2 du « EMBL-
European Bioinformatics Institute » (disponible sur le site du EMBL au
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/). Deux isolats indépendants, provenant de deux
transfections différentes, ont été produits pour chacun des virus. Les isolats ont &té
nommeés -a et -b. Ceci est commun dans le domaine de recherche sur le VHS-1. Les deux
isolats permettent, entre autres, de s’assurer que le phénotype observé est bel et bien di
aux mutations insérées dans le virus et non a d’autres choses, tel que des délétions aux

sites de recombinaison.

38



*[ snuasadiay poviisd *1- AHSd ‘Sn.iasadiay a)1ung UaaLS ubiPMDE] ‘A LD ‘89 24 sn.yasadiay surimpy ‘gg- AHWN *¢ wiowny sadiay sn.a,
‘L-AHH ‘9 utwny sadiay snigq ‘9- AHH ‘uppuny Sniao|p3uoi) ‘AWWODH ‘Snaa SiLous ¥onqg ‘AAA ‘¥ snuasadisy aunby ‘-AQq ¢J snuasad.iay
pDD *1-AHEBD ‘7 2d{30.135 Sn.uia aspasip s ya.0p ‘T- AN 9291104 D ap snilf ‘NZA T snuiasadisy auiaog ‘z-AHog ¢f sn.yasadiay audayidoo.ay)
“AH?D ‘9] shuasad.ioy autdayidooa) ‘91-AH)) 7 snasadioy auayndoa.a)) ‘gys 1 add ap xajdwis sadiay, | ap snirq ‘1-ASH snasadisy [-vydip
dazuvduny) ‘NHYD ‘7 2dM ap xajdus sadiay, | ap SnilA “T-ASH ‘isodvy ap aui02.ps np snaiq ‘AHSY DG wasdy, p snarf ‘Adgq : nos ‘UONBIAQIQE P
9ULIOJ SNOS 31129 219 © SNIIA SIP WOU 7 's29uanbas sap snssap-ne sanbiput juos ¢ ® Z 2130]0WOY, p SAUIBWIOP SO 2501 Ud SPuBILINS Juos ‘asepponuopud, p
Juow 3 suep onbiydun 1ssne ‘g, 19 £/ d SNpISpI $aT "Na3jq us ¥STO NPISAI1 3 12 3unef us [Z[D) NPISaI 9] “UIA Ud SPUSIINS JU0S 1O 19 66T SNPISAI 5]
"$9sse[d sed JUOS U NOU UD IO SNIIA ST “LISA UD avulitasad.aypuupsy sap 13 28nol us 2DULUASAA12YDI2g SIP NIIQ UD JL1IP JUOS avuriasadiayoyd)y
Sap wou 27 -onbsupise un 1ed senbipur 19 spyuasaidar juos Sufewny SnitA s3] snOL ‘ZMIEISN]D juesiun ud soauSye 219 juo san3ojowoy

$35 3p 19 $TIN.P saduanbos $37 *saduay snaia saayne g zayd sangojouroy sas ap 33 [-SHA NP pTIN.P soouanbgs sap juawdudy - 6 aanSiyg

228 FUACRIGASHOYAZIATASATEAICYD-~dAYACOT Hmmmnﬁoﬁm._..ﬁ.oz----.\ummmH.Rmmmmmugd.ﬂugmmmm«-wgéngﬂunmmmw (FZ7I0) 1-AHSa
LT WOAYTINIOROVAIITAADITIE349- -44 IO ToaYOHTOITO20N T- - - S LY IVATY LETOSNTAATI TIESA -~~~ - dSIEAZTACCIYYE  (BFZIN) AHLD
SLT Y§x: mu.mnﬁoom.wﬁmm.>.>m.=.>0.u.u.ummg.ﬂﬂ»ﬁwﬁoﬁouﬁgmmaﬁ..,&\,mo.unﬁmmwguEb.guwmm--.umnmmgﬁﬁhm g (9L10) + AFDH
9ST  IASHTLNIONOSHIITEYIANDEC IO -~ AV IAYTOMNCCUTONSHTARDY - -=¥IISEQIEINIADINTITTICHIRG -~~~ SEISIAATIVGAAYY (023390) 89-AHNKH
LT DIAICTITORONI 2 DIASHAND TS AN- -1 TAIOTAC IXOY IO TO0 IO IO LWD:0 T SITNEMVIIINIRIIZDEIIATT-~AIDINIIATISCIIND  (6FN) x L-AHH
LCT D133 DITOMOEI I DIASAAMIMTIAIC--¥ I TA0C TS TSORTOTISD d.oaoﬁuzmmbmgmxwﬁgE.‘u.ummﬁmn--ﬁ%ﬁﬁ&uﬂmmm (epn) » 9-AHH
9T HITHTICTONOYAIATIEOITIOSID--ddRINITIIYSINIOUIO LMIDN- ~--0XSa L IRAAIADIATIII IS IATY I~ - -V3IDDATHOIZSCEYNY  (pZ1IN) Ada
€97 HIANTAYHRINDIAIATAIYTITIIADSD- - 24T DT T SCE TODDNOT - - -~ IDISYLIGRDIS 29D IITIT TIDADANCS - - - DEDIVALIASCANED  (b2'IN) b-AHA
T9T  SIARTINADNOYIIATIIITAALDID--437 IAIITSASCHIOATOONODL -~ -~ IISY LGRS AUD IR TIT TI YIRS - == - ~EITNILOASCARND (FZ7In) I-AHeD
9T DIAYTANDINNSAIATIIOISINISO- “AIVTAQITIRECTION IO I THO3- - - -3 SY IOTIRIS IND INTAT TAZNOCISYINTONIDUIRDIOCONN  (F2Z7IN) Z-AdN
29T MIAGTTHISEOSAIATIIIARIZGED-~14 LI I ALY TIOUNI3DIOR -~ -- 210 I3 IHINSI90SATIATIDAIRIVES~--S3IBI IIAICINDE (SEIF0) ¥ AZA
22 mnEmﬁdmoszzudbomnw--mgawmqgnﬁoﬂg,&o“l--mmmﬁwpwmﬁmucsgﬁwm IN---CN3ITTIA2ITIREY  (p27In) Z-AHog
PIT HIAYSANTIIADSAITIAISTAILIYED- -3V TYOATIASTITOS 101 Ta03 - - -~ Wi SY 1 29SS TINIINTIT IACADDTIV---CNYIIIADIOCINNY (PZ'In) T-AH®D
218 mhégﬁh‘mﬂﬁuﬂﬂéﬁmmw--§>.§.>maﬁoﬂw2mom----mmmﬁmwmﬂmmuﬁmumu IADADDTIV---QIYIAIAYIOGINSY (F2Z7IN) 9T-AH3D
PIT HIYHSAYTINOSAITIAIYTIATINED- ~IYATYOADIASTETOS TO I 03~ - - - WIS Y1 IS ST IS INTAT TAZADDTIA---QNYIIIAYIOGINEY (B 2Z'IN) 8Ys
PIT Y IANSANTINOYAIATAI Y TAAINCD-- 33X IS0 T DTS TONHD I V0 3 - —--WISVIAOSSIZNOINTIIIAZADD T -~ ~QVI TIADIZCINEE  (B2IN) » T-ASH
voT m.@.m?mgEaﬂ?....»du.uﬂrﬁxa.u--mmﬁmg.ﬁmdaoﬁwﬁmou----ﬁmﬁnwmmﬁ&bgqﬂgﬁ.uﬁm:-Qﬁmuh.\,uﬁnmmmm (pZ10) AHYD
SLT mh&m\&.zmoﬁ.wﬂHmudbamnw--mmﬁmoﬁgmvﬁoﬁwﬂmﬁ----Qmﬁmwmﬂmxucﬁuugngx---nﬁmu.mbuﬁmmmmm (pZ°IN) ¥ C-ASH
0zz mmmmbhmghmoﬁmﬂmzEﬁhw--mmammﬁwﬁmnmgouqmummo?lhgbzm ITOHSTOINTIAAIDAT —~——= -~ EDISATIADGYIYE (0ZdY¥0) » AHSY
8ST I3IKTLATDEOSMITTIITAIMYOED--TI¥E I3NALTYIOOTO0SYOS - - - MU IGS I TO NS KO DN TIIAR S T — = == == I3I2SITHASCY I (T339XY) » AG3

A AI I11 11

39



Les premiers virus mutants produits ont été vUL24 E99AK101A-a et -b. Les
mutations de ces virus ciblent directement le site catalytique de la potentielle fonction
d’endonucléase de type PD (D/E)xK. Les seconds virus produits ont été vUL24 G121A-a
et -b. Chez ces virus, le résidu hautement conservé muté ne serait pas impliqué dans la
potentielle fonction d’endonucléase malgré qu'il soit dans le domaine d’homologie
adjacent. Les troisiémes virus produits ont été¢ vUL24 QI154A-a et -b. La mutation dans
ces virus touche l'un des rares acides aminés hautement conservés du 5e domaine

d’homologie.

Afin de s’assurer que la mutation désirée a bien été insérée dans le génome du
virus, I’ADN génomique de chacun des isolats a été extrait et le gene UL24 de chacun des
virus a été séquencé. Tous les virus recombinants produits contenaient la version mutée

d’UL24 attendue et n’avaient plus la cassette eGFP dans leur séquence d’UL24.

4.4 Caractérisation des virus mutants en culture cellulaire

L’impact de la substitution des résidus hautement conservés d’UL24 sur le

comportement du virus en culture cellulaire a été examiné.

4.4.1 Expression d’UL24 chez les virus recombinants

Pour commencer, la capacité des virus recombinants que nous avons produits a
exprimer UL24 a été vérifiée par immunobuvardage de type western. Des cellules Vero
ont été infectées avec les différents virus recombinants a une MOI de 10. Aprés 18 heures
d'infection, les lysats cellulaires ont été récoltés et analysés par immunobuvardage de type
western afin de détecter UL24. Les niveaux d’expression de la protéine ICP8, une
protéine B, ont aussi été vérifiés afin de s’assurer que les niveaux d’infection étaient
similaires entre les différents virus. En comparant les niveaux d’UL24 et d’ICP8, il a été
observé que les deux isolats de chaque virus ont exprimé UL24 a un niveau similaire au
virus KOS (Figure 10). Cependant, nous avons remarqué qu’UL24 E99AK101A

exprimée lors de I’infection migrait un peu plus vite que les autres UL24 testées. Malgré
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Figure 10 — Expression d’UL24 chez les différents virus recombinants. Des lysats
provenant de cellules infectées pour 18 heures par les virus mutants pour UL24 ont été
analysés par immunobuvardage de type western. Les niveaux d’infection ont été vérifiés
en analysant la protéine virale ICP8. Des cellules infectées par le virus KOS ou non
infectées (« mock ») ont été utilisées respectivement comme (émoin positif et négatif.
(A) Expression d’UL24 chez vUL24 E99AK 101A-a et -b et de vUL24 QI54A-a et -b.
(B) Expression d’UL24 chez vUL24 G121A-a el -b.

cela, suite a la génération des virus par recombinaison homologue, le niveau I'expression

des versions mutées d'UL24 ont été similaire a celui de la protéine de type sauvage.

4.4.2 Expression de TK chez les virus recombinants

Tel qu'il a été expliqué précédemment, les régions 5' des cadres de lecture des
genes UL24 et tk se chevauchent de 66 pb (Figure 5). Le promoteur de #k se retrouve donc
dans la séquence d'UL24. Puisque les mutations E99A K101A, GI121A sont dans la

région générale du promoteur de /k, il est possible qu'elles affectent I'expression de TK.

Afin de tester les niveaux de TK exprimés chez les virus recombinants que nous
avons produits, des analyses d'immunobuvardage de type western ont été réalisées. Des
cellules Vero ont été infectées avec les différents virus recombinants a une MOI de 10.
Etant donné que TK est une protéme [ (revu par Roizman, Knipe et Whitley, 2007 ), les
lysats cellulaires ont été récoltés 6 heures aprés l'infection. Les lysats ont été analysés par
immunobuvardage afin de détecter TK. Encore une fois, les niveaux d’infection ont été
vérifiés en analysant I’expression d’ICP8. Les deux isolats de chacun des trois virus
(VUL24 E99A K101A-a et -b; vUL24 G121A-a et -b; vUL24 Q154A-a et -b) ont exprimé
TK a des niveaux comparables a KOS (Figure 11). Par conséquent, les mutations insérées
dans la séquence d'UL24 ne semblent pas affecter I'expression de TK chez les virus

recombinants.
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Figure 11 — Expression de TK chez les différents virus recombinants. Des lysats
provenant de cellules infectées par les virus mutants pour 6 heures ont été analysés par
immunobuvardage de type western pour leur expression de TK. Les niveaux d’infection
ont été vérifiés en marquant la protéine virale ICP8. Des cellules infectées par le virus
KOS ou non infectées (« mock ») ont été utilisées respectivement comme témoin positif
et négatif. (A) Expression de TK chez vUL24 E99AK 101A-a et -b et de vUL24 G121A-
a et -b. (B) Expression de TK chez vUL24 Q154A-a et -b.
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4.4.3 Morphologie des plages de lyse formées par les virus recombinants

Etant donné qu'un VHS-1 déficient en UL24 forme des plages de lyse de type
syncytial (Sanders, Wilkie et Davison, 1982; Jacobson, Martin et Coen, 1989; Tognon et
al., 1991), les plages formées par les virus recombinants que nous avons produits ont été
étudiées. Pour ce faire, des plaques & douze puits contenant un tapis de cellules Vero ont
été infectées par les différents virus recombinants, puis incubées a 34°C, 37 °C ou 39°C
pour 2 jours sous méthylcellulose. L’infection s’est fait & faible MOI de fagon a bien voir
les plages individuelles. Par la suite, la morphologie des plages de lyses formées a été
observée. Les virus recombinants ont été comparés au virus KOS et au virus UL24X
(déficient en UL24) en paralléle. Cependant, chacune des mutations a été étudiée lors

d’expériences indépendantes.

A 34°C, alors que les plages de lyse d’une expérience a ’autre ne peuvent pas étre
comparé directement, les virus KOS et UL24X ont formé de petites plages similaires. Tel
qu’attendu, a 37°C, UL24X a formé des plages de lyse plus petites que KOS (Figure 12).
Le phénotype syncytial observé avec UL24X est beaucoup plus pénétrant a 39 °C. A cette
température, les syncytiums formés par ce virus sont plus évidents. A 39°C, UL24X a

produit de gros syncytiums, ce que KOS n’a pas fait. Un phénotype intéressant a été
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Figure 12 — Morphologie des plages de lyse formées par les virus mutants pour UL24 a différentes
températures. Suite a la page 44.
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Figure 12 — Morphologie des plages de lyse formées par les virus mutants pour UL24 a différentes
températures. Suite de la page 43. Chaque mutation a été étudiée lors d’expérience indépendante. Les
plages illustrées représentent la morphologie typiquement observée. Les virus KOS et UL24X ont été
utilisés comme témoins. Toutes les photos ont été prises & un grossissement de 100X sur des
échantillons non fixés. Les plages de lyse a 39 °C ont été agrandies dans les cadres situés sous chaque
figure. (A) Plages de lyses produites par les virus vUL24 E99A K101A-a et -b. (B) Plages de lyses
formées par vUL24 G121-a et -b. (C) Plages de lyses générées par vUL24 Q154A -a et -b.

observé chez les deux isolats du virus vUL24 E99AKI101A (Figurel2A). A 34°C, les
virus vVUL24 E99AKI101A-a et -b, KOS et UL24X ont formés des plages de lyses
similaires. A cette température, le phénotype du virus UL24X est moins pénétrant. A
37°C, les deux isolats de vUL24 E99AK101A ont produits de plus petites plages de lyses
que KOS. Cependant, les plages formées étaient de tailles similaires a celles formées par
UL24X. Lorsque les virus ont été incubés a 39°C, température a laquelle le phénotype
syncytial devient plus pénétrant (Jacobson, Martin et Coen, 1989), les virus vUL24
E99AK101A-a et -b ont produits des syncytiums semblables a ceux observés chez le
virus UL24X. Ainsi, en mutant les acides aminés formant le site catalytique de la putative
fonction d'endonucléase, E99 et K101, les virus ont généré des plages de lyses similaires

a celles formées par un virus ot UL24 a été supprimée.
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La morphologie des plages de lyses formées par les virus vUL24 G121A-a et
vUL24 G121A-b a été étudiée (Figure 12B). A 34°C, les deux isolats du virus ont formé
des plages semblables a celles de KOS et UL24X. A 37°C, vUL24 G121A-a, vUL24
GI21A -b et KOS ont produits des plages de morphologie comparable. Cependant,
lorsque l'infection s'est déroulée a 39°C, vUL24 Gl121A-a et —b ont formés des
syncytiums dont la taille variait entre des moyens syncytiums et des gros syncytiums
Iégérement plus petit que ceux observés chez UL24X. Malgré qu'a 37°C, la mutation de
G121A chez UL24 ne semble pas influencer la réplication du virus, lorsque l'infection se
fait a une température plus élevée, cette mutation affecte grandement la morphologie des

plages de lyses.

Finalement, les deux isolats de vUL24 Q154A ont été étudiés quant aux plages de lyse
qu'ils produisent (Figure 12C). A 34°C et 4 37°C, vUL24 Q154A-a et -b ont formé des
plages de lyses similaires & celles observées chez KOS. Par contre, a 39°C, vUL24
Q154A-a et -b ont produits de petits syncytiums dont la taille était inférieure a ceux
d'UL24X. Ainsi, la mutation de Q154 chez UL24 a affecté légérement la morphologie des
plages formées par le virus en provoquant la formation de petits syncytiums,
contrairement a UL24X ou la formation de syncytiums est trés prononcée. Ces
expériences ont montré que les trois mutations étudiées (E99A KI01A, GI21A et
QI54A) ont eu n’ont pas eu le méme impact sur la morphologie des plages de lyses lors
de la réplication du VHS-1. Ce sont les mutations E99A K101A qui ont provoqué la
formation des plus gros syncytiums trés similaires a ceux formés par UL24X, suivi de

G121A et finalement Q154A, qui a engendré de petits syncytiums.

4.4.4 Capacité des virus recombinants a se répliquer

La capacité des virus recombinants que nous avons produits a se répliquer en
culture cellulaire a été quantifiée. Des cellules Vero ont été infectées a une MOI de 5.
Apreés 24 heures, Iinfection a été arrétée. Le virus total (intracellulaire et extracellulaire)
a ensuite été titré. Les virus KOS et UL24X ont été utilisés comme témoins. Le virus

UL24X s’est répliqué a plus de ' log de moins que le virus KOS (Figure 13A). Les deux
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isolats de vUL24 E99AKI101A ont eu un niveau de réplication similaire a celui de
UL24X. Quant aux deux isolats de vUL24 GI121A, leur niveau de réplication s’est
approché de celui de KOS. Ainsi, en mutant le résidu G121 d’UL24, la capacité de
réplication du VHS-1 en culture cellulaire était trés légérement affectée, tandis que les
résidus E99 et K101 semblent plus critiques & la fonction d’UL24. Cependant, 1’effet de
supprimer UL24 n’ayant seulement qu’un effet plus petit a 1 log, les effets intermédiaires

sont difficiles a quantifier en tenant compte de la variabilité expérimentale de cet essai.

Pour les virus vUL24 Q154A-a et -b, la capacité de réplication des deux isolats a
beaucoup variée (Figure 13B). vUL24 Q154A-a s’est répliqué comme le virus KOS,
contrairement a vUL24 Q154A-b, ou le niveau de réplication a été inférieur a celui du
virus UL24X. Ce résultat laisse croire que I’isolat -b de vUL24 Q154A contient d’autres
modifications en plus de la mutation Q154A, puisque sa capacité de réplication est

inférieure a celle observée avec un virus n’exprimant pas d’UL24. C’est pourquoi seul le
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Figure 13 — Capacité de réplication des virus recombinants en culture cellulaire. Chaque virus a été
testé en duplicata pour une période d’infection de 24 heures. Les virus KOS et UL24X ont servis de
témoins. (A) Titres viraux pour les virus vUL24 E99AK101A-a et -b et vUL24 G121A-a et -b. (B) Titres
viraux pour les virus vUL24 Q154A-a et -b.
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vUL24 Q154A-a a été utilisé lors des expériences in vivo.

4.5 Caractérisation in vivo des virus mutants

Afin de déterminer I'importance des résidus hautement conservés d'UL24 dans la
pathogenese du VHS-1, les virus recombinants ont été étudiés dans un modéle murin
d'infection oculaire (Leib et al., 1989). Ce modele animal permet d'évaluer chacune des
étapes de l'infection normalement retrouvée chez I'humain. Pour commencer, suite a
Pinfection, la réplication aigu€ oculaire peut étre quantifiée. Par la suite, le virus infecte
les neurones sensitifs innervant cette région pour se répliquer dans les ganglions
trigéminaux. La réplication neuronale aigué peut aussi étre mesurée. L’établissement de

la latence peut y étre quantifié et la capacité de réactivation du virus peut étre évaluée.

4.5.1 Modeéle murin d'infection oculaire

Pour caractériser I'importance des résidus hautement conservés d'UL24 dans la
pathogenése du VHS-1, des souris de type CD-1 ont été infectées au niveau de la cornée
avec 2x10° PFU par oeil. Différents groupes de souris ont été infectés en paralléle avec
soit un des virus recombinants que nous avons produits (un ou deux virus par expérience),
le virus KOS (témoin positif), le virus UL24X (témoin négatif pour UL24) ou le virus
1tkLTRZ1. Ce demier virus n’exprime pas TK et est incapable de se réactiver suite a une
période de latence (Davar et al., 1994) et a été utilisé comme témoin négatif pour la
réactivation. Chaque virus recombinant a été testé dans au moins deux expériences

indépendantes.

La réplication aigué& oculaire a ét¢ quantifiée du jour 1 au jour 3 pi (Figure 14). La
réplication du virus a été déterminée en titrant les virus présents dans les larmes de la
souris a raison de trois souris par virus par jour. Au jour 3 pi, les ganglions trigéminaux

de trois souris par virus ont été prélevés et les virus présents titrés. De cette facon, il est
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Figure 14 — Déroulement typique d’une expérience avec des souris. Lors de chaque
expérience, environ 60 souris ont été divisées en plusieurs groupes el infectées en paralléle
avec les différents virus. Dans ce modéle d’infection, aprés trente jours d’infection, la

latence du VHS-1 est établit. Les manipulations effectuées a différents jours post-infection
(J0.J1...) sont indiguées au-dessus de la ligne.

possible de quantifier la réplication aigué neuronale du virus. Dans ce modéle, la latence
est €tablie dans les trente jours suivant l'infection. Au jour 30 pi, les GT des souris ont été
récoltés. En moyenne, 4 GT par groupe ont été utilisés pour quantifier le niveau
d'établissement de la latence des virus par PCR quantitatif. Les autres GT ont été utilisés
pour déterminer la capacité a se réactiver des différents virus. Un essai de co-culture

d'explant de GT a été utilisé.

4.5.2 Quantification de la réplication aigué oculaire des virus

recombinants

La premiére étape de la caractérisation des virus recombinants dans le modéle
murin a été de quantifier la réplication oculaire aigué. Il a été démontré que le virus
UL24X a une réplication oculaire aigué inférieure de 1 ' log a celle de KOS (Jacobson et
al., 1998). Les virus témoins se sont comportés comme attendu (Figure 15). Ainsi, les
titres du virus KOS ont atteint prés de 5x10° PFU/ml au jour 1 pour progressivement
diminuer & 2x10* PFU/ml au jour 3 pi. Les titres viraux d’UL24X ont été inférieurs d’un
peu moins de 2 logs a ceux de KOS pour les trois jours. Quant aux titres de zkLTRZ]1, la

tendance était trés similaire a celle du virus KOS.

La réplication des deux isolats de vUL24 E99AK101A a été inférieure d’au moins
% de log a celle de KOS, mais supérieure d’un peu plus d’un log a celle d’UL24X. Ainsi,

48



1064

1054 —s— vUL24 E99AK101A-a
] vUL24 E99AK101A-b
) ——vUL24 G121A-a
= vUL24 G121A-b
5 1044 vUL24 Q154A-a
- ] —=— KOS
= uL24X
S tkLTRZ1
£
[ ]
1024
10° T 7

Jour post-infection

Figure 15 — Niveau de réplication aigué oculaire des virus mutants pour UL24. Les virus présents
dans les larmes des souris infectées ont été titrés du jour I au jour 3 pi. Chaque point représente le niveau
de réplication moyen du virus pour ce jour. Les écarts types sont représentés sur le graphique. Pour les
virus recombinants, les données proviennent d’au moins deux expériences indépendantes. Pour les virus
témoins, les données ont été récoltées lors des sept expériences faites lors de I’étude. Le graphique
représenie une compilation de sept expériences.

en mutant les résidus E99 et K101, la réplication aigué du VHS-1 dans les muqueuses est
légérement plus faible que celles de KOS. Le méme effet n’a pas été observé lorsque les
virus VUL24 G121A-a et -b ont été testés. Ces deux virus se sont répliqués a des niveaux
similaires a celui de KOS et ALTRZ1. Donc, le résidu G121 ne semble pas crucial pour la
réplication aigué du virus sur la comée. Finalement, la mutation du résidu Q154 d’UL24
ne semble pas avoir un impact majeur sur la réplication du VHS-1 dans les muqueuses,
puisque le virus vUL24 Q154A-a s’est répliqué a moins de ' log inférieur 2 KOS tout en

suivant la méme tendance.
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4.5.3 Quantification de la réplication aigué neuronale des virus

recombinants

Dans le cadre d'une infection oro-labiale, le VHS-1 infecte les neurones sensitifs
des ganglions trigéminaux et s'y réplique. Ainsi, au jour 3 pi, les ganglions trigéminaux
des souris infectées ont été prélevés, homogénéisés et les virus présents ont été titrés. Ceci

a permis de quantifier la réplication aigué neuronale de chacun des virus recombinants.

Le niveau de réplication des virus témoins a été tel qu'attendu (Figure 16). Le
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Figure 16 — Niveau de réplication aigué neuronale des virus mutants pour UL24. Les virus
présents dans les ganglions trigéminaux des souris infectées ont éié titrés au jour 3 pi. Chaque point
représente les titres viraux dans les ganglions d’une souris. Pour les virus mutants, les données
proviennent de deux expériences indépendantes et pour les virus témoins, les données ont été récoltés
lors des sept expériences faites lors de cette étude. Le graphique représente une compilation de sept
expériences.

* : Titre viral sous le seuil de détection (1x10' PFU/ml)

** : Statistiquement différent de KOS (p < 0.015, test T-Student)

L Statistiquement différent de KOS (p = 0.027, test T-Student)
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virus KOS s'est répliqué a un niveau d'environ 2x10° PFU/ml. Le virus UL24X s'est
répliqué a un niveau inférieur a notre seuil de détection (10' PFU/ml) et la grande
majorité des virus /kLTRZ1 se sont aussi multipliés 4 un niveau inférieur a notre seuil de

détection.

La réplication aigué neuronale des virus vUL24 G121A-a et vUL24 G121A-b a
été étudiée. Malgré que les moyennes des niveaux de réplication ne soient pas identiques
a celle de KOS, il n’y avait pas de différence statistiquement significative. Ainsi, les virus
vUL24 GI21A-a et -b ont eu une réplication neuronale aigué s’apparentant a celle du
virus KOS. Ensuite, le niveau de réplication de vUL24 Q154A-a dans les neurones
ganglionnaires a ét¢ mesuré. Le niveau de réplication de ce virus a été légérement
inférieur d’environ 8 fois a celui du virus de type sauvage. Dans ces expériences, il a été
observé que ce virus se répliquait 4 un niveau statistiquement inférieur a KOS. Donc, en
mutant le résidu Q154, il semble y avoir une diminution de la réplication neuronale.
Finalement, les virus vUL24 E99AK101A-a et b ont été analysés. Chez ces deux virus, un
phénotype bien particulier a été observé. Chez certaines souris, le niveau de réplication
des virus était d’environ 2 logs inférieurs a celui de KOS (soit environ 3x10> PFU/ml).
Chez les autres souris, le niveau de réplication était sous le seuil de détection (10'
PFU/ml). Chez aucune des souris testées, il n’a été détecté de réplication a un niveau

intermédiaire a ces deux populations.

4.5.4 Capacité de réactivation de virus recombinants

La derni¢re étape de la caractérisation des virus recombinants dans le modéle
murin a ét¢ d’évaluer la capacité de réactivation de ces virus. Pour ce faire, les GT des
souris infectées ont été prélevés aprés 30 jours d’infection. Les GT ont été dissociés et
mis en culture sur un tapis de cellules Vero afin d’observer Iapparition d’effets

cytopathiques signifiant la réactivation virale.

Tel qu’attendu, la réactivation a été observée chez la totalité des ganglions infectés
par KOS (Tableau III). Il n’y a eu aucune réactivation détectée chez les ganglions infectés

par UL24X ou tkLTRZ1. Donc, tous nos témoins se sont comportés normalement.
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Tableau 111 - Taux de réactivation des virus mutants pour
UL24 suite 4 une période de latence

Virus Taux de réactivation *
KOS 71/71 (100%)
UL24X 0/60 (0%)
tkLTRZ1 0/25 (0%)
vUL24 E99AK101A-a 10/38 (26.3%) tt
vUL24 E99AK101A-b 18/44 (40.9%) t%
vUL24 G121A-a 31/32 (96.9%)
vUL24 G121A-b 45/48 (93.8%)
vUL24 Q154A-a 17134 (50.0%) t1

*: Représente le nombre de ganglions ayant réactivés sur le
nombre total de ganglions testés dans des essais de co-culture
d’explants. Les virus recombinants ont été étudiés lors de deux
expériences indépendantes et les virus témoins lors des sept
expériences. Le tableau représente une compilation de sept
expériences.

1 : Statistiquement différent de KOS (p < 0.0001, test du Xz)

1 : Statistiquement différent d’UL24X (p < 0.0001, test du X?)

Lors des essais réalisés avec les ganglions infectés par vUL24 E99AK101A-a et -
b, les taux de réactivation ont été de beaucoup inférieurs a celui observé chez KOS. Les
deux isolats du virus se sont réactivés a des niveaux statistiquement inférieurs a KOS
(26 % de réactivation pour I’isolat A et 40 % pour B). Donc, en mutant les résidus E99 et

K101 d’UL24, la capacité du VHS-1 a se réactiver était grandement diminuée.

Ensuite, la capacité de réactivation des virus vUL24 G121A A et B a aussi été
étudiée. Chez les deux isolats, le taux de réactivation observé a été trés similaire a celui
du virus de type sauvage. Donc, I’acide aminé G121, malgré le haut taux de conservation
(plus de 90 % chez différents virus herpés; Figure 9; Knizewski et al., 2006), ne semble

pas €tre important pour la réactivation du virus.

Finalement, chez le virus vUL24 Q154A-a, un phénotype intermédiaire a été

observé. La réactivation a été vue chez 50 % des ganglions, ce qui est statistiquement
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différent de KOS et d’UL24X. Avec ces premiers résultats, il semble que le résidu Q154

d’UL24 soit important, mais pas crucial, a la réactivation du VHS-1.
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5 Discussion

Le but de cette étude a été d’élucider I'importance des résidus hautement
conservés d’UL24 dans la pathogenése. Pour ce faire, diverses versions d’UL24 dont les
mutations insérées codaient pour une ou deux substitutions visant les acides aminés
hautement conservés de la protéine ont été produites. Trois des versions mutantes ont été
choisies pour générer des virus recombinants : vUL24 E99AK101A, vUL24 GI21A et
vUL24 QI54A. Le premier virus a ciblé le site catalytique de la fonction potentielle
d’endonucléase d’UL24. Le second a touché un résidu hautement conservé dans un
domaine d’homologie adjacent a ce site, mais n’étant pas prédit pour étre impliqué dans
cette fonction putative. Le troisiéme virus a ciblé I’un des rares acides aminés hautement
conservés du cinquieme domaine d’homologie. Tous les virus ont ciblé des acides aminés
trés fortement conservés chez les virus herpés (Figure 9). Ces virus ont été caractérisés en

culture cellulaire et dans un modéle murin d’infection oculaire.

5.1 L’expression des protéines UL24 avec des substitutions

d’acides aminés hautement conservés.

Dans les études précédentes, I'analyse d’UL24 s’est faite soit avec des virus
n’exprimant pas UL24 (Jacobson et al., 1998; Jacobson, Martin et Coen, 1989) ou avec
des virus n’exprimant pas UL24 de type sauvage et peu (ou pas) de TK de type sauvage,
ou dans le contexte d’autres mutations (Sanders, Wilkie et Davison, 1982; Jacobson,
Martin et Coen, 1989). Ceci empéchait d’étudier exclusivement I’importance des régions
conservées de la protéine sans affecter directement d’autres protéines du virus ou d’autres
parties d’'UL24. Parmi les différentes versions mutantes d’UL24 générées dans cette
ctude, trois ont €té choisies afin de produire des virus mutants pour UL24, soit vUL24
E99AKI101A-a et -b, vUL24 G121A-a et -b, et vUL24 QI154A-a. Chez les virus
recombinants produits dans la présente étude, I’expression de TK a été similaire a celle de

KOS (Figure 11). Ainsi, le phénotype observé lors de la réplication dans les neurones et
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lors de la réactivation virale était dii aux mutations insérées dans UUL24 et non a une

baisse de I’expression de TK.

Les virus mutants que nous avons produits arborant des mutations ponctuelles
dans des résidus hautement conservés d’UL24 ont exprimé UL24 4 des niveaux similaires
au virus de type sauvage KOS (Figure 10). Chez ces virus, le phénotype observé n’a donc
pas €té causé par une baisse de I’expression d’UL24. Chez les virus vUL24 E99K101A-a
et -b, dans le cadre d’infection de cellules Vero (Figure 10) la taille apparente d’UL24
était légerement plus petite que celle de KOS, ce qui n’était pas le cas lors de la
transfection d’UL24 seule (Figure 8). Il se peut que lors de I’infection, certaines
modifications post-traductionnelles soient faites sur les résidus E99 et/ou K101 par
d’autres protéines virales ou cellulaires. Par exemple, la lysine pourrait étre la cible de
plusieurs méthylations (revu par Walsh, 2006). Cependant, il serait étonnant que ce résidu
soit méthylé, puisque dans le cadre de la potentielle fonction d’endonucléase, cela
pourrait entrainer un encombrement du site de liaison 4 I’ADN et nuire a cette intéraction
(revu par Kovall et Matthews, 1999). Afin de cerner d’un peu plus prés quelle est la
modification en question, la production de virus exprimant soit la mutation E99A ou la
mutation K101A serait utile. Ainsi, il serait possible de savoir quel résidu subit la

modification et par la suite identifier la modification en question.

5.2 Implication des résidus hautement conservés dans la formation

de syncytiums

Il est connu que lorsqu’UL24 n’est pas exprimé par le VHS-1, le virus forme des
syncytiums lors de I’infection de cellules en culture et que ce phénotype est plus pénétrant
quand Dinfection se déroule a 39 °C (Jacobson, Martin et Coen, 1989; Tognon et al.,
1991). Les différents virus produits ont été testés quant a la formation de syncytiums.
vUL24 E99AKI101A a formé des syncytiums semblables a ceux d’UL24X. vUL24
GI21A a eu un phénotype syncytial allant d’intermédiaire a fortement prononcé, tandis

que vUL24 QI54A a produit de petits syncytiums (Figure 12). Donc, des mutations
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ciblant différents résidus hautement conservés ont toutes affecté la morphologie des

plages, mais a des degrés différents.

La formation de syncytiums ne semble pas étre exclusivement liée a la potentielle
fonction d’endonucléase, puisque les virus ayant d’autres résidus hautement conservés
mutés ont aussi formé des syncytiums. Cependant, il est intéressant de voir que la
mutation de Q154 a conduit a la formation de petits syncytiums. Ces résultats laissent
croire que plus le résidu est éloigné du potentiel site catalytique, moins I’impact sur la
formation de plage syncytiales semble grand. 11 faut cependant tenir compte du fait que
vUL24 E99AKI101A est un double mutant contrairement aux deux autres souches testées,
ce qui pourrait aussi expliquer I’apparition de syncytiums. Aussi, la structure d'UL24
étant inconnue, il est possible que le repliement de la protéine provoque le rapprochement
de Q154 au site catalytique, lui permettant d’étre impliqué dans cette fonction. Une
analyse plus approfondie de la structure tertiaire d’UL24 permettrait d’élucider cette

hypothése.

Il est connu que d’autres geénes viraux sont impliqués dans la formation de
syncytiums. Les protéines virales UL20 et gK inhibent la formation de syncytium causée
par la co-transfection des protéines virales de fusion gB, gD, gH et gL (Avitabile et al.,
2004). UL24 pourrait jouer un réle similaire puisque son absence du virus engendre ce
phénotype. De plus, lors de la transfection d’'UL24 dans des cellules épithéliales, la
protéine se localise dans le Golgi (Bertrand et Pearson, 2008), lieu que les glycoprotéines
virales traversent. Aussi, dans le modéle de sortie du virus d’enveloppement/dé-
enveloppement, le virion acquiert son enveloppe virale a partir des vésicules dérivées du
réseau trans-Golgi et des endosomes (Skepper et al., 2001; Turcotte, Letellier et Lippe,
2005). Ce lieu pourrait étre un site favorable pour qu’UL24 joue son rdle. Aussi, les
résidus hautement conservés de la protéine seraient cruciaux, dans la mesure ou leur

activité permettrait une inhibition optimale de la fusion cellule-cellule.
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5.3 Implication des résidus hautement conservés dans le niveau de

réplication du VHS-1 en culture cellulaire

La capacité des différents virus recombinants a se répliquer en culture cellulaire a
été étudiée. Il a déja été montré que lorsque la protéine UL24 est absente du virus, la
réplication en culture cellulaire est diminuée (Jacobson, Martin et Coen, 1989; Jacobson
et al., 1998). Dans la présente étude, ce sont les effets de mutations ponctuelles dans les
résidus hautement conservés de la protéine, n’empéchant pas son expression, qui ont été
c¢tudiés. La mutation du site catalytique de la putative fonction d’endonucléase (E99A
K101A) a provoqué une diminution de ' log de la réplication aprés 24 heures d’infection,
soit 4 un niveau similaire au virus déficient en UL24 (Figure 13A). Ces résultats semblent
démontrent que ces deux acides aminés hautement conservé d’UL24 sont important pour
la réplication du VHS-1. Aussi, puisque ces deux résidus forment le site catalytique de
I’endonucléase potentielle, I’hypothése qu’UL24 joue cette fonction semble étre
corroborée. Aussi, en mutant le résidu G121, la réplication du virus n’a pas semblé étre
affectée, malgré que ce résidu soit fortement conservé (Figure 8). Quant au résidu Ql54,
il faudra I’étude d’un autre isolat viral afin de confirmer le phénotype observé avec
vUL24 Q154A-a. Ce virus s’est répliqué a un niveau similaire au virus KOS. Advenant
que le prochain isolat soit similaire a I’isolat A et en tenant compte que la mutation de
G121 provoque la formation de syncytiums tout en maintenant un niveau de réplication
similaire 4 KOS, il sera possible de conclure que la formation de syncytiums ne corréle
pas directement avec une diminution de la capacité du virus a se répliquer. Les virus
VUL24 G121A-a et -b seront donc des outils intéressants pour étudier les mécanismes
moléculaires de la formation de syncytiums dans le contexte d’une réplication de niveau
similaire a celui du virus de type sauvage. En effet, a ce jour, il n’y a aucune publication
de mutations d’UL24 qui causent la formation de syncytiums sans affecter ’efficacité de

réplication.
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5.4 Importance de certains résidus hautement conservés d’UL24

dans la réplication aigué oculaire du VHS-1

Afin de déterminer I’importance des acides aminés hautement conservés d’UL24
dans la pathogenése du VHS-1, les différents virus recombinants que nous avons produits
ont été testés dans un modéle murin d’infection oculaire. Lorsqu’UL24 n’est pas
exprimée, la réplication oculaire du VHS-1 est réduite de 1.5 log par rapport a KOS
(Jacobson et al., 1998). Cependant, les virus dont la mutation cible des résidus hautement
conservés prédits pour ne pas étre impliqués dans la fonction d’endonucléase (G121 et
Q154; Knizewski et al., 2006) ont présenté une réplication similaire a celle du virus KOS
(Figure 15). Un patron différent a été observé lors de I’étude des virus arborant des
mutations dans le site catalytique de la fonction putative. vUL24 E99AK101A-a et -b ont
eu une réplication intermédiaire a celle de KOS et UL24X (Figure 15). Ainsi, le motif
d’endonucléase pourrait étre important pour la réplication du virus chez 1’animal. Aussi,
le fait que ces virus se répliquent & un niveau supérieur 4 UL24X renforce I’hypothése
qu’UL24 soit une protéine multifonctionnelle (Lymberopoulos et Pearson, 2007). Si
UL24 n’avait qu’une seule activité, potentiellement d’endonucléase (Knizewski et al.,
2006), en inhibant le site catalytique, un phénotype similaire a celui d’UL24X pourrait
étre observé, ce qui n’est pas le cas. Aussi, dans cette étude, seules des mutations ciblant
la partie N-terminale de la protéine ont été étudiées. Il est possible que la région C
terminale de la protéine soit importante pour une autre fonction d’UL24. L’étude in vivo
de VHS-1 ayant une délétion de la portion N-terminale de la protéine aidera a élucider si
les diverses fonctions d’UL24 sont propres & I’'une ou I’autre des portions de la protéine.

Ces virus sont présentement a 1’étude dans le laboratoire.

3.5 Impact de la mutation des résidus hautement conservés dans la

réplication neuronale aigué du VHS-1

La capacité de réplication dans les neurones des virus ayant des mutations dans les

résidus hautement conservés d’UL24 a été étudiée. Chez des virus n’exprimant pas UL24,
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la réplication neuronale est diminuée de 4 logs par rapport a KOS (Jacobson et al., 1998).
Lorsque le résidu dans le domaine d’homologie adjacent au potentiel site catalytique
(G121) est muté, la réplication neuronale aigué ne semble pas avoir été affectée (Figure
16). Ainsi, malgré son haut niveau de conservation, le résidu G121 ne semble pas étre
important pour la réplication du VHS-1 dans les cellules du systéme nerveux, ni dans les

muqueuses.

En mutant un acide aminé hautement conservé du cinquiéme domaine
d’homologie (Q154), une baisse de la réplication virale a été détectée (Figure 16). Malgré
qu’il s’agisse de résultats préliminaires pour cette mutation (un seul isolat a été testé), il
est possible de voir que Q154 est un résidu important pour la réplication neuronale, mais
ne semble pas I’€tre pour la réplication dans les muqueuses. Comme pour des virus
n’exprimant pas UL24, I'importance du résidu Q154 varie selon le type de cellule
infectée. Les cellules neuronales sont des cellules qui ne se divisent pas. Une hypothése
serait que UL24 pourrait contrebalancer I’absence dans les neurones d’un état propice & la
réplication de I’ADN et la division cellulaire. Ainsi, un virus déficient en UL24 aurait
moins de problémes de réplication dans les muqueuses que dans les neurones. Par
exemple, un virus n’ayant pas de thymidine kinase virale (TK, impliqué dans la
phosphorylation de nucléotides; revu par Roizman, Knipe et Whitley, 2007 ) se réplique
mal dans les neurones, malgré que la réplication dans les muqueuses soit normale.
Puisque les neurones ne se répliquent pas, la machinerie cellulaire impliquée dans la
synthése de nucléotides, essentielle a la réplication de I’ADN, n’est pas active. Le virus
doit donc contrebalancer ce manque, d’otl la difficulté d’un virus déficient en TK a se
répliquer dans les neurones, mais non dans les muqueuses (Ho et Mocarski, 1988; Coen et
al., 1989; Jacobson et al., 1993). Il reste cependant a déterminer si UL24 joue un role

dans des mécanismes propres aux neurones.

Le phénotype observé lors de I’analyse de la réplication aigué neuronale des virus
arborant les mutations du potentiel site catalytique (E99A et K101A) a été surprenant.
Deux phénotypes distincts ont été observés chez chacun des deux isolats (Figure 16).

Chez certaines souris, la réplication était d’environ 2 logs sous le niveau de KOS. Chez
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les autres souris, la réplication a été sous le seuil de détection. Une hypothése serait que
les résidus E99 et K101 sont critiques pour la réplication neuronale et que certains virus
aient acquis des mutations supplémentaires lors de I’infection suite & une pression de
sélection. Donc, la réplication dans les neurones pourrait étre due a des mutations
permettant I’apparition de révertants. Aussi, des mutations compensatoires ailleurs dans
UL24 ou dans un autre géne pourraient avoir eu lieu. Ces mutations permettraient au virus
ayant une mutation dans le motif d’endonucléase de se répliquer dans les neurones de la
souris. De plus, ces mémes virus pourraient étre ceux chez qui la réactivation a été
observée (chez 26 % des ganglions trigéminaux pour I’isolat A et 40 % pour le B). Ces
modifications supplémentaires viendraient corroborer I’importance de ce motif pour
UL24. Le séquengage d’UL24 des virus provenant des ganglions trigéminaux infectés
permettrait de vérifier cette hypothése. Néanmoins, I’étude des virus vUL24 E99AK101A
A et B a permis déterminer que le troisi¢éme domaine d’homologie d’UL24 est important

pour la réplication neuronale du VHS-1.

5.6 Importance différentielle des acides aminés hautement

conservés d’UL24 dans la réactivation virale

La derniére étape de cette étude a été de caractériser I’importance des résidus
hautement conservés d’UL24 dans la réactivation virale. Suite & I’établissement de la
latence, la capacité de réactivation des virus a été testée dans des essais de co-cultures des
explants de ganglions trigéminaux. Chez les virus ott UL24 n’est pas exprimée, la
réactivation du VHS-1 est pratiquement nulle (Jacobson et al., 1998). Lorsque le résidu
G121 a été muté, les taux de réactivation virale ont été similaires 8 KOS (Tableau V).
Ainsi, malgré que cet acide aminé soit trés conservé chez les virus herpés, il ne semble
pas étre important pour la pathogenése autant au niveau de la réplication aigué dans les
muqueuses et les neurones que dans la réactivation virale. En fait, le seul phénotype
particulier que les méthodes utilisées dans cette étude nous ont permis de détecter a été la
formation de syncytiums. Ceci est un nouveau phénotype viral et fait contraste avec les

¢tudes précédentes, ou des virus déficients en UL24 ont tous produit ce type de plage et
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ont eu une pathogenése réduite (Jacobson et al., 1998). Ainsi, I’étude de ce résidu a
permis de discriminer la formation de plages syncytiales de la diminution de la
pathogenése lorsqu’UL24 est muté. La formation de ce type de plage de lyse n’est donc

pas liée a une diminution de la réplication virale et de la réactivation.

Les virus ayant le site catalytique de la fonction putative d’endonucléase mutée
(vUL24 E99AK101A-a et -b) ont eu des taux de réactivation significativement inférieurs
a celui de KOS (soit 26 % et 40 % de réactivation, contre 100 % pour KOS), tout en
restant supérieurs au taux de UL24X (de 0 %). 1l est donc plausible que lorsque cette
fonction potentielle est directement affectée, la capacité de réactivation du virus est
largement réduite. Plus d’une hypothése peut expliquer cette réduction. Premiérement, le
site catalytique potentiel pourrait jouer un réle direct dans le processus de réactivation du
virus. Par exemple, UL24 pourrait altérer la structure du génome afin de permettre un
accés optimal aux promoteurs viraux en permettant une libération du génome viral des
histones lors de la réactivation. L’homologue d’UL24 chez HCMV a déja été impliqué
dans I’expression génique (Wang, Duh et Chang, 2000). Deuxiémement, tel que démontré
précédemment, la fonction putative d’endonucléase pourrait étre importante pour la
réactivation due a son implication dans la réplication neuronale du virus. Malgré que le
virus puisse se réactiver, une diminution de la réplication neuronale entrainerait une
diminution de la production virale, suivie d’une diminution du nombre de neurones
infectés de fagon latente, et de fagon indirecte, une diminution de la réactivation.
Troisiémement, s’il y a une baisse de I’établissement de la latence chez ces virus (ce qui
reste a confirmer), il y aura moins de neurones infectés de fagon latente. Ceci additionné a
I’hypothése précédente entrainerait une grande diminution du nombre de virus pouvant
réactiver, d’ou le faible taux de réactivation observé. La quantification de I’établissement
de la latence de vUL24 E99AKI101A-a et -b permettra de déterminer laquelle de ces
hypothéses est la bonne. Ensuite, en infectant les souris avec de plus hauts titres viraux de
fagon a obtenir un niveau d’établissement de la latence similaire a celui de KOS, il serait
possible de vérifier si la réduction de la réactivation est due au réle direct des résidus
mutés. Cette méthode a déja été utilisée lors de 1I’étude de TK (Chen, Pearson, Coen et

Chen 2004).
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Un autre point intéressant est que la capacité de réactivation du virus contenant les
mutations ciblant directement le site catalytique potentiel n’est pas tombée proche de zéro
comme chez UL24X (Tableau IV et Jacobson et al., 1998). Donc, la fonction potentielle
d’endonucléase d’UL24 ne semble pas la seule a étre importante pour la pathogenése du
VHS-1. Ceci vient encore une fois appuyer 1’hypothése qu’UL24 soit une protéine

multifonctionnelle déja avancée par notre groupe (Lymberopoulos et Pearson, 2007).

Chez vUL24 QI154A-a, la réactivation virale a été observée chez 50 % des
ganglions infectés (Tableau 1V). Le phénotype in vivo observé chez ce virus est
intéressant dans la mesure ol il s’agit de la premiére étude visant le cinquiéme domaine
d’homologie. Ainsi, malgré qu’il s’agisse que des résultats provenant d’un seul isolat, 1l
semble que le résidu Q154 soit important pour la réactivation virale. Trois hypothéses
peuvent expliquer ce qui a été observé. Malgré son éloignement, Q154 pourrait étre
impliqué dans la fonction potentielle d’endonucléase, et ce, malgré qu’il n’a pas été prédit
pour le faire (Knizewski et al., 2006). Suite au repliement de la protéine, Q154 pourrait se
rapprocher du site catalytique et ainsi contribuer de fagon directe a cette fonction. L’autre
option est que ce résidu est important pour la structure tertiaire de la protéine. En le
mutant, la conformation d’UL24 pourrait étre légérement modifiée, affectant du fait
méme I"activité putative d’endonucléase. Pour ces deux hypothéses, une étude structurelle
d’UL24 serait grandement utile. Finalement, Q154 pourrait jouer un réle dans une autre
fonction d’UL24 importante pour la réactivation, donc en mutant le résidu la réactivation
est compromise. L’étude de facteur interagissant avec UL24 dans le cadre d’une co-

immunoprécipitation suite 4 I’infection de neurone permettrait de clarifier ce point.

5.7 La fonction potentielle d’endonucléase d’UL24

Tel qu’expliqué précédemment, une étude en bio-informatique a prédit qu’UL24
pourrait étre une endonucléase de type PD (D/E)xK (Knizewski et al., 2006), cependant la

fonction n’a pas été¢ démontrée. Les résultats obtenus en culture cellulaire et in vivo avec
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les virus contenants des mutations ponctuelles dans le potentiel site catalytique montrent
que ce site est trés important pour la biologie du virus. Il reste a vérifier si cette fonction
est réelle. Pour commencer, malgré qu’une possible structure secondaire typique des
endonucléases de type PD (D/E)xK a été prédite (Knizewski et al., 2006), une étude de la
structure d’UL24, par cristallographie par exemple, aiderait a savoir si la structure
d’UL24 s’apparente a un sous-type d’endonucléases particulier. Aussi, des essais de
digestion d’ADN cellulaire et viral pourraient étre utilisés. En comparant la protéine de
type sauvage avec celle ayant le site actif putatif muté (UL24 E99A K101A), il serait
possible de vérifier la capacité de clivage d’UL24 et I’importance des résidus E99 et
K101 dans cette fonction. Ces études permettront de déterminer si le phénotype observé
avec les virus ayant les mutations E99A et K101A est bel et bien dii a une inhibition de la

potentielle fonction d’endonucléase.
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5 Conclusion

Dans cette étude, I’importance des résidus hautement conservés d’UL24 dans la
pathogenése du VHS-1 a été étudiée. Parmi les versions mutées du géne, trois ont été
choisies afin de générer des virus recombinants permettant de tester I’importance de la
potentielle fonction d’endonucléase d’UL24. Les virus vUL24 E99AKI01A-a et -b
(ciblant le site catalytique putatif) ont démontré une réplication en culture cellulaire
diminuée, ont produit des syncytiums et ont eu une pathogenése fortement réduite. vUL24
QI54A-a (résidu hautement conservé du 5° domaine d’homologie d’UL24) a produit de
petits syncytiums et la pathogenicité de ce virus a été affectée, surtout au niveau de la
réactivation. Quant a vUL24 G121A-a et -b (adjacent a ce site, mais n’étant pas prédit
pour étre impliqué dans cette fonction), la formation de syncytiums a été observée, mais
la pathogenése ne semble pas avoir été réduite. Ainsi, le motif d’endonucléase d’UL24
semble étre important pour la pathogenése du virus, tandis que les autres résidus
hautement conservés de la protéine qui ont été testés n’ont pas une importance aussi

cruciale qu’E99 et K101.

L’importance des acides aminés testés dans cette étude pourra étre appliquée aux
autres virus de la famille des Herpesviridae. Etant donné que des phénotypes similaires a
ceux d’UL24X ont été observés lors de I’étude des homologues d’UL24 chez VHS-2 et
VZV, I'importance des résidus E99, K101, G121 et Q154 pourrait étre similaire chez ces
virus. Il s’agit de deux Alphaherpervirinae humains dont la formation de syncytiums a été
observée lorsque I’homologue d’UL24 n’est pas exprimé. De plus, chez ces virus, UL24
est important pour une pathogenése optimale du virus (Blakeney et al., 2005; Ito et al.,
2005). L’étude des résidus hautement conservés d’UL24 chez VHS-2 et VZV aiderait a

éclatrcir cette question.

Aussi, ’étude du résidu G121 d’UL24 du VHS-1 a permis de discriminer la
formation de syncytiums de la baisse de la pathogénicité observée lors de I’infection avec
des virus déficients en UL24. En mutant ce résidu, la formation de syncytium a été

observée sans qu’il y ait de baisses du niveau de réplication en culture cellulaire et sans
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que la pathogénicité du virus soit affectée. En utilisant les virus vUL24 G121A-a et -b, il
sera possible d’étudier les mécanismes moléculaires de la formation de plages syncytiales
sans affecter d’autres aspects de la biologie du virus. De plus, ’étude de ce résidu a
soulevé une question intéressante. Pourquoi un résidu aussi conservé n’est-il pas
important pour la pathogenése du virus? Une étude plus poussée de ces virus permettrait

de répondre a cette question.

Il a été prédit qu’UL24 serait une endonucléase de type PD (D/E)xK (Knizewski
et al, 2006), mais la fonction n’a pas été démontrée. Dans la présente étude, le motif
d’endonucléase a été muté. Autant la réplication en culture cellulaire que la pathogenése
du VHS-1 ont été fortement affectées. Ceci suggére que le motif est trés important pour
UL24. Ainsi, la possibilité d’une fonction d’endonucléase de type PD (D/E)xK semble
réaliste étant donné I’importance des résidus formant le potentiel site catalytique (soit E99
et K101). L’¢tude plus exhaustive des autres résidus formant ce site potentiel permettra
d’élucider la fonction d’UL24. Aussi, en mutant le motif d’endonucléase (E99 et K101A),
la pathogenése a été réduite, mais jamais a un niveau aussi bas que chez UL24X. Ainsi, si
la putative fonction d’endonucléase était la seule fonction d’UL24, un phénotype
similaire 4 celui d’UL24X aurait été observé. Donc, I’étude de vUL24 E99AKI101A a
permis de déterminer qu’UL24 pourrait jouer plus d’une fonction lors de I’infection

virale.

Finalement, puisque la réplication neuronale et la réactivation du VHS-1 sont
fortement réduites lors de la mutation du motif d’endonucléase, 1’élaboration de
traitements ciblant ce site permettrait une diminution de I’infection neuronale, parfois
associée a des encéphalites, en particulier chez les nouveau-nés. De plus, en ciblant ces
acides aminés, la réactivation serait réduite, ce qui pourrait étre utile lors du traitement
des infections récurrentes chez les individus immunodéprimés. Alliée 4 un traitement &
I"acyclovir, ce type de thérapie serait fortement efficace. En continuant d’étudier le

mécanisme d’action d’UL24, I’élaboration de tel traitement sera possible.
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6 Appendice

Développement d’essais pour la quantification de I’établissement de
la latence

Afin de quantifier I’établissement de la latence des virus mutants, un essai de PCR
en temps réel (QPCR) sera utilisé. L’ADN total provenant des ganglions trigéminaux
prélevés chez des souris aprés trente jours d’infection sera utilisé. Pour chacune des
expériences, les ganglions d’environ deux souris par virus ont été prélevés et conservés
individuellement a -80°C. Chaque ganglion trigéminal sera traité individuellement. Suite
a l’extraction de ’ADN total des ganglions (voir section 3.7.5), un essai de qPCR
utilisant le SYBr Green sera employé afin de quantifier le nombre de génomes viraux
total présent dans chaque ganglion. En ce moment, I’ADN total d’environ le quart des
ganglions a été extrait. Dans cette section, I’avancement de la mise au point de cet essai

est décrit.

Pour quantifier les génomes viraux, le géne viral /CP4 a été amplifié. Les amorces
4-1 et 4-2 (Kramer et Coen, 1995) ont été utilisées afin d’amplifier ce géne viral. Le kit
DyNAmo SYBr Green (Fynnzymes) a été employé lors de cet essai de qPCR. Pour
chaque réaction de 10 pl, 5 pl de DyNAmo 2x, 0.2 pl de I’amorce 4-1 (15 pmol/ul), 0.2
ml de I’amorce 4-2 (15 pmol/pl) et 3.6 ul d’H,044. Les échantillons ont été quantifiés
dans I’appareil Rotor-Gene 3000 (Corbett Life Science). L’amplification s’est fait en
deux étapes : (1) 94°C pour 5 minutes, (2) suivi de 35 cycles de 94°C pour 15 secondes,
60°C pour 15 secondes, 72°C pour 20 secondes et 85°C pour 10 secondes (acquisition
des données a 85°C). La spécificité de cette réaction a été testée lors d’une PCR
« classique » sur ’ADN total provenant de cellules Vero infectées avec KOS et UL24X
(Figure 17) et un seul produit spécifique a été formé par cette réaction. Afin de produire
une courbe standard permettant de quantifier les génomes viraux présents dans les GT, le
plasmide EcoRIB (Campbell, Palfreyman et Preston, 1984) a été utilisé. Ce plasmide

contient une copie du geéne viral /CP4. En ce moment, la gamme dynamique de cet essai
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Figure 17 — Spécificité des réactions de PCR dirigées contre le géne viral ICP4 et le géne
cellulaire adipsine. Les réactions de PCR dirigées vers ces deux génes ont €té testées lors de
PCR indépendantes sur I’ADN total provenant d’infection de cellule Vero par le virus KOS et
UL24X en duplicata. Les produits de ces réactions ont été migrés dans un gel d’agarose a 1%.
E signifie I’échelle de poids moléculaire.

va de 10° 4 10’ molécules d’EcoRIB (Figure 18A). La courbe standard dans cette gamme
est fiable, puisque la valeur du coefficient de détermination de la régression linéaire (R%)
est supérieure a 0,99. De plus, le produit spécifique est détecté a 85°C, température
d’acquisition de la fluorescence (Figure 19 A). Cependant, il a été démontré que dans les
ganglions infectés de fagon latente, environ 107 génomes viraux d’UL24X ont été
détectés dans un ganglion (Jacobson et al., 1998). Lorsque la quantité d’ADN servant a
I’amplification est faible, la formation de dimére d’amorces non spécifique peut étre
observée (comme dans le cas du témoin sans ADN). Pour détecter 10° copies d’ICP4. Il
faudra donc optimiser un peu plus 1’essai afin d’augmenter la sensibilité tout en

conservant la spécificité de 1’essai.

Etant donné que la quantité d’ADN extrait peut varier d’un échantillon a 1’autre,
les résultats ont été normalisés en amplifiant le géne cellulaire adipsine. Ce géne
cellulaire a été amplifié en utilisant les amorces MT-1 et MT-2 (Kramer et Coen, 1995)
dans la réaction suivante : 5 pl de DyNAmo 2x, 0.2 ul de I’amorce MT-1 (15 pmol/pl),
0.2 ml de I’amorce MT-2 (15 pmol/ul), et 3.6 pl d’H204. L’amplification s’est fait en
deux étapes : (1) 94°C pour 5 minutes, (2) suivi de 35 fois le cycle de 94°C pour 30
secondes, 55°C pour 15 secondes, 72°C pour 20 secondes (acquisition des données a
72°C). La spécificité de cette réaction a été testée lors d’une PCR « classique » sur I’ADN

total provenant de cellules Vero infectées avec KOS et UL24X (Figure 17) et un seul
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Figure 18 — Courbes standards de I’essai de qPCR utilisée pour la quantification du géne viral ICP4
et du géne cellulaire adipsine. Les courbes standard ont été formées avec les échantillons servant de
témoins dont la quantité est connue en fonction du cycle d’amplification oi la fluorescence est détectée.
Les témoins on éi€ testés en duplicata. Les courbes ont été générées par le logiciel Rotor Gene 6 de
Corbett Life Science. (A) Courbe standard pour la quantification du géne viral /CP4. Les quantités de
molécules utilisées vont de 10° 2 107 molécules d’EcoRIB. (B) Courbe standard pour la quantification du
géne cellulaire adipsine. Les quantités d’ADN cellulaire utilisé vont de 0,44 ng 4 55 ng.

produit spécifique a été formé par cette réaction. Pour cet essai, la qPCR est au point.
L’ADN total provenant de ganglions non infectés sera utilisé comme standard. La gamme
dynamique de cet essai permet de quantifier le nombre de génomes cellulaires murin
présents dans les échantillons expérimentaux (Figure 18B). De plus, la courbe standard
est fiable (R? > 0,99). Aussi, dans la gamme dynamique de |’essai, seul le produit
spécifique est détecté (Figure 19B). Cette normalisation permettra d’exprimer les résultats

en nombre de génomes viraux par ganglion infecté.
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Figure 19— Courbes de dissociation de Pessai de qPCR utilisée pour la quantification du géne
viral ICP4 et du géne cellulaire adipsine. Chaque pic représente la dissociation du produit formé par
la PCR. Le pic spécifique a chaque réaction est indiqué par une fléche noire. Le pic du témoin sans
ADN représente les diméres d’amorces formés lorsqu’il y a peu ou pas d’ADN servant de matrice.
(A) Courbe de dissociation de la réaction dirigé vers /CP4. Les différentes quantités de copie
d’EcoRIB ont été testées en duplicata. (B) Courbe de dissociation de la réaction dirigé vers adipsine.
Les différentes quantités d’ADN cellulaire ont été testées en duplicata.
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Suite a I’optimisation de la qPCR dirigée vers ICP4 et a I’extraction de I’ADN de
tous les ganglions, il sera possible de quantifier I’établissement de la latence des
différents virus recombinants testés dans le modéle murin d’infection oculaire. Ceci
permettra de vérifier 'importance des résidus hautement conservés d’UL24, et en

particulier ceux formant le motif d’endonucléase, dans la latence du VHS-1.
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