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Résumé

Le géne UL24 est conservé dans la famille des Herpesviridae, mais peu est connu
sur sa fonction. UL24 du virus herpés simplex 1 (VHS-1) est importante pour la
réplication efficace du virus en culture cellulaire, et aussi pour la réplication dans les
neurones et la réactivation dans un modéle animal. UL24 est exprimée tardivement lors
de I'infection et par fractionnement, il a été déterminé que cette protéine se localise au
noyau et au cytoplasme. Notre hypothése de départ était que UL24 est une protéine
multifonctionnelle dont la fonction varie selon sa localisation dans la cellule. Nous avons
déterminé par des essais d’immunofluorescence indirecte sur des cellules infectées que la
localisation de UL24 change au cours de I’infection. Cette protéine virale se localise de
maniére transitoire dans les nucléoles et par la suite se retrouve plutot en périphérie du
noyau. Ce résultat renforce I’hypothese que UL24 pourrait jouer différents réles lors de la
réplication du virus dont un effet au niveau du nucléole.

L’infection par le VHS-1 induit plusieurs changements morphologiques et
fonctionnels au nucléole, mais peu est connu sur le sort des protéines nucléolaires. Nous
avons identifié au moins deux groupes de modifications induites au nucléole par le VHS-
1: UL24-indépendantes et UL24-dépendantes.

Nous avons déterminé que deux composantes de la machinerie cellulaire pour la
transcription par I’ARN polymérase | (ARNpoll), UBF et RPA 194, sont redistribuées
ensembles par le VHS-1 et de maniére indépendante de ’expression de UL24. La
fibrillarine se retrouve aussi dans cette catégorie mais le mécanisme impliqué dans sa
relocalisation semble différer de celle de UBF. La réduction de la synthése des ARNr
décrite lors de I’infection pourrait étre expliquée par la redistribution de ces composantes
de ’ARNpoll. Bien que UBF est redistribu¢ dans les compartiments de réplication viraux
pendant I’infection, nous n’avons pas détecté de points de UBF tot dans I’infection aux
sites de synthése de I’ADN viral. Ces résultats suggérent que UBF pourrait ne pas étre
requis pour la synthése de I’ADN viral tot dans I’ infection, mais pourrait y étre impliqué
dans un stade plus tardif.

Puisque UL24 se localise au nucléole pendant I’infection, notre deuxiéme

hypothése était que UL24 affecte la composition de ce compartiment et que le VHS-1
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modifie le nucléole afin de favoriser sa réplication. Nous avons démontré que la
nucléoline et B23 sont dispersés pendant I’infection et que cette modification est
dépendante de I’expression de UL24. Comme pour la nucléoline, nous avons démontré
que UL24 est suffisante pour induire la redistribution de B23 dans des essais de
transfection transitoire, et que cette fonction est contenue dans le domaine N-terminal,
qui est la portion conservée de UL24. De plus, des analyses mutationnelles ont révélé que
le motif d’endonucléase de UL24 semble étre important pour la dispersion de B23 dans
des cellules infectées et transfectées. L’analyse par microscopie électronique de cellules
infectées a révélé que UL24 est importante pour la sortie efficace des nucléocapsides du
noyau. Puisqu’il a déja été¢ démontré que la nucléoline est importante pour la sortie
efficace des nucléocapsides du noyau, UL24 pourrait jouer un rdle sur cette étape de la
réplication virale via son effet sur la nucléoline. Nos résultats suggérent donc que les
modifications induites au nucléole par UL24 pourraient étre importantes pour la

réplication optimale du VHS-1.

Maria H. Lymberopoulos Angela Pearson
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



1. Virus herpés

1.1 Taxonomie des virus herpés

La classification des virus herpés a récemment été modifiée par le «International
Committee on Taxonomy of Viruses» (ICTV) (57). L’ordre des Herpesvirales comprend
trois familles; la famille des Herpesviridae qui contient des virus de mammiferes,
d’oiseaux et de reptiles, la famille des A/loherpesviridae qui inclut des virus de poissons
et de grenouilles, et la famille des Malacoviridae qui est composée d’un virus de bivalve.
On retrouve trois sous-familles dans la famille des Herpesviridae; les
Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae et les Gammaherpesvirinae. |es
Alphaherpesvirinae sont neurotropiques et ont un cycle de réplication court. Les
Betaherpesvirinae peuvent infecter des cellules lymphoides et ont un cycle de réplication
long. Les Gammaherpesvirinae sont aussi lymphotropiques avec un cycle de réplication
long, mais sont oncogéniques (245). La classification des trois sous-familles était
originalement définie selon des caractéristiques biologiques mais représentent aussi des
lignées phylogéniques basées sur des similarités de séquences. Il est estimé que ces trois

sous-familles ont surgit il y a environ 180 a 220 millions d’années (178).

1.2 Les virus herpés humains

Il existe huit espéces connues de virus herpés humains nommés Human
herpesvirus (HHV) 1 a 8. Dans la sous-famille des 4/phaherpesvirinae, on retrouve les
HHV-1 et HHV-2, qui font partie du genre Simplexvirus et sont communément appelés
Virus herpés simplex (VHS) | et 2, respectivement, ainsi que le virus Varicella-zoster, ou
HHV-3, qui fait partie du genre Varicellovirus. Dans la sous-famille des
Betaherpesvirinae, on retrouve le HHV-5, aussi appelé cytomegalovirus humain, dans le
genre Cytomegalovirus. Dans cette méme sous-famille, on retrouve le HHV-6 et le HHV-
7 dans le genre Roseolovirus. La sous-famille des Gammaherpesvirinae contient le HHV-
4, ou virus Epstein-Barr, dans le genre Lymphocryptovirus, ainsi que le HHV-8, ou virus
du sarcome de Kaposi, dans le genre Rhadinovirus. Les infections herpétiques sont donc
responsables d’une panoplie d'infections qui affectent la majorité de la population a

différents stades de leur vie.



1.3 Pathogenése du virus herpés simplex

Les infections par le VHS chez les humains ont été documentées depuis
I"antiquité grecque dans les écritures d’Hippocrate. La sévérité des maladies causées par
le VHS varie; dans la majorité des cas il y a apparition de lésions orales ou génitales,
mais plus rarement il y a des cas plus sévéres qui peuvent mettre en danger la vie de
I'individu infecté. Le VHS-1 et VHS-2 peuvent étre transmis via différentes voies et a des
sites différents du corps mais il y a du chevauchement dans 1’épidémiologie et les
manifestations cliniques de ces deux infections. Des vecteurs animaux pour le VHS n’ont
pas encore €té€ décrits, donc jusqu’a présent, il semble que les humains soient le seul
réservoir pour la transmission de ces virus a d’autres humains (244).

Dans la majorité des cas, I’interaction virus-hote méne a la latence du VHS, ou le
virus s’établit dans un stade dormant dans les ganglions sensoriels de I’hdte. Suite a une
infection oropharyngiale, normalement causé par le VHS-1, le ganglion trigéminal est
infecté et cache le virus latent. L’acquisition du VHS-2 survient habituellement par
contact génital et le virus latent se retrouve dans le ganglion de la racine dorsale.
Rarement, I’infection peut mener a une infection du systéme nerveux central (SNC) qui
peut étre mortelle. La capacité du VHS de se répliquer dans le SNC peut mener a une
dévastation neurologique comme une encéphalite. De plus, I’infection primaire peut se
propager au-dela du ganglion sensoriel et devenir systémique (114). On peut retrouver
une infection systémique chez des enfants qui ont une gingivostomatite primaire (114).
En plus, I’infection peut étre systémique chez des nouveaux-nés ou chez des patients
immunosupprimés. L’infection généralisée des organes semble étre la conséquence d’une
virémie dans un héte qui n’est pas capable de limiter I’infection dans les surfaces
mucosales (244).

La transmission du virus dépend d’un contact intime entre une personne infectée,
qui excrete des virions, et une autre personne. Le virus doit venir en contact avec des
surfaces mucosales ou de la peau abrasée. Suite a I’infection primaire, soit au tissu
mucosal oral ou génital, il y a réplication virale & ce site primaire d’infection. Par la suite,
les extrémités des nerfs sensoriels sont infectés et il y transport des virions vers les

ganglions trigéminaux ou de la racine dorsale, ou le virus s’établit en latence (244). Plus



I"infection primaire est sévére, selon le nombre, la taille et I’étendue des lésions, plus il
est probable que des récurrences vont s’ensuivre. Le virus latent est réactivé aprés un
stimulus local tel qu’une blessure aux tissus qui sont innervés par les neurones qui
contiennent du VHS latent ou par un stimulus systémique tel du stress physique ou
émotionnel, I’exposition aux rayons UV, I’hypothermie ou un déséquilibre hormonal.
Suite & la réactivation, le virus est détecté aux sites mucocutanés en tant que vésicules sur

la peau ou d’ulceres mucosals (Figure 1) (244).

a Replication compartment
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Figure 1. Infection par le virus herpés simplex. (a) La réplication virale dans les cellules
épithéliales de la surface mucosale génere des virions qui peuvent se propager vers
d’autres cellules épithéliales. Le virus acquiére son enveloppe dans une vésicule
cytoplasmique. Les virions entrent dans les neurones sensoriels et les nucléocapsides sont
transportées vers le corps neuronal. L’ADN viral est relaché dans le noyau du neurone ou
il se circularise. (b) Lors de la réactivation, I’expression de génes lytiques est initiée et les
capsides nouvellement formées sont transportées vers 1’extrémité de I’axone. Les virions
infectieux sont relachés de 1’axone et infectent les cellules épithéliales. Tiré de Knipe et
Cliffe (133).

Les changements pathologiques associés avec la réplication du VHS sont

similaires entre I’infection primaire et I’infection récurrente. Ces changements sont une



combinaison de mort cellulaire induite par le virus et d’une réponse inflammatoire. Les
changements induits par I’infection sont le gonflement des cellules infectées, suivi de la
dégénération de la membrane nucléaire. La membrane plasmique de ces cellules est
affectée et 1l y a formation de cellules géantes multinucléées. Avec la lyse cellulaire, il y
a reldche d’un fluide vésiculaire contenant une grande quantité de virions, des débris
cellulaires et des cellules inflammatoires. Lors de la guérison, le liquide vésiculaire
devient pustuleux avec le recrutement des cellules inflammatoires et forme une croite
(244).

I1 existe quelques types de thérapies antivirales contre les infections causées par le
VHS. Les plus efficaces et ceux qui sont le plus communément utilisés sont 1’acyclovir,
le valacyclovir, le penciclovir et la famciclovir (244, 326). Ces molécules sont des
analogues de nucléosides, qui sont phosphorylés par la thymidine kinase du VHS, et en
agissant comme substrat 4 I’ADN polymérase virale, ont I’effet d’inhiber la réplication du
virus. Les deux stratégies majeures pour le développement d’un vaccin contre le VHS
sont I’utilisation d’un vaccin sous-unitaire ou de vaccin composé du virus atténué (326).
Des essais cliniques sur un vaccin utilisant du virus atténué n’étaient pas prometteurs car
deux doses du vaccin n’ont pas livré assez d’antigénes pour induire une réponse
immunitaire suffisante (183, 326). Le vaccin sous-unitaire gD-2 de VHS-1 de
GlaxoSmithKline est efficace pour prévenir I'infection génitale chez les femmes qui sont
séronégatives pour le VHS-1 et le VHS-2, mais n’est pas efficace chez les hommes (283).
Plus spécifiquement, ce vaccin a une efficacité d’environ 73% chez les femmes
séronégatives pour le VHS-1 et le VHS-2 mais n’est pas efficace chez les femmes
séropositives pour le VHS-1 seulement. Ce vaccin ne s’est pas rendu sur le marché et la

recherche continue pour un vaccin efficace contre le VHS.

1.4 Transport, latence et réactivation du VHS

Suite a la propagation du virus dans les tissus au site primaire d’infection, le virus
entre dans les neurones sensoriels en fusionnant avec les boutons terminaux des axones.
La nucléocapside est transportée de maniére rétrograde dans 1’axone vers le noyau du
corps neuronal. L’ ADN viral persiste dans le noyau en forme d’épisome associé aux

nucléosomes. L’expression de génes lytiques est réprimée et il y a expression d’un



«latency-associated transcript» (LAT). L épissage de ce transcrit génére plusieurs especes
d’ARN nommés LATs (23, 131). Lors de la latence, aucune particule infectieuse ne peut
étre détectée dans les ganglions sensoriels. Suite & différents stimulis, tels que le stress et
les rayons UV, il y a réactivation du virus dans une fraction des neurones qui contiennent
du VHS. Le virus est par la suite acheminé par transport axonal antérograde aux tissus
périphériques dans les cellules qui sont sur ou proche du site initial d’infection. Selon
I’état du systéme immunitaire de ’hdte, la réactivation peut étre asymptomatique ou créer
une Iésion. La sévérité des Iésions récurrentes peut varier d’une lésion ponctuée qui est

invisible & I'ceil nu a des Iésions débilitantes chez des individus immunosupprimés (244).

1.5 Structure du VHS-1
Le VHS-1 est composé d’une capside qui contient le génome viral ainsi que de
plusieurs protéines virales qui composent le tégument, qui se retrouve entre la capside et

I’enveloppe virale (Figure 2).

_ Capside
Génome

Tégument

» N\ Enveloppe
- Glycoprotéines

Figure 2. Structure du VHS. Schéma démontrant les parties qui composent le virion. La
capside virale contient le génome a ADN du virus et est entourée du tégument.
L’enveloppe du virus contient des glycoprotéines virales a sa surface.

Le génome du VHS-1 est composé d’environ 152pb et est contenu sous forme
linéaire dans la capside. Le génome du VHS-1 a un contenu en G+C élevé de 68% (244).

Le génome a deux composantes, une région unique longue (Uy) et une région unique



courte (Us, pour «unique short»). Ces régions uniques sont encadrées par des régions
répétées inversées. Di a4 des événements de recombinaison, les régions Uy et Us peuvent
se retrouver dans des orientations inversées, générant donc quatre isomeéres linéaires.
Dans des cellules infectées avec un virus de type sauvage, on retrouve des concentrations
équimolaires de ces quatre isoméres (62, 102).

La capside mesure 100 nm de diamétre et a une forme icosaédrale. Elle est
composee de six différentes protéines virales, nommées VPs pour «viral proteins», qui
forment 162 capsoméres en forme de pentaméres (244). 11y a trois types de capsides
formées pendant I'infection; les capsides A ne contiennent pas d’ADN et n’ont pas de
structure interne, les capsides B contiennent des protéines d’échafaudage interne mais ne
contiennent pas d’ADN et les capsides C sont celles qui contiennent I’ADN (269). Les
capsides A ne sont pas des précurseurs aux capsides B, ils sont plutot des dérivés
défectifs.

L’espace entre la capside et I'enveloppe virale se nomme le tégument. Ce
compartiment contient au moins vingt protéines virales. Parmi celles-ci, on retrouve
VP16, un transactivateur viral, et la protéine vhs («virion host shutoff»), qui est
imphquée dans la dégradation des ARNm dans la cellule hote. L’enveloppe virale est une
bicouche lipidique qui contient plusieurs glycoprotéines a sa surface (244).

Plusieurs composantes des particules du VHS-1 ont été identifiées mais la
composition exacte n’est pas encore connue. Une analyse des virions extracellulaires
matures par spectrométrie de masse a identifié huit protéines associées a la capside, 13
glycoprotéines virales et 23 protéines du tégument (167). De plus, cette équipe a identifié
49 protéines de I’héte dans le virion, et 1'analyse de virions provenant de deux lignées

cellulaires distinctes a suggéré que leur composition est largement indépendante du type
cellulaire (167).

1.6 Le cycle de réplication du VHS-1

L’initiation de I’infection se fait par I’attachement du virus aux récepteurs 4 la
surface cellulaire. La fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire se fait
rapidement apres I’attachement. Certaines protéines du tégument et la capside sont

transportés aux pores nucléaires, et I’ADN viral est relaché dans le noyau. La



transcription du génome, la réplication de I’ADN viral et I’assemblage des capsides
surviennent dans le noyau. Les génes viraux sont transcrits de maniére séquentielle par
I’ARN polymérase Il et avec la participation de facteurs viraux. Plusieurs étapes sont
impliquées dans I’assemblage des virions. Suite a I’empaquetage de I’ADN dans les
capsides, la capside sort du noyau et via des étapes d’enveloppement et de dé-
enveloppement, il acqui¢re sa membrane finale (Figure 3). Le processus de maturation
des virions est encore controversé et sera discuté plus bas. En utilisant des lignées
permissives en culture cellulaire, ce processus prend environ 18 a 20 heures, bien que des

virions peuvent étre sécrétés plus tot (244).
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Figure 3. Cycle de réplication du VHS. Le virion se lie a la membrane plasmique
et I’enveloppe virale fusionne avec celle-ci. La capside et les protéines du tégument, tels
que VP16 et vhs, sont relachés au cytoplasme. La capside est transportée au pore
nucléaire o I'’ADN viral est reldché au noyau. L’ADN viral est circularisé, et transcrit
par I’ARN polymérase II. La transcription des génes viraux se fait de maniére
séquentielle. La plupart des protéines IE régulent I’expression des génes viraux. Les
protéines E sont impliquées dans la réplication de I'’ADN viral, qui elle stimule
I’expression des génes L. Les génes L sont impliqués dans I’assemblage de la capside et
dans la modification des membranes pour la formation des virions. L’ADN viral est
encapside dans le noyau et le virus acquiére sa membrane dans une vésicule
cytoplasmique pour ensuite sortir enveloppé de la cellule. Adapté de Roizman ef al.
(244).



1.6.1 Attachement et entrée

L’entrée du VHS dans les cellules se fait en trois étapes. Premiérement, il y a
attachement du virion 4 la surface cellulaire. Cet attachement initial implique I’interaction
entre les glycoprotéines virales gC et gB avec les glycosaminoglycans de I’héparan
sulfate a la surface cellulaire (270, 331). Deuxiémement il y a interaction entre la
glycoprotéine virale gD et un des récepteurs cellulaires. L attachement a un corécepteur
implique I’interaction entre gD et une des trois familles de molécules cellulaires
suivantes. Un de ces corécepteurs, «herpes virus entry mediator» (HVEM ou HVeA) fait
partie de la famille des récepteurs de «tumor necrosis factor» (193, 317). Une autre
famille de corécepteurs est la superfamille des immunoglobulines, dont deux membres
sont HveB et HveC, aussi nommés nectine-2a et nectine-1o respectivement (89, 317). lls
sont exprimés dans une variété des types cellulaires dont les cellules épithéliales, les
fibroblastes et les neurones. Le dernier corécepteur est le 3-O-sulfate héparane sulfate qui
se retrouve largement distribué sur des cellules et des tissus humains (272). La troisiéme
étape de I’entrée du virus est la fusion entre ’enveloppe virale et la membrane cellulaire
afin de relacher la capside et le tégument dans le cytoplasme. Les glycoprotéines virales
gD, gB et I’hétérodimere gH-gL sont requis pour la fusion (82, 157, 255). Actuellement,
il est proposé que cette fusion se fait par un mécanisme d’hémifusion et par ’activité
séquentielle des glycoprotéines virales (290). 11 a aussi été démontré que le VHS-1 peut
entrer dans certaine lignées cellulaires via un mécanisme d’endocytose pH-dépendant
(205, 206). Le mécanisme exacte impliquée dans I’endocytose n’est pas connu mais il a
eté suggéré qu’un changement conformationnel de gB, induit  un bas pH, pourrait étre

une des étapes impliquées dans cette voie alternative d’entrée (67).

1.6.2 Transport vers le noyau
Suite a la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane plasmique, certaines
protéines du tégument restent dans le cytoplasme, comme US| 1 et vhs, tandis que
d’autres, comme VP16, sont transportées vers le noyau avec la capside. Cette derniére est
transportée via le réseau de microtubules aux pores nucléaires (244). Suite au transport

vers le noyau, les nucléocapsides s’accumulent a ’enveloppe nucléaire et s’associent



avec le complexe du pore nucléaire (11, 280). A ce pore, la nucléocapside reliche I’ADN
viral dans le noyau et la capside vide reste du coté cytoplasmique du complexe. Une fois
dans le noyau, I’ADN viral se circularise, et ceci en absence de synthése de protéines
virales (88, 223). Donc, la circularisation du génome est effectuée par des protéines

cellulaires ou des protéines virales emportées jusqu’au noyau avec le virion.

1.6.3 La transcription des génes viraux

Pendant I’infection productive, il y a plus de 80 génes exprimés dans une cascade
séquentielle hautement régulée. Plusieurs protéines virales jouent un rdle dans la
regulation de I’expression génique, tandis que d’autres sont des composantes de la
particule virale. L’ARN polymérase 11 cellulaire est responsable de la transcription de
tous les génes viraux du VHS, qui se fait dans le noyau, bien que des protéines virales
peuvent modifier son activité et sa structure (3, 54).

Les genes immédiats précoces (1E pour «immediate early»), ou a, sont les
premiers a €tre transcrits. lls codent pour les six protéines suivantes : ICPO0, ICP4, ICP22,
ICP27, ICP47 et US1.5. L’expression maximale des génes IE se fait vers 2 a 4 heures
post-infection (hpi). La protéine virale VP16, qui est une composante du tégument,
stimule la transcription des génes IE. De plus, la plupart des génes IE jouent un role dans
la stimulation de I’expression de génes précoces (E pour «early») et tardifs (L pour
«laten. L’expression de génes E, aussi nommés B, requiére au moins la présence de 1CP4.
L’expression maximale des genes E se fait vers 4 a 8 hpi. Parmi celles-ci, on retrouve des
protéines impliquées dans la réplication de I'ADN viral et dans le métabolisme des
nucléotides. Deux groupes de protéines B ont été identifiés : les génes B, sont exprimés
presque en méme temps que les génes a., tandis qu’il y a un plus grand délai entre
I’expression des génes B, et a.. Les genes L, ou 'y, codent surtout pour des protéines qui
sont des composantes des particules virales. Les génes L sont exprimés de maniére
maximale une fois que la réplication de I’ADN viral a débuté. Les génes L sont séparés
en deux sous-groupes, les génes «leaky-late» (y), dont I’expression ne dépend pas
totalement de la réplication de I’ADN viral, et les génes «true late» (y2), qui ne sont pas

exprimés lorsqu’il y a inhibition de la synthése de I’ADN viral (244).
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1.6.4 La réplication de ’ADN viral

Une fois que les protéines précoces sont exprimées, plusieurs d’entre elles se
localisent dans le noyau et s’assemblent sur I’ADN viral parental. L’assemblage de la
machinerie de réplication sur I’ADN parental forme des structures ponctuées nommés des
sites pré-réplicatifs (117, 305). Ces sites se retrouvent a proximité des structures ND10 de
la cellule, ou la synthése de I’ADN viral débute sur la molécule circulaire pour générer
des formes réplicatives theta (6). Avec la progression de la synthése de I’ADN viral, les
molécules d’ADN produites et les complexes de réplication s’accumulent au noyau dans
des structures globulaires nommée des compartiments de réplication (232). Aprés un
certain temps, la synthése de I’ADN viral change de la réplication theta & un mécanisme
de cercle roulant. Ce dernier mécanisme permet la production de concatémeéres d’ADN
dont les génomes sont en orientation téte-a-queue, et oul on retrouve les quatre isoméres
décrits précédemment (120). Les génomes viraux individuels sont clivés du concatémeére
et chacun est empaqueté dans une capside préformée (111). En fait, dii 4 des événements
de recombinaison qui seront décrits ci-aprés (section 1.6.5), les concatémeres produits
pendant la réplication de I’ADN sont ramifiés (244). L étape finale de la réplication de
I’ADN viral est lorsque les concatémeres sont clivés a des sites spécifiques pour former
des unités qui sont empaquetés dans les capsides (61, 306).

Sept protéines de réplication de I’ADN viral sont connues, dont la protéine de
liaison a I’ADN simple brin ICP8, le complexe hélicase-primase incluant UL5, ULS,
UL52, la protéine de liaison & I’origine UL9 et I’holoenzyme de la polymérase
UL30/UL42 (40, 50). Bien que ces sept protéines virales sont suffisantes pour la
réplication de I'’ADN du VHS-1 dans une cellule, les protéines cellulaires qui pourraient

étre impliquées ne sont pas encore connues.

1.6.5 Structure génomique du VHS-1 et la recombinaison
Le génome du VHS contient les deux régions uniques, U, et Us, qui sont bordés
des séquences b et ¢ respectivement. La séquence a est présente aux deux extrémités et
une copie inversée est présente a la jonction UL-Us. Le génome du VHS peut subir des

inversions géniques ou les composantes U et Ug peuvent inverser leur orientation



pendant la réplication (Figure 4). En plus, le génome du VHS-1 contient trois origines de

réplication, une copie de oriL et deux copies de oriS (244, 325).
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Figure 4. Génome du VHS-1. Le génome du VHS-1 est composé de deux régions
umques, U, et Us, chevauchés par des séquences répétées. Uy es chevauché par ab et
b’a’, tandis que Us est chevauché par ac et a’c’. Lors de I’infection, il y a inversion des
deux régions uniques. Les fléches représentent les orientations possibles de U, et Us. Tiré
de Wilkinson et Weller 2003 (325).

La recombinaison joue un réle important dans la réplication de I’ADN viral et
dans I’infection par le VHS-1 (325). Il s’agit d’un événement fréquent entre deux
génomes viraux en co-infection. La recombinaison intramoléculaire méne a
I"isomérisation du génome viral. 11 est de pensée courante que I'inversion du génome
viral est le résultat de recombinaison homologue stimulée par des bris doubles brins et
que la machinerie de réplication virale est utilisée (254). Lors de la réplication du
génome, 11y a formation de complexes d’ADN composés d’unités génomiques arrangés
en concatémeres dans une orientation téte-a-queue (120, 121, 127). En fait, ces
concatémeres forment des structures branchées. Ces branches contiennent des structures
X, qui sont caractéristiques de fourches de réplication, et des structures Y, qui se forment
lorsque deux fourches de réplication fusionnent (265). La recombinaison est
probablement responsable des structures branchées et contribue a la synthése efficace des
concatémeres, en générant soit des matrices, soit des fourches de réplication
additionnelles (182, 297). De plus, la recombinaison joue un réle dans le maintien de la
stabilité génomique par la réparation des bris doubles-brins (208). La protéine virale

UL12, une alcaline nucléase, est impliquée dans la maturation des intermédiaires de



réplication qui pourraient interférer avec 1’encapsidation de I’ADN dans les capsides (96,
173).

1.6.6 Les compartiments de réplication viraux

La VHS-1 utilise la compartimentalisation nucléaire afin de concentrer les
facteurs viraux et cellulaires requis pour la progression du cycle de vie viral. Plusieurs
des processus requis pour la réplication du VHS-1, dont la synthése de I’ADN viral (59,
222, 233), la transcription des génes viraux (128, 135, 152, 222, 233, 241), I’assemblage
des capsides et I’empaquetage de I’ADN viral (60, 142, 316, 333) surviennent dans les
compartiments de réplication (CRs) viraux. La formation des CRs commence tot dans
I’infection en tant que structures ponctuées qui s’élargissent et fusionnent pour former
des grosses structures globulaires qui occupent la majorité de ’espace dans le noyau. En
fait, les CRs sont formés par des petites structures qui soit bougent a travers le noyau afin
de fusionner avec les compartiments adjacents ou restent relativement stationnaires et
grossissent par accrétion et fusionnent avec des structures avoisinantes (296). Lors de la
formation des CRs, la chromatine cellulaire est marginalisée et comprimée (192, 261).

Plusieurs protéines virales, dont celles impliquées dans la réplication de I’ADN
viral, comme ICP8, le transactivateur majeur ICP4, la protéine immédiat-précoce ICP27
et la protéine majeure de la capside ICPS5, s’accumulent dans les CRs. Les protéines
cellulaires impliquées dans la réplication du VHS-1 peuvent aussi se retrouver dans les
CRs. En fait, ’ARN polymérase 11, responsable de la transcription des génes viraux, est
redistribuée aux CRs pendant I’infection (142, 222, 241). En plus, d’autres protéines
cellulaires dont p53 et la protéine de réplication A ont été observés dans les CRs mais
leur r6le dans ces compartiments n’est pas connu (322).

La protéine virale ICP8, souvent utilisée comme marqueur pour les CRs, est une
métalloprotéine de zinc multifonctionnelle de 128 kDa (86, 87). ICP8 est encodée par le
gene UL29 du VHS-1 et est exprimée avec une cinétique précoce (112). En plus d’étre
impliqué dans la réplication de I’ADN viral, ICP8 affecte la transcription des génes
viraux. De plus, il peut réprimer la transcription & partir des génomes parentaux viraux
(93-95) mais peut aussi stimuler la transcription des génes tardifs (87). Une étude

protéomique a identifié par immunoprécipitation et par spectrométrie de masse plus de 50
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protéines cellulaires et virales qui interagissent avec ICP8 (295). Ces protéines cellulaires
1dentifiées sont impliquées dans plusieurs procédés cellulaires dont la réplication de
I’ADN ou la réparation de dommages a I’ADN, la recombinaison homologue ou non-

homologue et fe remodelage de la chromatine.

1.6.7 La formation des capsides et ’encapsidation de I’ADN viral

Suite a la synthése des protéines de la capside qui sont exprimées tardivement,
celles-ci se localisent dans le noyau ou il y a assemblage des capsides. En premier, il ya
assemblage de la capside contenant un échafaudage interne. Cet échafaudage est déplacé
hors de la capside lors de I’encapsidation de I’ADN. Les capsides ont un diamétre
d’environ 120 nm et ont une coquille externe faite d’hexons et de pentons composés de la
protéine majeure de la capside VPS. Les capsoméres sont liés par des triplexes composés
d’une molécule de VP19C et deux molécules de VP23 (204). La protéine UL6 sert de
portail a travers lequel I’ADN viral est inséré dans la capside (203, 303).

Quatre formes de capsides intranucléaires ont été décrites (90, 202). Les
procapsides, précurseurs des autres types de capsides, sont sphériques et contiennent un
échafaudage composé principalement de VP22a. Lors de I’empaquetage de I’ADN viral,
VP22a est clivé par la protéase UL26 et est relaché de la capside (65, 158, 226, 319). Ce
clivage est associé avec un changement conformationnel de la capside ou elle forme
éventuellement un icosaédre (107, 302). Chaque procapside est convertie par la suite a un
des trois types de capsides matures angulaires (90). Les capsides de type A contiennent
seulement la coquille icosaédrale. Les types B contiennent du matériel d’échaffaudage
clivé dans la coquille et les types C contiennent de I'ADN viral. Seulement les capsides

de type C sortent du noyau pour devenir des virions enveloppés (243).

1.6.8 L’assemblage et la sortie des virions
Suite a ’encapsidation de I’ADN viral, la nucléocapside sort du noyau afin
d’acquérir I’enveloppe. Trois modéles sont proposés pour I’acquisition de I’enveloppe;
I’enveloppement/désenveloppement, le luminal et la voie du pore nucléaire.
Dans le modele d’enveloppement/désenveloppement, il y a enveloppement

primaire des nucléocapsides & la membrane interne du noyau. Il y a désenveloppement a
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la membrane externe du noyau et I’enveloppement secondaire se fait dans des membranes
cytoplasmiques. lls sont par la suite transportés dans des vésicules a la membrane
plasmique ou la fusion entre la vésicule et la membrane plasmique relache le virion dans
I"espace extracellulaire (184, 282). Ce modele est celui qui est le plus largement accepté.

Dans le modele luminal, ou d’enveloppement nucléaire simple, la nucléocapside
est enveloppée dans la membrane interne du noyau, entre dans une vésicule i la
membrane externe du noyau, et est transporté a la membrane plasmique ou il est relaché
(73).

Dans le modeéle du pore nucléaire, la nucléocapside sort du noyau via des pores
nucléaires €largis et acquiére son enveloppe en bourgeonnant dans des vésicules
cytoplasmiques. Par la suite, ces vésicules fusionnent avec la membrane plasmique ou les

virions sont relachés (323).



2. Interaction virus — cellule héte

Les virus ont une relation complexe avec leur cellule héte. Ils utilisent la
machinerie cellulaire afin de favoriser leur réplication mais doivent s’assurer que la
cellule survive assez longtemps pour qu’il y ait production de virions infectieux.
Plusieurs virus, incluant le VHS-1, modifient le noyau et ses sous-compartiments pendant
leur réplication. Les sous-compartiments nucléaires et des exemples de modifications

induites par divers virus sont discutés ci-dessous.

2.1 Le noyau et ses sous-compartiments

La présence du noyau est la caractéristique qui définit les cellules eucaryotes. Ce
compartiment contient les chromosomes et est le site de plusieurs activités métaboliques
majeures, telles que la réplication de I’ADN, la transcription des génes, la maturation de
I’ARN ainsi que la maturation et I’assemblage des ribosomes. Le noyau est séparé du
cytoplasme par une double membrane. La membrane externe du noyau est continue avec
le réticulum endoplasmique. Il y a un mouvement continuel de protéines, d’ARN et de
complexes ARN-protéine entre le noyau et le cytoplasme et cet échange est médié par la
structure multiprotéique du complexe du pore nucléaire (144).

La majorité de I’espace du noyau est composée de chromatine qui est subdivisé en
euchromatine, qui est transcriptionellement active, et en hétérochromatine, qui est
transcriptionellement silencieuse. En plus de la présence des chromosomes, le noyau
contient plusieurs sous-compartiments dans les espaces inter-chromosomaux nommés
corps nucléaires, incluant le nucléole, les corps de Cajal, les gems, les «splicing speckles»
et les corps PML (Figure 5). Contrairement aux compartiments contenus dans le
cytoplasme, les compartiments sous-nucléaires n’ont pas de membrane qui les sépare du

nucléoplasme.
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Cajal bodies

Figure 5. Les sous-compartiments du noyau. Image en microscopie a fluorescence
illustrant la compartimentalisation interne du noyau. La chromatine (bleu) et certains des
sous-compartiments du noyau sont démontrés; nucléoles (rouge), «speckles» (vert) et
corps de Cajal (blanc). Barre = 5 pg. Tiré de Lamond et Sleeman (144).

2.1.1 Les corps de Cajal

Les corps de Cajal («Cajal bodies», CB), aussi connu sous le nom de «coiled
bodies», sont souvent retrouvés en périphérie du nucléole et pourraient servir a livrer des
facteurs de maturation nouvellement assemblés vers ce dernier. s contiennent une
fraction des «small nuclear ribonucleoproteins» (snRNPs), qui sont des sous-unités des
spliceosomes. On retrouve aussi aux CBs des «small nucleolar ribonucleoproteins»
(snoRNPs), qui modifient et clivent le précurseur de I’ ARNr. Une fonction majeure des
CBs semble étre la maturation des snRNPs et des snoRNPs (24). Ces RNPs nucléaires
accumulent dans les CBs de maniére transitoire avant de se concentrer aux «speckles»

nucléaires ou au nucléole (144).

2.1.2 Les Gems
Les Gems sont des structures similaires aux CBs et sont souvent couplés avec
ceux-c1. Parfois ces deux structures se chevauchent et les deux sont affectés de maniére
similaire par la température de croissance cellulaire ainsi que des inhibiteurs de la
transcription. Les Gems contiennent la protéine SMN, pour «survival of motor neurons»,
qui joue un role dans la biogenése cytoplasmique des snRNPs (159). La perte de la
protéine SMN chez les humains méne a I’atrophie musculaire de la colonne vertébrale,

une maladie dégénérative mortelle (148). SMN peut aussi étre retrouvée dans les CBs.
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Dans certaines lignées cellulaires transformées et tissus primaires fcetaux, SMN se
localise aux gems. Par contre dans plusieurs lignées primaires et lignées cellulaires
transformées, les gems et les CBs semblent étre la méme structure (143). 11 n’est
présentement pas €vident pourquoi ces deux structures sont séparées dans certains types

cellulaires (144).

2.1.3 Les «splicing speckles»

Les «splicing speckles» sont des structures de forme irréguliére et de taille
variable qui se retrouvent dans le nucléoplasme. Ces sous-compartiments sont enrichis de
facteurs d’épissage, incluant les snRNPs retrouvés dans les CBs ainsi que d’autres
facteurs d’épissage (153, 281). Les speckles se retrouvent souvent proche des génes qui
sont activement transcrits mais si ces structures sont en fait des sites d’épissage est encore
un sujet controversé. Il est plutdt cru qu’il s’agit de réservoirs qui fournissent des facteurs

pour I’épissage des pré-ARNm de génes qui se retrouvent a proximité (144, 145).

2.1.4 Les corps PML

Les corps «promyelocytic leukemia» (PML), aussi nommés ND10 pour «nuclear
domain 10», sont des complexes protéiques associés avec la matrice nucléaire dont la
fonction n’est pas bien connue. lls ont une taille moyenne d’environ | um et il peut yen
avoir de 10 a 30 par cellule. Les corps PML recrutent une panoplie de protéines qui sont
impliqués dans une variété de processus, dont la protéine PML. PML est I’organisatrice
des corps PML puisque en absence de cette derniére, les autres protéines normalement
ciblées aux corps PML adoptent une localisation différente. PML a été impliquée dans
I"apoptose et la sénescence, mais les mécanismes impliqués dans ces processus ne sont
pas encore connus (294). PML est aussi un suppresseur de tumeur dans plusieurs types
cellulaires (56). PML existe sous deux formes; en forme libre qui se retrouve a travers le
cytoplasme, et conjuguée 4 la protéine SUMO-1 (199, 288). L’infection par le VHS-1,
I’adénovirus et le cytomégalovirus humain cause un désassemblage des corps PML, ce

qui suggere que ces corps pourraient jouer un rdle dans la défense antivirale de la cellule

hote (38, 68, 76, 130, 175).
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2.2 Localisation de protéines au noyau

Suite a leur traduction dans le cytoplasme, certaines protéines doivent se rendre au
noyau. Les protéines d’environ 50 kDa et moins peuvent passer a travers les pores
nucléaires par diffusion passive (170). Les protéines avec un poids moléculaire plus élevé
peuvent utiliser leur signal de localisation nucléaire (NLS) pour se rendre a ce
compartiment. Les NLS sont bien définis et sont classifiés dans plusieurs catégories. La
plupart sont composés d’une série d’acides aminés basiques d’une longueur précise. Le
motif pat4 est normalement composé de quatre acides aminés basiques tandis que le motif
pat7 débute avec un résidu proline qui est suivi de sept acides aminés dont trois des
quatre derniers sont basiques. Le signal bipartite contient deux motifs séparés qui sont
riches en acides aminés basiques (170). Plusieurs protéines nucléaires ne contiennent pas
des NLS classiques mais peuvent interagir avec une protéine qui en contient un pour se
rendre au noyau.

Certaines protéines qui se retrouvent dans le noyau doivent retourner au
cytoplasme. Il existe plusieurs signaux d’export nucléaire (NES) mais un des plus
communs est un signal riche en leucine, de séquence LX(2,3)LX(2,3)LXL, ou des acides
aminés hydrophobes peuvent substituer la leucine et le nombre de ces résidus est indiqué

entre parentheses (170, 216).

2.3 Le nucléole et la biogenése des ribosomes

Le nucléole est le sous-compartiment du noyau le plus visible par microscopie a
transmission et est connu comme étant le site de biogenése des ribosomes. Ce
compartiment contient la machinerie nécessaire a la transcription des génes ribosomaux
et la maturation des ARNT, qui sont par la suite assemblés en ribosomes (25). Le nucléole
n’est pas entouré d’une membrane, sa structure est plutot basée sur I’interaction entre ses
composantes. De plus, il s’agit d’un compartiment dynamique ot plusieurs de ses
composantes circulent de maniére continuelle avec le nucléoplasme (298). Le role du
nucléole est beaucoup plus complexe que celut qui lui a été accordé au départ et plusieurs

autres fonctions lui ont été attribuées et seront discutés ci-bas.
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Les cellules de mammiféres contiennent plus de 100 copies de génes d’ADNr
répétés en tandem, dans une orientation téte-a-queue, et sont distribués sur plusieurs
chromosomes. Les régions sur les chromosomes contenant les génes ribosomaux sont
nommes «nucleolus organizer regions» (NORs). Chez les humains, les cellules diploides
contiennent environ 400 génes ribosomaux distribués dans cinq paires de chromosomes
contenant des NORs (chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22) (105, 234). Lors de ’interphase,
un rassemblement de NORs de plusieurs chromosomes forme un ou plusieurs nucléoles
dans une cellule. Pendant la mitose, il y a arrét de la transcription de I’ADNr et le
nucléole se désassemble. A la fin de la mitose la synthése d’ARNr recommence et il y a
formation du nucléole (235).

Chaque géne ribosomal est composé d’une région transcrite et d’un espace
intergénique (80). L’ARN polymérase I (ARNpoll) est responsable de la transcription des
genes ribosomaux pour générer le précurseur de I’ARNr 47S (pré-ARNr). L’ ARNr
primaire synthétisé par I’ARNpoll subit des étapes de maturation pour former les ARNr
matures 18S, 5.8S et 28S. Avec I’ARNTr 58S, qui est transcrit par I’ARN polymérase 111,
ces ARNr constituent les composantes catalytiques et architecturales des ribosomes
(194). Les ARNr s’assemblent via un processus complexe avec 80 protéines ribosomales
pour former les ribosomes matures. L’ARNr 18S est une composante de la sous-unité
408 du ribosome, tandis que I’ARNTr 28S, 5.8S et 5S sont des composantes de la sous-
unité 60S (80). L existence du nucléole dépend d’une machinerie transcriptionelle
fonctionnelle et sa taille est corrélée avec I’activité transcriptionelle de I’ ARNpoll (198,
285). L’organisation moléculaire de la transcription d’un géne ribosomal se fait en forme
de sapin de Noél et a été décrit pour la premiére fois en 1969 (185). Les branches de ce
sapin représentent les pré-ARNr naissants dans un gradient de longueur croissante (234).

Morphologiquement, le nucléole est composé de trois sous-compartiments. Au
centre on retrouve un ou plusieurs centres fibrillaires (FC) entouré par une couche
compacte nommée la composante fibrillaire dense (DFC) et le tout est par la suite entouré
par une région riche en granules nommeée la composante granulaire (GC) (Figure 6)
(298). La localisation exacte de la génération des transcrits ribosomaux est un sujet
controversé. Les FCs contiennent trés peu d’ARN mais on y retrouve I’ ARNpoll et

I’ADNTr (298). 11 a été suggéré que la transcription de ces génes survient soit dans le FC,

20



dans le DFC ou dans les bordures des FC/DFC (115, 227, 267). La maturation du pré-
ARNr en ARNr survient dans le DFC et les granules de 15 nm observées dans le GC

correspondent a des particules pré-ribosomales (227, 267).

Figure 6. Les sous-compartiments du nucléole. Image en microscopie électronique d’un
nucléole provenant d’un oocyte de Xenopus. GC: composante granulaire, DFC:
composante fibrillaire dense, FC: centre fibrillaire. Adapté de Handwerger et Gall (100).

2.4 Les multiples fonctions du nucléole

Dans les derniéres années, plusieurs nouvelles fonctions ont été attribuées aux
nucléoles, révélant ainsi la complexité de ce sous-compartiment du noyau. En plus, des
études protéomiques ont révélé la panoplie de protéines qui s’y retrouvent. Ces études

protéomiques ainsi que certaines fonctions attribuées aux nucléoles seront discutés ci-bas.

2.4.1 Protéomique du nucléole
Grace au fait que les nucleoles peuvent étre isolées et purifiés, la composition
protéique de ces compartiments a pu étre analysée par des techniques de spectrométrie de
masse a haut débit. Deux premiéres études protéomiques sur des nucléoles de cellules
HeLa publiées en 2002 ont identifié plus de 400 protéines (5, 258). La poursuite de ces
¢tudes a permis I’identification d’environ 700 protéines dans le nucléole en 2005
(http://www.lamondlab.com/NOPdb) (4). Plus d’un tiers de ces protéines sont impliquées

dans différentes étapes de la biogenése des ribosomes, tel que la transcription de I’ADNTr,
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la maturation de I’ARNT, ainsi que des protéines des sous-unités ribosomales. De plus, il
y a une panoplie de protéines qui sont impliquées dans d’autres processus cellulaires, tels
que la régulation du cycle cellulaire, la réparation de dommages a I'’ADN et la maturation
des ARNm (4, 141). A ce jour, I’équipe du laboratoire de Angus I. Lamond a identifié
plus de 4500 protéines nucléolaires dans différents types cellulaires
(http://www.lamondlab.com/NOPdb3.0) (1).

2.4.2 Le nucléole et le cycle cellulaire

Le nucléole subit des cycles de désassemblage et de réassemblage chaque fois que
la cellule est en mitose. Ce compartiment est désassemblé lorsque les cellules entrent en
mitose et a ’arrét de la transcription (25). Différents événements surviennent au niveau
du nucléole lors des phases de la mitose; la prophase, la métaphase, I’anaphase et la
télophase.

Au début de la prophase, une augmentation des niveaux de cyclin B1-CDK |
cause la phosphorylation de certaines composantes de la machinerie de transcription de
I’ADNr dont SL1 et le «transcription termination factor-1» (104). Les transcrits naissants
complétés restent associés avec des composantes de la région DFC pendant la mitose. De
plus, la machinerie transcriptionelle de I’ ARNpoll reste associée aux NORs. Par contre,
certaines sous-unités de la polymérase, incluant RPA39, RPA16, RPA20 et RPA 194, se
dissocient de maniere transitoire pendant la métaphase et réapparaissent en anaphase
tandis que d’autres composantes, comme UBF, y restent associés (25, 72, 154). La
machinerie de maturation de I’ARNr ainsi que les pré-ARNr se dissocient du nucléole
pendant la mitose. Suite & la perte de certaines sous-unités de I’ARNpoll du FC, des
composantes de maturation, tels que la fibrillarine et B23, se dissocient du nucléole
(154). Il est intéressant de noter qu’il y a une corrélation entre la perte de la fibrillarine du
DFC et la désintégration de I’enveloppe nucléaire. En plus, son accumulation lors de la
reformation du nucléole corréle avec le rétablissment de cette enveloppe, ce qui suggére
qu’un méme mécanisme pourrait étre impliqué dans ces deux événements (154).
Plusieurs composantes de maturation sont redistribuées au cytoplasme pendant la mitose
mais certains se retrouvent plutot attachés a la surface des chromosomes condensés,

nommeée région périchromosomale (PR).
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A P’anaphase, les composantes de la machinerie de maturation de I’ARNr restent
soit associés au PR soit associés au «nucleolar derived foci» (NDF). A la fin de
I’anaphase-début télophase, les niveaux de cyclin BI-CDK 1 diminuent, ce qui méne 4 la
réactivation de la transcription de I’ADNr. Le contenu des NDF est transféré vers des
structures fibrogranulaires a la surface des chromosomes nommés «pre-nucleolar bodies»
(PNBs) avant d’étre recrutés vers les nucléoles (256).

En phase G1, les nucléoles sont réassemblés. Les composantes de maturation sont
relachées des PNBs dans un ordre défini. Premiérement, il y a relache de composantes
comme la fibrillarine, qui sont impliquées dans les étapes précoces de la maturation de
I’ARNT, et recrutement aux nucléoles ou le DFC s’élargit de maniére progressive. Les
protéines impliquées dans les étapes tardives de la maturation de I’ARNr sont par la suite
recrutés pour former le GC (154, 277). Lorsque la machinerie de transcription et de
maturation de I’ARNr est réassemblée sur I’ADNTr, les NORs fusionnent dans le
nucléoplasme pour former des nucléoles fonctionnels qui peuvent étre visualisés lors de

I'interphase.

2.4.3 Le nucléole et la régulation du cycle cellulaire

La fonction et la structure des nucléoles sont dynamiques a travers I'interphase.
Plusieurs protéines s’associent au nucléole a des stades spécifiques du cycle cellulaire, ce
qui suggere que ce compartiment pourrait réguler des aspects spécifiques de la
progression du cycle cellulaire (25).

Les modifications post-traductionnelles sont des changements dynamiques qui
surviennent tout au long du cycle cellulaire qui peuvent réguler une variété d’activités.
Certaines de ces modifications, tels que la phosphorylation et la sumoylation, peuvent
étre régulées par le nucléole. Par exemple, une protéase SUMO-spécifique, SENPS, se
localise au nucléole, et une inhibition de ’expression de cette protéine résulte en un
défaut dans la division cellulaire (64, 97). De plus, la séquestration de certaines protéines
dans le nucléole est un autre mécanisme par lequel ce compartiment peut réguler des
activités spécifiques lors du cycle cellulaire. Par exemple, la transcriptase inverse de la
télomérase qui ajoute les séquences nucléotidiques télomériques aux extrémités des

chromosomes, demeure séquestrée dans le nucléole jusqu’a la réplication des télomeéres a
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la phase S (328). 1 a été proposé que cette séquestration est médiée par son interaction

avec la nucléoline (132).

2.4.4 Le nucléole et la réponse au stress

Le nucléole peut aussi jouer un réle dans la régulation de la réponse au stress et
I"arrét du cycle cellulaire. Un exemple de ceci est son effet sur la protéine suppresseur de
tumeur p53. Lors de I’exposition d’une cellule & des formes de stress tels qu’un dommage
a I’ADN, un choc thermique ou une aberration dans la biogenése des ribosomes, p53 est
stabilisé, ce qui méne a I’arrét du cycle cellulaire ou a I’apoptose (25, 308). La stabilité de
p53 est principalement régulée par deux protéines, HDM2 et pl4ARF, dans les cellules
non-transformées (228). L’hypothése est que pl4ARF séquestre HDM2, une E3
ubiquitine ligase, dans le nucléole, ce qui a comme effet d’éviter la dégradation de p53
par HDM2 dans le nucléoplasme (330). 11 est aussi pensé que pl4ARF, qui se retrouve
majoritairement au nucléole, peut réguler la biogenése des ribosomes en retardant la
maturation des précurseurs de I’ARNTr via son interaction avec B23 (18). Donc, le
nucléole agit comme senseur pour des signaux de stress cellulaires via la stabilisation de
p53. Une autre fagon dont le nucléole peut coordonner la réponse au stress est par la
régulation de la biogenése des sous-unités ribosomales via le contrdle de la production le
I’ARNr (177, 215). Ceci se fait via une régulation a la baisse de la transcription de
I’ADNr par I’inhibition de I’interaction entre TIF-1A et I’ARNpoll (176). Les cellules

peuvent donc réagir au stress en inhibant la transcription de I’ADNr.

2.5 Protéines majeures du nucléole a I’étude

Comme mentionné ci-haut (section 2.4.1), le nucléole est composé de plusieurs
centaines de protéines. Dans nos études, nous avons ciblé certaines protéines majeures du
nucléole (nucléoline, fibrillarine et B23) ainsi que deux composantes du complexe
d’ARN polymérase | (UBF et RPA194). Ces protéines seront décrites dans les sections

qui suivent.
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2.5.1 La machinerie de transcription de I’ARN polymérase |

Le promoteur du géne de I'ADNr chez les mammiféres est composé d’environ
150 pb et contient un «upstream core element» (UCE) et un «core» (198). L’initiation de
la transcription de I’ ADNr est médiée par un complexe multiprotéique nommé complexe
de pré-initiation (PIC) qui inclut I’ARN polymérase | (ARNpoll), le complexe de
sélectivité (SL1), et le «upstream binding factor» (UBF). SL1 est composé de « TATA
box binding protein» (TBP) et d’au moins trois « TBP associated factors I» (TAFls) (49)
(Figure 7). Via les TAFls, SL1 médie la spécificité au promoteur et la sélectivité a la
polymérase, et est responsable du recrutement de I’ARNpoll au PIC. Une transcription
activée par I’ARNpoll requiére UBF, qui interagit avec SL1 via son extrémité C-
terminale hautement acide. UBF se lie en dimére aux régions UCE et «core» du
promoteur et coopere avec SL1 pour la liaison a ’ADN (249). UBF contient plusieurs
boites HMG, un motif reconnu pour le repliement de I’ ADN (99). Ces boites HMG
permettent au dimére de UBF de replier I’ADN et amener a proximité le «upstream core
element» et le «corey, ce qui facilite la formation du complexe d’initiation (12, 53). UBF
active la transcription de I’ADNr par le recrutement de I'’ARNpoll au promoteur, en
stabilisant la liaison de SL1 et en compétitionnant avec des protéines qui se lient a ’ADN
de manicre non-spécifique, comme I’histone H1 (137, 138). L’ARNpoll est la
composante la plus complexe du PIC. Il s’agit d’un complexe multiprotéique composé
d’environ 13 protéines avec un poids moléculaire de plus de 1 MDa (249). La sous-unité

RPA194 est une composante intégrale de la sous-unité catalytique de I’ARNpoll (264).
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Figure 7. Complexe d’initiation de transcription de I’ARNpoll. Chez les mammiféres, le
promoteur de I’ADNTr est composé de séquences UCE et du «core». L’initiation de la
transcription de I’ADNr est médiée par le complexe de pré-initiation qui inclut
I’ARNpoll, le complexe de sélectivité (SL1), et UBF. Tiré de Moss et Stafanovski (198).

Suite a la formation d’un PIC productif, il y a ouverture du promoteur ou le
premier ribonucléotide est incorporé et la transcription débute. Il a été démontré in vitro
qu’une fois que I’ARNpoll s’échappe du promoteur, UBF et SL1 y restent liés afin de
recruter le prochain complexe d’ARNpoll (218). Dans le contexte de la chromatine,
I"’ARNpoll transcrit a travers les nucléosomes soit en perturbant ou en contournant ces
structures (249). En plus, UBF est distribué tout au long de I’ADNTr (210) et il est pensé
qu’1l peut influencer I’élongation par I’ARNpoll de maniére positive ou négative (197).
En plus de son implication dans la stabilisation du PIC aux promoteurs, il est suggéré que
UBF peut aussi jouer un réle structural au niveau des NORs (210). Des éléments de
terminaison de la transcription se retrouvent a I’extrémité 3° du géne de I’ADNr. Suite a
cette terminaison, les composantes de la polymérase sont recyclés pour former I’ARNpoll

compétente pour I'initiation (249).
2.5.2 Fibrillarine

Le nucléole contient les ARNTr a différents stades de leur maturation mais aussi

une multitude de petites molécules d’ARN. Ces petits ARN nucléolaires (snoRNAs) sont
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impliqués dans les événements de clivage du précurseur d’ARNr et dans la maturation de
ces ARNr pour leur empaquetage dans les ribosomes. La fibrillarine est une protéine
nucléolaire de 34kDa qui s’associe avec U3 et d’autres snoRNAs (279). De plus, elle est
une composante de toutes les particules ribonucléoprotéiques nucléolaires (snoRNPs) et
est impliquée dans toutes les activitées post-transcriptionnelles reliées a la synthése des
ribosomes; les premiéres étapes de la maturation des ARNr, la modification des pre-
ARNT, et I’assemblage des ribosomes (301). Les eucaryotes possédent deux types de
snoRNPs, les C/D snoRNPs et les H/ACA snoRNPs, qui effectuent la méthylation
séquence spécifique et la pseudouridylation de I' ARN, respectivement (237). Celles-ci
sont les deux modifications de I’ARN les plus abondantes. L’inhibition de la transcription
par I’ARNpoll ou le traitement de cellules avec des concentrations sous-toxiques de
mercure induisent la redistribution de la fibrillarine du nucléole a des agrégats

nucléoplasmiques (15, 43).

2.5.3 Nucléoline (C23)

La nucléoline, originellement nommée C23 due a sa mobilité dans un gel
bidimensionnel (225), est une des protéines majeures, ainsi qu’une des protéines les plus
¢tudi€es, du nucléole. La nucléoline est phosphorylée et méthylée et peut aussi étre ADP-
ribosylée (92). Cette protéine est composée de trois domaines structuraux. Le domaine N-
terminal est composé de régions hautement acides entrelacées de séquences basiques et
contient plusieurs sites de phosphorylation. Le domaine central contient quatre domaines
de haison a I’ARN (RBD). Le domaine C-terminal, nommé GAR pour «Gly/Arg rich»,
est riche en résidus glycine, arginine et phénylalanine (92, 103).

La nucléoline est ubiquitaire et on la retrouve en abondance dans les régions DFC
et GC du nucléole (30, 268). Par contre, on peut aussi retrouver cette protéine dans le
nucléoplasme et sur la surface cellulaire (92). La nucléoline a été impliqué dans plusieurs
aspects de la biogenése des ribosomes, dont la maturation des pré-ARNT et I’assemblage
des sous-unités ribosomales (91, 147, 236, 320). Cette protéine peut faire la navette entre
le noyau et le cytoplasme (207) et il a été suggéré qu’elle peut agir en tant que

transporteur de protéines ribosomales vers le noyau ou dans I’export de sous-unités
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ribosomales vers le cytoplasme (26, 259, 332). De plus, la nucléoline est requise pour la
transcription de I’ ARNr par I’ARNpoll (242).

La nucléoline est requise pour la prolifération cellulaire et son inactivation méne a
une accumulation en stade G2/M et une augmentation de ’apoptose (304). Cette protéine
est hautement exprimée dans des tumeurs et des cellules activement en division et est
souvent utilisé comme marqueur de la prolifération (63, 247). 11 est aussi pensé que la
nucléoline joue un réle plus général dans la régulation génique via son implication dans

le remodelage de la chromatine (6, 191).

2.5.4 Nucléophosmine (B23)

B23, aussi nommée nucléophosmine (NPM), numatrin ou NO38, est une protéine
multifonctionnelle impliquée dans plusieurs aspects des fonctions du nucléole. 11 existe
deux 1soformes de B23, B23.1 et B23.2, qui différent seulement dans leur extrémité C-
terminale. B23.1 est composée de 294 aa tandis que B23.2, qui est dérivée par épissage
différentiel (41, 312), est composée de 259 aa. Les deux isoformes partagent les premiers
257 aa. B23.1 est surtout retrouvée au nucléole tandis que B23.2, qui est moins
abondante, est détectée dans le cytoplasme et dans le nucléoplasme (214, 312). B23
possede une activité de ribonucléase (106) et est impliquée dans la maturation de I’ ARNr
(257). 1l a €té proposé que B23 peut interagir et diriger plusieurs protéines au nucléole
(71,79, 156, 187, 291, 292). B23 peut se liera I'ARN ainsi qu’a I’ADN double et simple
brin (70, 81, 311), et peut interagir avec les particules ribonucléoprotéiques pré-
ribosomales (260).

B23 a été identifié comme étant un substrat de CDK2/cyclin E et joue un role
dans la duplication du centrosome durant la progression du cycle cellulaire. Ce processus
est régulé par la phosphorylation de B23 au résidu Thr199 (211, 300). De plus, B23
posséde des activités de chaperone moléculaire, tel que la prévention de I’agrégation
protéique, la protection d’enzymes pendant la dénaturation thermique et de faciliter la
renaturation de protéines dénaturées chimiquement (293). Cette protéine nucléaire joue
aussi un role dans la réponse au stress. Suite a un stress cellulaire induit par un dommage
al’'UV, B23 se redistribue au nucléoplasme et régule les niveaux de p53, une protéine

suppresseur de tumeur, et HDM2, un régulateur négatif de p53. De plus, il lie HDM?2 et
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agit comme un régulateur négatif de I’interaction p53-HDM2, menant 2 la stabilisation de

p53 (139, 140).

2.6 Modifications du nucléole par des virus

Plusieurs virus sont capables de modifier des fonctions attribuées au nucléole et
en plus, différentes protéines virales peuvent se localiser dans ce sous-compartiment du
noyau. La majorité des virus a ADN et les rétrovirus ont un accés plus simple au nucléole
puisqu’ils se répliquent dans le noyau. Par contre, les virus 8 ARN qui se répliquent dans
le cytoplasme doivent pouvoir faire le transit de leurs protéines a travers le noyau (109).
Les virus peuvent cibler le nucléole d’une cellule pour affecter une fonction cellulaire ou

utiliser des protéines nucléolaires pour favoriser sa propre réplication.

2.6.1 Conséquences sur la cellule et le cycle de vie viral

Plusieurs virus affectent le nucléole lors de la réplication. Trois exemples, dont
I’adénovirus, le poliovirus et le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), seront
décrits ici.

Les adénovirus ont un génome a ADN linéaire qui se réplique dans le noyau.
L’infection par I’adénovirus inhibe la synthése, la maturation et la sortie des ARNr 18S et
28S du noyau (39). En plus, cette infection cause la redistribution de la fibrillarine du
nucléole (231). La protéine V de 1’adénovirus joue un role dans la livraison de ’ADN
viral chez la cellule hote et s’associe au nucléole pendant I'infection. La protéine V a la
capacité de relocaliser la nucléoline et B23 au cytoplasme en contexte de transfection
(174). 11 a été démontré que B23 stimule la réplication de I’adénovirus (212). Un
isoforme de B23. B23.1 interagit avec deux protéines virales impliquées dans la
réplication de I'ADN du virus, la «preterminal protein» (pTP) et la «kDNA-binding
protein» (DBP) tandis que I'autre 1soforme, B23.2, interagit seulement avec la DBP in
vitro. Pendant I’infection, la localisation des deux isoformes avec pTP et DBP différe
(108). De plus, UBF est séquestré dans les centres de réplication viraux pendant
I"infection et accroit la réplication de I’ADN viral (146). Par contre, I’ ARNpoll n’est pas

séquestre avec UBF a ces endroits. UBF s’associe aux extrémités du génome viral
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linéaire, ce qui suggere qu’il pourrait étre impliqué dans I'initiation de la réplication de
I’ADN viral.

Le poliovirus (PV) est un virus 4 ARN a polarité positive. Lors de I’infection par
ce virus, la nucléoline est relocalisée dans le cytoplasme (309). 11 a été démontré que cette
relocalisation n’est pas une conséquence de I’inhibition de la transcription ou de la
traduction induite par le virus car en présence d’inhibiteurs de ces deux processus, la
nucléoline ne se relocalise pas au cytoplasme. Par contre, la localisation de la fibrillarine
n’est pas affectée pendant I’infection indiquant qu’il ne s’agit pas d’une redistribution
générale de protéines nucléolaires. De plus, la nucléoline interagit avec la région 3’ non-
traduite du génome de PV et il a été suggéré que cette protéine nucléolaire serait
impliquée dans la réplication du virus (309). En fait, il a ét¢ démontré que la nucléoline
stimule la traduction médiée par le «internal ribosome entry site» (IRES) (119).
D’ailleurs, I’infection par le PV résulte en un arrét de la transcription chez la cellule hote
par les trois ARN polymérases cellulaires. Pour ce qui en est de I' ARNpoll, la protéase
virale 3CP" est responsable de I’arrét de la transcription par cette polymérase (318). La
3CP™ est capable de cliver TAF, o, une sous-unité du complexe SL-1, in vitro.
L’expression de UBF et de TAF ¢ est réduite dans les cellules infectées a 3-4 hpi, ce qui
correle avec 1'arrét de la transcription de I'’ADNT suite a I’infection par PV (10).

La réplication du VIH, un rétrovirus avec une phase ADN, comporte des stades
dans le cytoplasme et dans le noyau, afin de générer une quinzaine de protéines virales
(84). La protéine Rev et le transactivateur Tat du VIH se localisent au nucléole (221,
248). Rev se localise aux DFCs et GCs du nucléole et sa surexpression modifie
I"architecture du nucléole et méne a I’accumulation de B23.1 (186). De plus, une
surexpression de Rev est corrélée avec une augmentation de la proportion de cellules
dans les phases G2 et M du cycle cellulaire (37, 186). Des changements dans
I"architecture nucléolaire a été observé dans des lymphocytes des patients infectés avec le
VIH-1, et ceci a été corrélé avec une perte de contrdle du cycle cellulaire (85). Lors de
I’infection, Rev exporte les ARNm partiellement épissés du noyau. Une mutation dans le
signal de localisation nucléolaire de Rev prévient sa localisation au nucléole et réduit
I"efficacité de sa fonction d’export des ARNm (45). Donc, la localisation nucléolaire de

Rev est importante pour la réplication efficace du VIH.
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2.7 Modifications au noyau par le VHS-1

Le VHS-1 induit plusieurs modifications a la cellule afin de favoriser sa
réplication. Certaines de celles qui surviennent dans le noyau et dans le nucléole (section
2.7.1) seront discutées ci-bas.

Afin que les capsides nouvellement assemblées du VHS-1 puissent se rendre i la
membrane interne du noyau, ils doivent faire face a un grillage protéique qui est la lamina
nucléaire. La lamina est composée principalement des protéines lamin A/C et lamin B
(98). L’infection par le VHS-1 cause une perturbation de la lamina nucléaire et les
protéines virales UL31 et UL34 sont impliquées dans cette modification (239, 262, 275).

Les corps PML semblent jouer un role dans la défense antivirale de la cellule hote
contre plusieurs virus (38, 68, 76, 130, 175). Suite a I’infection par le VHS-1, PML et
Sp100, des composantes majeures des corps PML, sont dégradés (76, 78, 175). La
protéine ICPO du VHS-1 s’associe tot dans I’infection aux corps PML et médie, soit
directement ou indirectement, leur dégradation via son activité E3 ubiquitine ligase (28,
29, 42,75, 77).

Les centroméres sont des régions chromosomales spécialisées dont la structure est
le support pour la construction des kinétochores. Ces derniers sont le site d’attachement
des microtubules pendant la mitose et la méiose (229). En plus de I’effet de ICPO sur les
corps PML, cette protéine virale peut provoquer la dégradation des protéines majeures du
centromere CENP-A et CENP-C (74, 163, 164). La dégradation de ces protéines méne a
la déstabilisation du centromére, ce qui conduit a des défauts mitotiques (55, 74, 162,
164).

L infection par le VHS-1 méne a une réorganisation des chaperones cellulaires,
comme Hsc70, dans des domaines «Virus-Induced Chaperone-Enriched» (VICE). Ces
domaines sont formés de maniére adjacente aux CRs viraux (32, 33, 155, 160, 324). En
plus des protéines chaperones, les domaines VICE contiennent des protéines ubiquitinilés
et le protéasome 20S (33). Ces domaines VICE servent de centres de controle de la
qualité des protéines et il est pensé qu’ils servent a remodeler ou dégrader des protéines

aberrantes du noyau qui pourraient interférer avec I'infection productive (161).
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2.7.1 Modifications du nucléole par le VHS-1

Des analyses en microscopie électronique ont déterminé que les nucléoles
s’allongent et sont marginalisés au bord des noyaux pendant I’infection par le VHS-1
(20). En plus, I’ARNTr est retenu dans les nucléoles (20). Une diminution d’environ 85%
de la synthése d’ARNr mature a été observée dans des cellules infectées par le VHS-1
(19, 20, 273, 287, 310). Tandis qu’il y a une inhibition de la synthése de protéines
cellulaires suite a I’infection, la synthése de protéines ribosomales persiste et elles sont
assemblés en ribosomes matures mais a un taux réduit (274). Une étude récente a
démontré que lors de I'infection, le taux de biogenése des ribosomes est modulé
indépendamment de ’activité de I’ ARNpoll, mais plutét par un changement dans la
maturation des ARNTr (14). Plus spécifiquement, ils ont déterminé qu’a 3 hpi le taux de
biogenese des ribosomes était a environ 30% de celui dans les cellules mock-infectées.
Par contre, le taux de synthése de I’ARNTr 458 était 90% de celui des cellules mock. Trois
types de modifications de la voie de maturation des ARNr ont été observées pendant
I’infection : (i) une diminution de la quantité de 418, 328, 21S et 128; (ii) une stabilité
dans la quantité de 45S et de 308S; (iii) I’apparition de nouvelles espéces d’ARNr
nommeées V1, V2 et V3 (V pour «viral-induced forms»). De plus, une forte diminution de
la méthylation de I’ARNr a été détectée, ce qui pourrait expliquer la modification dans la
maturation des ARNT. 1] a été proposé que ces modifications permettraient un contrdle du
taux de biogenese, ce qui donnerait la possibilité d’échapper au stress ribosomal en plus
de permettre I’assemblage de ribosomes spécialisés.

Avant le début de nos études sur I'impact du VHS-1 et de UL24 sur le nucléole,
on connaissait peu sur les modifications subies aux protéines nucléolaires lors de
I'infection et leur role dans le cycle de vie du virus. Nous aborderons les études publiées
depuis, et plus particulierement les résultats de nos propres publications, dans la section

Discussion.

2.7.2 Localisation de protéines du VHS-1 au nucléole
Plusieurs protéines du VHS-1 ont été détectées au nucléole dont USI11, UL12,
ICP27, ICPO, ICP4, VP22, UL27.5 et ICP34.5 (44, 151, 166, 171, 195, 230, 240, 246,

251, 252). Ces protéines virales ont des réles variés pendant 1'infection et font partie de
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différentes classes cinétiques d’expression. Notre laboratoire a ajouté UL24 dans la liste
des protéines du VHS-1 qui se localisent au nucléole (17, 168). Nos données et celles des
autres €tudes qui ont par la suite confirmé nos résultats seront discutés dans la section

Discussion.
3. La protéine virale UL24

3.1 Conservation de UL24 chez les virus herpés

Le gene UL 24 se retrouve chez la majorité des membres de la famille des
Herpesviridae. La séquence de UL24 peut étre séparée en deux parties : la région N-
terminale qui est conservée parmi les Herpesviridae, et la région C-terminale qui est plus
variable (123, 136). Dans la région N-terminale, qui est composée des acides aminés 1 a
163, on retrouve cinqg domaines d’homologie (DH) dont le niveau de conservation est
d’au moins 65% entre protéines analogues chez les virus herpés (Figure 8) (122, 123,
136). A Pintérieur de ces DH, il y a des acides aminés hautement conservés qui se
retrouvent dans au moins 90% des homologues de UL24. Des substitutions d’acides
aminés dans les DH 11 et 111 affectent la capacité du VHS-1 de se répliquer en culture
cellulaire (123). Notre laboratoire a récemment déterminé |'importance de ces DH pour la
localisation de UL24 en culture cellulaire ainsi que pour son effet sur le nucléole, et ces

données seront discutés dans la section discussion de la thése.

61 82 111 132

]uL24

1 14 29 94 106 137 163 269 aa

Figure 8. Representation schématique de la protéine UL24 du VHS-1. Les cing domaines
d’homologie sont représentés par des rectangles noirs et numérotés avec des chiffres
romains. Les acides aminés au début et 4 la fin de chaque domaine sont indiqués en haut
ou en bas des barres noires. Adapté de Bertrand et Pearson (16).
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3.2 UL24 du VHS-1

3.2.1 Importance de UL24 en culture cellulaire

La séquence du cadre de lecture ouvert (ORF) de UL24 du VHS-1 a été
déterminée pour la premiére fois lors du séquencgage de la région unique longue du
génome de la souche 17 (180). UL24, le 24°™ ORF dans la région unique longue, n’est
pas essentiel a la réplication du VHS-1 (244). Le géne UL24 chevauche celui de la
thymidine kinase (k) dans une orientation téte-a-téte et se retrouve sur le brin opposé.

L alignement des séquences en acides aminés entre UL24 et huit herpésvirus a révélé
cinq régions hautement conservées dans son ORF (122).

Coen et al. ont génére des virus avec des mutations insérées dans le promoteur de
tk (46). De ces virus, ceux contenant des mutations dans les régions conservées de UL24
formaient des plages de lyse de 2 a 3 fois plus petites que celles formées par le virus
sauvage (123). Normalement, les cellules infectées avec une souche sauvage s’agrégent
(phénotype syn ). Par contre, certains virus mutants causent la fusion des cellules,
formant des syncytia (phénotype svn ou syn). Les mutations syn ont été identifiés dans
les génes qui codent pour gB, UL20, gK et UL24 (250). Des virus avec un phénotype svn
du a une mutation dans UL24 forment des plages syncytiales a 39°C, qui est une
température plus pénétrante qu’a 37°C pour ce phénotype (123). D’autres études ont
aussi déterminé que des mutations dans UL24 résultent en la formation de plages
syncytiales (253, 299). Donc, UL24 est importante pour la réplication efficace du VHS-1

et joue un role dans I’inhibition de la fusion aberrante des cellules lors de I’infection.

3.2.2 Expression de la protéine UL24
Six transcrits de UL24 sont exprimés pendant I'infection par le VHS-1 avec un
patron de transcription complexe (Figure 9). Quatre des transcrits contiennent ’ORF
entier de UL24, et utilisent deux sites d’initiation de la transcription différents; les
transcrits de 5.6 et 1.4 kb commencent au premier site d’initiation de la transcription et
les transcrits de 5.4 et 1.2kb commencent au deuxiéme. Les transcrits de 5.2 et 0.9 kb

commencent plus loin dans I’ORF et donc coderaient pour une protéine tronquée. En
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plus, deux sites de polyadénylation (polyA) sont utilisés pour la transcription de UL24.
Les transcrits de 1.4, 1.2 et 0.9 kb sont exprimés avec une cinétique précoce et
proviennent de I'utilisation du signal polyA de UL24 tandis que les transcrits de 5.6, 5.4
et 5.2 kb sont exprimés avec une cinétique «leaky-late» et terminent au site polyA de
UL26 (51, 101). En plus des différents sites d’initiation et de terminaison de la
transcription, I’expression de UL24 subit une régulation aprés I’initiation de la
transcription par ICP27, possiblement dii & un effet sur I’export nucléaire des transcrits
longs (220), et I'accumulation de ses ARNm est réduite par I'expression de tk (51, 52,
101).

UL26.5

5.6 kb ‘g
S.4 kb
S.2 kb

v

v

0.9 kb —

Figure 9. Schéma de la région génomique entourant UL24 du VHS-1 et de ses transcrits.
UL24 est représenté par le carré blanc et les génes entourants sont représentés par les
carrés noirs. Les différents transcrits de UL24 produits lors de I’infection sont représentés
par les fléches noires. Adapté de Pearson et Coen (219).

Le ORF de UL24 code pour une protéine de 269 aa, qui correspond a une masse
moléculaire d’environ 29.5 kDa. Dans I’étude de Pearson et Coen (219), un antisérum
contre UL24 a été généré. UL24 a été détectée dans des lysats de cellules infectées a
partir de 11 hpi, et une plus grande quantité a été détecté a 15 hpi (219). Cet antisérum
n’a pas permis la visualisation de UL24 dans des expériences d’ immunofluorescence

indirecte car un patron de distribution similaire a été observé avec le sérum pré-immun.
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Par contre, UL24 a pu étre détectée dans des expériences de fractionnement cellulaire.
Ces expériences ont permis de détecter UL24 a 9 hpi avec des niveaux similaires entre le
noyau et le cytoplasme. Une augmentation de son expression a été observée a 12 et 15
hpi, et une plus grande quantité est associée au noyau. Une analyse des virions matures
extracellulaires du VHS-1 par spectrométrie de masse n’a pas détecté UL24 (167).
L’utilisation d’un virus qui n’exprime pas les transcrits de 5.6 et 1.4 kb, les
transcrits qui commencent au premier site d’initiation, a permis de déterminer que la
majorité de UL24 exprimée provient de ces deux transcrits (219). Les transcrits qui
commencent au deuxiéme site d’initiation, de 5.4 et 1.2kb, peuvent aussi servir d’ARNm
mais semblent étre plus faiblement traduits. De plus, une diminution dans 1’expression
des transcrits courts de UL24 ne semble pas affecter le niveau d’expression de la protéine
UL24 pendant I’infection. UL24 est exprimée avec une cinétique «leaky-late», puisque
son expression dépend largement, mais pas complétement, de la réplication de I’ADN

viral (219).
3.3 Les homologues de UL24

3.3.1 UL24 du VHS-2

Le géne UL24 du VHS-2 code pour une protéine de 281 aa avec une masse
moléculaire estimé de 30.5 kDa (179). Il posséde 75% d’identité de séquence en acides
aminés avec UL24 du VHS-1. UL24 du VHS-2 peut étre détectée a 9 hpi par
immunobuvardage de type Western et son niveau augmente entre 12 et 24 hpi (113). Son
expression est dépendante de la réplication de I'ADN viral, donc UL24 du VHS-2 est une
protéine de cinétique tardive. Dans des essais d’immunofluorescence sur des cellules
Vero infectées avec le VHS-2, UL24 est détectée a partir de 9 hpi. Le marquage précis
varie d’une cellule a une autre mais a 9 et 12 hpi il a une localisation plutdt périnucléaire
du bord cytoplasmique. A 16 hp1, UL24 se localise dans certaines cellules soit de
maniere diffuse soit en granules dans le noyau. En contexte de transfection, le marquage
prédominant de UL24 se retrouve dans le noyau avec un marquage moins intense dans le

cytoplasme. Un marquage suggérant une localisation au nucléole a aussi été observé dans

36



certaines cellules transfectées avec UL24 mais un co-marquage avec une protéine de ce
compartiment n’a pas été effectué.

UL24 a été détectée sur des virions de VHS-2 purifiés ainsi que sur des capsides
de type C, qui sont des capsides contenant I’ADN viral (113). 11 a été suggéré que UL24
du VHS-2 est une protéine mineure du tégument qui s’associe faiblement aux capsides.
Puisque UL24 se localise au noyau et au cytoplasme et qu’elle a été détectée dans les
virions, les auteurs proposent qu’elle pourrait jouer un role dans la maturation des

capsides et des virions du VHS-2.

3.3.2 UL:24 du virus herpés bovin 1

Le virus herpes bovin 1 (BHV-1) est un important pathogéne du bétail. Le BHV-1
peut causer des maladies respiratoires sévéres, des lésions génitales, des avortements et
des encéphalites (128). L’ORF de UL24 du BHV-1, qui a une longueur de 293 aa, a une
similarité de séquence en acides aminés de 38.1% avec celui du VHS-1 (321). Par contre,
dans les cinq régions hautement conservées, UL24 du BHV-1 a une identité de séquence
de 80.7% avec ses homologues dans huit herpésvirus. Chez le BHV-1, un transcrit de
5.2kb contient ’ORF de UL24 et il est le plus long transcrit d’un groupe de quatre qui
sont co-terminaux en 3’. De plus, le mutant de UL24 du BHV-1 ne forme pas de syncytia
dans les deux lignées cellulaires bovines testées. 11 a été suggéré que cette différence
observée entre I’activité antifusionnelle de UL24 du VHS-1 et de BHV-1 peut étre due

aux cellules hotes testées (321).

3.3.3 ORF35 du virus Varicella-Zoster

Chez le virus Varicella-Zoster (VZV) ORF35 code pour une protéine de 285 aa
qui a 33% d’identité en acides aminés avec UL24 du VHS-1. ORF35 a une orientation
téte-a-téte avec ORF36, le géne thk de VZV, mais contrairement 4 la situation pour VHS-
I, les deux cadres de lecture ouverts ne se chevauchent pas. ORF35 se localise au noyau
en contexte d’infection et de transfection. La réplication de virus qui n’expriment pas
ORF35 est réduite dans certains types cellulaires (118).

Lors de la réplication du VZV, il y a formation de grands polycaryocytes ou

syncytia, in vitro et in vivo dans la peau infectée par le VZV (21, 47). Des virus qui

37



n’expriment pas ORF35 ont une formation aberrante de syncytia et une taille réduite des
plages de lyse (118). Ce méme groupe a découvert que cette aberration est due a la
perturbation de la localisation de gE a la membrane plasmique, une localisation qui est
essentielle a la fusion entre cellules dans ce contexte (48). Donc, ORF35, comme UL24

Jjoue un rdle dans des événements de fusion lors de I’infection.

3.3.4 UL76 du cytomégalovirus humain

Le géne UL76 du cytomégalovirus humain (HCMV) code pour une protéine de 38
kDa et est composé de plus de 20 aa basiques, lui conférant un point isoélectrique estimé
de 11.6 (313). En contexte de transfection, UL76 se localise en forme de points dans le
noyau. Dans des expériences de co-transfection transitoire, il a été démontré que UL76
est capable de réguler I’activité de la région MIEP («major immediate-early
promoter/enhancer»), qui est impliquée dans I'expression des protéines majeures
immédiat-précoces (MIEs). Les MIEs, codés par la région UL122-123, sont les protéines
immédiat-précoces les plus abondantes et sont reconnues comme étant des protéines
régulatrices qui affectent I’expression de génes viraux de toutes les classes cinétiques. De
plus, il a été suggéré que ces MIEs pourraient étre importantes pour la réactivation du
virus (276, 286). UL76 est capable d’activer ou de réprimer I’expression de MIEPs et
d’autres génes du HCMV. Donc, sa localisation au noyau est en accord avec la
découverte que UL76 semble avoir une fonction régulatrice (313).

Deux transcrits, de 4.5 et 5.5 kb, contiennent I’ORF de UL76 et sont exprimés
avec une cinétique tardive (314). Par contre, cette protéine virale est détectable trés tot
dans I’infection lorsque la synthése de novo de protéines est abolie et elle se localise
principalement au noyau. De plus, il a été déterminé par purification sur gradient que
UL76 est associée aux particules virales (314). Plus précisément UL76 s’associe a la
fraction contenant I’enveloppe virale et H-pUL76, une protéine dérivée de UL76 qui
forme un complexe avec une protéine inconnue, s’associe plutot a la fraction du
tegument/capside. Dans des cellules exprimant de maniére stable UL76, la production
virale et la réplication de I’ADN viral est réduite (314). Ces résultats concordent avec un

effet de UL76 sur I'expression des génes du HCMV décrit auparavant (313) et pourraient
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expliquer le long cycle de réplication du virus ou pourrait plutét s’agir d’un mécanisme

employé par le virus pour retourner en latence.

3.4 Etudes protéomiques de virus herpés et de UL24

Des études protéomiques ont été effectuées sur quelques membres des
Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae, dont le cytomégalovirus humain, le
cytomégalovirus murin, le virus Epstein-Barr, le virus associé au sarcome de Kaposi, le
rhadinovirus de singe rhésus, le gammaherpésvirus murin 68 (MHV68) et le herpésvirus
alcelaphine 1 (9, 13, 27, 69, 125, 129, 209, 307, 334). De ceux-ci seulement I’homologue
de UL24 du MHV68, ORF20, a été détecté associée aux virions (27). Wang et al. ont
déterminé par immunomarquage a I’or et observation au microscope électronique, ainsi
que par immunobuvardage de type Western sur des virons purifiés, que UL76 du HCMV
est associée aux particules virales (314).

Peu d’études protéomiques ont été effectuées sur des Alphaherpesvirinae a ce
Jour. Une étude protéomique a été effectuée sur des virions purifiés du VHS-1 suite a
I’enveloppement primaire au noyau et UL24 n’a pas été détectée sur ces particules (217).
Loret er al. ont effectué une analyse par spectrométrie de masse sur des virions matures
extracellulaires du VHS-1 (167). Dans cette étude, UL24 n’a pas été détectée dans les
virions extracellulaires. Similairement, Pearson er al. n’ont pas détecté UL24 dans des
préparations de virions de VHS-1 purifiés par gradient (219). UL24 du VHS-2 a été
détectée sur des virions purifiés ainsi que sur des capsides de type C (113). 11 a été
suggére que UL24 du VHS-2 est une protéine mineure du tégument. Donc, il existe des

disparités quant a la présence de UL24 et de ses homologues sur la particule virale.
3.5 Importance de UL24 en pathogenése

3.5.1 Importance de UL24 du VHS-1 pour la réplication et la
réactivation
Des virus mutants dans UL24 utilisés dans plusieurs études contenaient aussi des
mutations dans le cadre de lecture ouvert de tk. Afin de déterminer I’'importance de UL24

en pathogenése, Jacobson ef al. (122) ont généré des virus contenant une mutation
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nonsense dans UL24, ce qui résulte a la terminaison de UL24 aprés 53 aa. Ceci
correspond a 18% des 269 aa de I’ORF UL24. Dans les deux isolats indépendants
geénérés, nommeés UL24XB et UL24XG, I"activité de TK n’est pas affectée (122).
Similairement aux virus contenant des mutations dans le promoteur de tk, et donc dans
UL24, UL24XB et UL24XG se répliquent moins bien et forment des plages de lyse plus
petites que le virus sauvage KOS. En fait, leur réplication est environ cinq fois moins
efficace dans un cycle d’infection et ils forment aussi des plages syncytiales.

L’effet d’une déficience en UL24 dans la pathogenése a été étudiée dans un
modele murin d’infection oculaire (149). En bref, ce modéle consiste a faire des
scarifications légéres de la cornée suivi par I’infection de 1’ceil. Pour déterminer
Pefficacité de la réplication oculaire aigué, les virus présents dans les larmes de souris
sont récoltés de 1 a 3 jours post-infection. Par la suite, pour caractériser la réplication
neuronale aigué, les ganglions trigéminaux sont récoltés et les virus présents sont
quantifiés. Afin d’évaluer la capacité de réactivation des virus, les ganglions trigéminaux
sont prélevés et dissociés au jour 30 post-infection, ou la latence est déja établie, et
I"apparition d’effets cytopatiques sur une co-culture est analysée. L établissement de la
latence peut étre quantifiée par des essais de PCR pour détecter I’ADN viral et les
transcrits LAT.

Jacobson er al. ont testé les deux isolats indépendants, UL24XB et UL24XG, pour
leur capacité de se répliquer et se réactiver de la latence suite a ’inoculation de la cornée
de souris CD-1 décrite ci-haut (122). Ces virus mutants se répliquent de 10 a 30 fois
moins efficacement dans les yeux que le virus sauvage KOS. Par contre, la réplication
neuronale aigu€ est plus séverement affectée, avec une diminution du titre viral d’environ
4 logo, comparée a celle du virus KOS. En plus, les virus mutants ont une réactivation
pratiquement absente dans des essais d’explants des ganglions trigéminaux.

L établissement de la latence a aussi été évalué en comparant le virus UL24XB a KOS.
L’ADN viral de UL24XB est détecté dans les ganglions mais avec une diminution de 2
logio. Le niveau des transcrits LATs a aussi été mesuré. Des LATs ont été détectés dans
les ganglions infectés avec le mutant mais a environ 1 logo de moins que le virus
sauvage. Donc méme si les virus mutants ne sont que partiellement déficients dans la

réplication oculaire, 1'effet est plus marqué dans la réplication et dans la réactivation des
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ganglions trigéminaux. Il a été suggéré que cette différence dans I’importance de UL24
entre les yeux et les ganglions refléte possiblement une différence entre types cellulaires,

ou les neurones pourraient manquer des facteurs qui peuvent compenser pour la perte de

la fonction de UL24 (122).

3.5.2 UL24 du VHS-2 en culture cellulaire et en pathogenése

Afin d’étudier la contribution de UL24 sur la virulence du VHS-2, un virus avec
une insertion B-glucuronidase (UL24-Bluc), générant un polypeptide qui manque les
derniers 100 aa en C-terminal de UL24, et un virus restitué (UL24R) ont été analysés
pour leur habileté de réplication en culture de cellules et pour leur capacité d’infecter
deux modeéles animaux (22). En culture cellulaire, UL24-Bluc se réplique de maniére
similaire au virus sauvage 186 et au virus UL24R dans trois lignées cellulaire différentes;
Vero, HFF et SK-N-SH. Par contre, il y a formation de syncytiums avec le virus UL24-
Bluc dans ces trois lignées. Ceci suggére que la portion C-terminale, dans laquelle est
insérée la cassette $-glucuronidase, est importante pour la modulation d’événements de
fusion dans des cellules infectées par le VHS-2 mais qu’elle n’est pas requise pour la
réplication du virus.

Les modeles d’infection vaginale murins et du cochon d’Inde permettent
d’analyser I'infection dans la phase aigué et latente de I’infection herpétique. En plus, le
modele du cochon d’Inde permet d’étudier I’infection aigué ainsi que la réactivation de la
latence. Dans des souris BALB/c, UL24-Bluc est non-virulent jusqu’a des doses de 400
fois la LDsq de la souche parentale. De plus, il y a trés peu de 1ésions formées et la
sévérnité de la maladie est retardée et réduite avec le virus mutant. Dans les cochons
d’Inde Hartley, un bas niveau d’infection aigué a été observé ainsi qu’aucune mortalité
avec le virus UL24-Bluc. Ce virus peut s’établir en latence dans les ganglions de la racine
postérieure et se réactiver pour former des lésions herpétiques, mais a des niveaux réduits
par rapport a la souche sauvage. Donc, UL24 du VHS-2 est un déterminant de virulence,

au moins dans les deux modéles animaux testés (22).
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3.5.3 ORF35 du VZV en pathogenése
Puisque I'infection par le VZV est hautement héte-spécifique, I'infection de

cellules de la peau humaine et de xénogreffes de cellules T, greffées dans le modéle de
souris SCIDhu, s’avere utile pour étudier les mécanismes de pathogenése du VZV in vivo
(189, 190). Dans ce modéle, ORF35 était important pour la réplication efficace du VZV.
Par contre, ORF35 semblait plus important pour la virulence du VZV dans les cellules de
la peau que dans les cellules T (118). Ces résultats sont consistants avec les observations
que la formation de syncytia, et la propagation du virus entre les cellules, sont nécessaires

pour la réplication optimale du VZV dans des cellules de I’épiderme humain (21, 188).

3.6 Fonction putative d’endonucléase de UL24

Une étude bioinformatique a identifi¢ un motif d’endonucléase de type PD-
(D/E)XK, un domaine qui se retrouve dans divers endonucléases, dans la séquence du
gene UL24 du VHS-1 (Figure 10) (136). Ce domaine est formé par certains acides aminés
hautement conservés dans les DHs 11 et 111. Les résidus D78, E99 et K101 formeraient le
site catalytique, tandis que les résidus H22, Y26, E69, R75 et Q117 contribueraient &
Iarchitecture de ce site et seraient importants pour la spécificité du substrat (136). En
utilisant le programme Meta-BASIC, une méthode de comparaison de profil de séquence
riche en structure secondaire prédite, Knizewski et al. (136) ont pu identifier ce domaine

dans 18 virus de la famille des Herpesviridae.
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I
1 MAARTRSLVE RRRVLMAGVR SHTRFYKALA EEVREFHATK ICGTLLTLLS

IT III
51 GSLQGRSVFE ATRVTLICEV DLGPRRPDCI CVFEFANDKT LGGVCVIIEL

III Iv \
101 KTCKYISSGD TASKREQRAT GMKQLRHSLK LLQSLAPPGD KIVYLCPVLV

\Y
151 FVAQRTLRVS RVTRLVPQKV SGNITAVVRM LQSLSTYTVP IEPRTQRARR

201 RRGGAARGSA SRPKRSHSGA RDPPESAARQ LPPADQTPTS TEGGGVLKRI

251 AALFCVPVAT KTKPRAASE

Figure 10. Séquence en acides aminés de la protéine UL24 du VHS-1. Les cing
domaines d’homologie sont encadrés en bleu (selon 122, 123) et les acides aminés
hautement conservés sont en caracteres gras (selon 136). Les acides aminés qui forment
le site catalytique putatif sont en rouge et ceux qui seraient importants pour la spécificité
du substrat sont en bleu.

Plusieurs familles d’endonucléases contiennent des domaines PD-(D/E)XK, dont
des endonucléases de restriction, des enzymes de réparation d’ADN, des résolvases de
Jonction Holliday, des recombinases et d’autres enzymes qui clivent I’ADN. La structure
commune de ces endonucléases inclut quatre feuillets B et deux hélices o dans I’ordre
suivant : afffBap. Le motif PD-(D/E)XK constitue le site actif responsable pour le
clivage des substrats. Par contre, la fonction d’endonucléase de UL24 n’a pas encore été
démontrée.

Le géne UL/2 du VHS-I1, une exonucléase alcaline, contient aussi un motif PD-
(D/E)XK (31). UL12 joue un réle dans I’empaquetage et dans la maturation de I’ADN
viral dans les virions infectieux (96, 173, 238). Elle posséde une activité d’endonucléase
processive pour I’ADNdb et une activité d’endonucléase pour I’ADNsb (110). L’activité

endonucléase de UL12 médie 1'échange de brins d’ADN dans des événements de
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recombinaison, et ces derniers jouent un réle intrinséque dans le cycle de vie des

herpésvirus (297).

3.7 Impact de UL24 et ses homologues sur le cycle cellulaire

I a été démontré que I’homologue de UL24 dans le gammaherpésvirus 68 murin
(MHV68), ORF20, peut affecter le cycle cellulaire (201). Le MHV68 est un virus
modele pour les gammaherpésvirus, tel que le virus Epstein-Barr et le virus du sarcome
de Kapost, qui permet d’étudier I'infection et la pathogenése dans des souches murines de
laboratoire. 11 été démontré que I’expression de ORF20 induit un arrét du cycle cellulaire
en Gy/M, suivi de I’induction de I’apoptose dans des cellules murines et humaines.
ORF20 semble bloquer I’activation déphosphorylation-dépendante de Cdc2 menant a
I’inactivation du complexe Cdc2-cyclinB. La méme équipe a démontré que les
homologues de UL24 du VHS-1, du HCMV et du KHSV induisent aussi un arrét du
cycle cellulaire (200). Ces virus sont des représentants des Alpha-, Beta- et
Gammaherpesvirinae et le mécanisme par lequel ils affectent le cycle cellulaire semble

€tre aussi par I’inactivation du complexe Cdc2-cyclinB.
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4. Hypothése et objectifs de travail

La protéine UL24 du VHS-1 est importante pour des hauts titres viraux, surtout dans
les neurones, ainsi que pour la réactivation efficace de la latence dans un modéle murin
d'infection. En culture cellulaire, I’infection par un virus déficient en UL24, UL24X,
mene a la formation de plages syncytiales. UL24 est exprimée de facon tardive et est
associée avec le noyau et le cytoplasme de cellules fractionnées.

Le phénotype du virus UL24-déficient suggére qu’il s’agit d’une protéine
multifonctionnelle mais son rdle lors de I’infection n’est pas défini. Le but de ce travail
était d’analyser la contribution de UL24 dans la relation entre le virus et la cellule hote.
Notre hypothése de départ était que UL24 est une protéine multifonctionnelle dont la
localisation varie afin d’effectuer ses différentes fonctions.

L’infection par le VHS-1 induit des changements morphologiques et fonctionnels au
nucléole, mais peu est connu sur ce qui survient aux protéines de ce compartiment. Notre
deuxieme hypothése était que le VHS-1 modifie le nucléole afin de favoriser sa
réplication.

Les objectifs du projet de thése étaient: (1) d’élucider la localisation de UL24
pendant I"infection, (I1) de déterminer I’effet du VHS-1 sur les protéines du nucléole, (111)

d’¢élucider le role de UL24 dans les modifications du nucléole et dans la réplication du
VHS-1.
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Involvement of UL24 in Herpes-Simplex-Virus-1-Induced Dispersal of Nucleolin.
Maria H. Lymberopoulos and Angela Pearson. Virology. 2007. 363:397-409.

Résumé de la premiére publication

Titre : Implication de UL24 dans la dispersion de la nucléoline induite par le virus herpés

simplex 1.

Le gene UL24 du virus herpés simplex 1 (VHS-1) est important pour la
réplication du virus mais sa fonction n’est pas encore connue. Nous avons généré un virus
recombinant, VHA-UL24, qui code pour UL24 avec un épitope d’hémagglutinine 4 son
extrémité N-terminale. Par des essais d’immunofluorescence indirecte, nous avons
déterminé que la localisation de UL24 change au cours de I’infection. A 9 hpi, nous
avons détecte HA-UL24 en foyer dans le noyau ainsi qu’en petits points dans le
cytoplasme. Plus tard, vers 18 hpi, HA-UL24 se retrouve plutét en périphérie du noyau.
En effectuant des co-marquages avec des protéines virales ou cellulaires, nous avons
trouve que le foyer de marquage de UL24 dans le noyau a 9 hpi co-localise avec la
nucléoline, une protéine majeure du nucléole. De plus, ce marquage se retrouvait
Juxtaposé a celui de la fibrillarine, qui est une autre protéine majeure du nucléole.
L’analyse des modifications nucléolaires induites par le VHS-1 a révélé qu'a 18 hpi la
nucleoline est dispersée a travers le noyau. En plus, la fibrillarine est redistribuée d’un
amas de points dans le noyau a quelques points prominants. On a démontré que la
dispersion de la nucléoline était dépendante de I'expression de UL24. Tandis que la
redistribution de la fibrillarine ne 1’était pas. Donc, nous avons identifié que la nucléoline
est dispersée pendant I'infection par le VHS-1 et que cette modification est UL24-

dépendante.
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ABSTRACT

UL24 of herpes simplex virus 1 is important for efficient viral replication, but its function
1s unknown. We generated a recombinant virus, vHA-UL24, encoding UL24 with an N-
terminal hemagglutinin tag. By indirect immunofluorescence at nine hours post-infection
(hpi), we detected HA-UL24 in nuclear foci and in cytoplasmic speckles. HA-UL24
partially co-localized with nucleolin, but not with ICP8 or coilin, markers for nucleoli,
viral replication compartments, and Cajal bodies respectively. HA-UL24 staining was
often juxtaposed to that of another nucleolar protein, fibrillarin. Analysis of HSV-1-
induced nucleolar modifications revealed that by 18 hpi, nucleolin staining had dispersed,
and fibrillarin staining went from clusters of small spots to a few separate but prominent
spots. Fibrillarin redistribution appeared to be independent of UL24. In contrast, cells
infected with a UL24-deficient virus retained foci of nucleolin staining. Our results

demonstrate involvement of UL24 in dispersal of nucleolin during infection.

Keywords: UL24, nucleolus, nucleolin, fibrillarin, herpes simplex virus |
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INTRODUCTION

UL24 is considered a core herpesvirus gene (Davison, 2002) and it has been found
in all mammalian and avian herpesviruses sequenced to date. UL24 is important for
efficient viral replication, especially in neurons, and for efficient reactivation from
latently infected trigeminal ganglia in a mouse model of herpes simplex virus | (HSV-1)
eye infection (Jacobson et al., 1998). In cell culture, UL24-null strains exhibit a small
plaque and a syncytial plaque phenotype (syn), the latter of which is especially prominent
at elevated temperatures (Jacobson et al., 1989; Sanders et al., 1982; Tognon et al., 1991).
The UL24 and tk (UL23) genes of HSV-1 partially overlap at their 5’ends and are
transcribed divergently (Fig. 1). UL24 encodes a 29.5 kD protein expressed with leaky-
late kinetics (Pearson and Coen, 2002). Recently, UL24 was shown to contain a putative
PD-(D-E)XK endonuclease motif that is present in certain restriction enzymes and
recombinases (Knizewski et al., 2006). UL24 is one of four HSV-1 genes that when
mutated can confer a syn phenotype (reviewed in Spear, 1993). The others, UL20, gK and
gB each encode membrane proteins. gB is required for virus entry (Cai et al., 1988) and is
necessary for membrane fusion (Cai et al., 1988; Turner et al., 1998). Both UL20 and gk
encode proteins that exhibit perinuclear localization and function during viral egress at
the stages of de-envelopment and secondary envelopment respectively (Avitabile et al.,
1994; Foster and Kousoulas, 1999, Hutchinson and Johnson, 1995). The function of
UL24 1s unknown.

The biology of HSV-1 is closely tied to the nucleus, as viral DNA replication,
transcription, capsid assembly and DNA packaging all occur within this organelle
(reviewed in Roizman and Knipe, 2001). The nucleus contains multiple sub-domains
(reviewed in Lamond and Sleeman, 2003), the most well-characterized of these being
nucleoli, which are the sites of rRNA synthesis and the initial assembly of ribonuclear
particles (reviewed in Carmo-Fonseca et al., 2000). The nucleolus forms around the
nucleolar organizer region, which consists of the sites on chromosomes that contain
rDNA. Nucleoli are comprised of three functionally distinct sub-compartments, namely
the fibrillar center (FC) containing the rDNA, which is in turn surrounded by the dense
fibrillar component (DFC)—the site of rRNA transcription and initial stages of rRNA
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processing, and the remaining space consists of the granular component (GC)—the site of
initial ribosome assembly. Nucleoli are dynamic structures that change morphologically
and biochemically during the cell cycle (reviewed in Carmo-Fonseca et al., 2000; Olson
et al., 2000). Even though nucleoli and other nuclear sub-structures are not membrane-
bound, several can be isolated biochemically and are amenable to proteomic analysis
(Andersen et al., 2002; Lam et al., 2002). Such studies on nucleoli have revealed the
presence of multiple proteins other than those involved in ribosome biogenesis. In
accordance with these findings, new roles have recently been discovered for nucleoli.
For example, they appear to be involved in the regulation of protein activity by acting as
sites of sequestration (Kashuba et al., 2003 and reviewed in Carmo-Fonseca et al., 2000).
Distinct from nucleoli are the electron dense Cajal bodies that are thought to play a role
in pre-assembly of nuclear transcription complexes (reviewed in Gall, 2001; Matera,
2003), and PML bodies (also known as ND10 sites), which were originally identified
because they are disrupted in acute Promyelocytic Leukemia. Although the exact
function of PML bodies is unknown, it has been proposed that they associate with
chromatin and thereby affect gene expression (Ching et al., 2005).

HSV infection results in a reconfiguration of the nuclear architecture. PML
bodies are disrupted soon after HSV infection (Maul et al., 1993, Maul et al., 1996:
Uprichard and Knipe, 1997). As infection proceeds, viral replication compartments
coalesce (Taylor et al., 2003), chromatin is marginalized (Monier et al., 2000), the
nuclear lamina are disrupted (Simpson-Holley et al., 2004, Scott and O'Hare, 2001) and
viral replication compartments are positioned adjacent to the nuclear membrane
(Simpson-Holley et al., 2004). Electron microscopy studies have shown that during HSV
infection, nucleoli become enlarged and sometimes elongated with retention of rRNA in
the GC (Besse and Puvion-Dutilleul, 1996). The role of viral proteins in the modification
of nucleoli during infection is largely unknown.

In previous fractionation experiments we found that UL24 of HSV-1 was between
50 and 70% nuclear-associated (Pearson and Coen, 2002), however the precise spatial
and temporal distribution of UL24 during infection remains to be elucidated. We
generated a virus that expresses the UL24 protein with a hemagglutinin (HA) affinity tag

allowing for easy detection by indirect IF microscopy. With this virus we investigated

52



the subcellular localization of UL24 over time in cells infected in culture, and identified
nucleoli as an organelle targeted by UL24. We also investigated the impact of HSV-1
infection on the sub-nuclear distribution of nucleolar proteins, and tested the impact of
UL24 on this phenomenon. Our results have uncovered a role for UL24 in the
redistribution of nucleolin during infection thus suggesting a novel function for UL24 in

the host cell.
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RESULTS

Construction and characterization of vHA-UL24. In order to investigate the function
of UL24 we wished to determine with which subcellular compartment(s) UL24 associated
during infection. Original attempts to use our UL24 anti-serum (Pearson and Coen,
2002) in indirect immunofluorescence (IF) experiments were unsuccessful due to
insufficient sensitivity. Thus, we engineered a recombinant virus in the KOS background
such that it encoded the UL24 protein as a C-terminal fusion to a nine amino acid HA tag
(Fig. 1). Because the 5’ ends of the UL24 and tk open reading frames overlap, we
designed the sequence of the tag such that none of the nine codons inserted within 7k were
stop codons. Infectious viral DNA from tALTRZ-1 was co-transfected with the BamHI
fragment of pKOSHA-UL24 into Vero cells. Screening for recombinant viruses was
based on the formation of white plaques, which differentiated them from the starting
virus, tkLTRZ-1, that contains the lacZ gene inserted within 7k and thus forms blue
plaques upon X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) staining.

To test whether HA-UL24 was stably expressed, we infected Vero cells in culture
with either vHA-UL24 or KOS, and harvested cell lysates 16 hpi. Proteins were resolved
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, electro-transferred to PVDF membrane, and
analyzed by Western blot with a monoclonal antibody directed against the HA affinity tag
(Fig. 2A, top panel). A band corresponding to the expected molecular mass of HA-UL24
was detected in the lysates of cells infected with vHA-UL24 (lane 3) but not of cells
infected with KOS (lane 2) or mock-infected cells (lane 1). The membrane was then
stripped and incubated with antiserum raised against recombinant UL24 (Pearson and
Coen, 2002) (Fig. 2A, middle panel). A protein of the same molecular mass as that
detected by the HA antibody was present on the anti-UL24 blot (lane 3), furthermore, a
protein of the expected molecular mass for untagged UL24 was observed in lysates from
cells infected with KOS (lane 2), thus strongly suggesting that vHA-UL24 expressed the
full-length tagged UL24. As a loading control, the membrane was stripped and incubated
with an antibody against the viral protein gB (Fig. 2A, bottom panel). Expression levels
of HA-UL24 and UL24 were similar despite the presence of a nucleotide substitution in

the Kozak consensus sequence resulting from insertion of the HA tag sequence.
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We characterized the replication of VHA-UL24 in cell culture. The viral yield of
vHA-UL24 was compared to that of the wild type KOS virus and the UL24-null virus
UL24XB (Jacobson et al., 1998) in a one-step growth curve. Vero cells were infected at
an MOI of 5 and total virus (supernatant and cell-associated) was harvested and titrated.
The viral yield obtained for VHA-UL24 was similar to that obtained for KOS (Fig 2B).
In contrast, the viral yield of UL24XB was decreased between 5 and 10-fold as described
previously (Jacobson et al., 1998).

We tested whether the nine amino acid insertion within TK, caused by the
addition of the HA tag to UL24, resulted in the inactivation of the enzyme. Because TK
i1s required to activate the drug acyclovir (ACV), viruses that do not express TK are not
sensitive to the drug (Coen and Schaffer, 1980). To determine if vHA-UL24 expressed
functional TK, sensitivity to ACV was tested in a plaque reduction assay comparing
VHA-UL24 to KOS, using tkLTRZ]1 as a negative control. We found that vHA-UL24
exhibited sensitivity to ACV similar to that of KOS, while zkLTRZ1 was resistant (Fig.
2C). Thus, we concluded that vHA-UL24 retained TK activity.

Viruses deficient in UL24 form small plaques at 37°C, and syncytial plaques
especially at 39°C, while at 34°C the plaques are non-syncytial (Jacobson et al., 1989).
We compared the plaque phenotype of VHA-UL24 to that of KOS and UL24XB at 34,
37,and 39°C. At 34°C no syncytial plaques were observed with any of the viruses tested
(Fig. 2D, top panels). At 37°C the plaques formed by vVHA-UL24 and by KOS were
similar and were clearly larger than those formed by UL24X (Fig. 2D, middle panels).
At39°C (Fig. 2D, bottom panels) the UL24 deficient phenotype is fully penetrant and
accordingly, we observed that all plaques formed by UL24XB at this elevated
temperature were syncytial. In contrast, even at 39°C the plaques formed by vHA-UL24,
while appearing slightly smaller than those formed by KOS, were non-syncytial,
suggesting that the HA tag did not impair whatever UL24 activity is responsible for
inhibiting the formation of syncytial plaques. We concluded from our characterization of
VHA-UL24 that HA-tagged UL24 expressed upon infection was at least partially
functional and appeared to retain all activities of wild-type UL24 at 37°C in cell culture,

the temperature at which all of our subsequent experiments were conducted.
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Time course of HA-UL24 expression. We investigated the kinetics of HA-UL24
expression and localization. Vero cells grown on coverslips were infected in parallel
with either vHA-UL24 (Fig. 3, A panels) or, as a negative control, KOS (Fig. 3, B
panels), at an MOl of 10. At3,6,9,12, 15, 18,21, and 24 hpi cells were fixed and stored
at 4°C until the end of the time course. A negative control was included for each time
point because we expected non-specific staining, much of which was likely due to the
expression of Fc receptors encoded by the late genes g/ and gE (Johnson et al., 1988),
would vary with time. Once all cells were fixed, the coverslips were processed in parallel
to minimize variability in staining. Cells were visualized by confocal microscopy with
the same laser intensity and other parameters used for each time point. At 3 hpi we did
not observe any difference in staining between cells infected with KOS and vHA-UL24
(data not shown). At 6 hpi we observed slightly stronger staining in vVHA-UL24-infected
than in KOS-infected cells. At 9 hpi there was some cytoplasmic speckled staining.
There was also diffuse nuclear staining, and foci of nuclear staining. This represented the
major staining pattern observed. By 12 hpi the foci of nuclear staining was not as evident
but the diffuse nuclear staining and the speckled cytoplasmic staining appeared to
increase. We did not observe a large difference between 12 and 15 hpi, however, by 18
hpi the diffuse nuclear staining had cleared from many of the cells and a more prominent
perinuclear staining was observed. This staining pattern intensified at 21 hpi. By 24 hpi
this pattern was lost and there was intense staining throughout the cells (data not shown).
The significance of the staining pattern at this late time in infection when the cells are
dying is unclear. Regardless, the foci of nuclear staining we observed at 9 hpi appeared

to be transient in nature.

Sub-nuclear localization of HA-UL24. The foci of nuclear staining at 9 hpi was
striking in that none of the other three proteins encoded by genes associated with the syn
phenotype exhibit this localization, and thus we examined it further. Through a series of
co-staining confocal microscopy experiments we tested whether the staining we observed
corresponded to a known nuclear sub-structure, which might provide clues as to the
function of UL24. The nucleus comprises multiple sub-domains that are structurally and

functionally distinct. Viral replication compartments are one of the major nuclear sub-
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structures in HSV-1-infected cells. We tested whether nuclear HA-UL24 localized to
replication compartments by co-staining for HA and the viral single-stranded binding
protein ICP8 at 9 hpi (Fig. 4A panels 1-3). At this time in infection the replication
compartments occupied most, but not all, of the nucleus. Despite this distribution, we
noted that the foci of HA-staining in nuclei did not co-localize with ICP8, implying that
UL24 does not localize to viral replication compartments. We next co-stained infected
cells for HA and nucleolin, a marker for nucleoli (Fig. 4B panels 4-6). We found that the
foci of HA staining did co-localize with nucleolin suggesting that HA-UL24 was present
in nucleoli. To confirm the nucleolar localization of HA-UL24, we co-stained infected
cells for HA and fibrillarin, a marker for the DFCs of nucleoli (Fig. 4C, panels 7-9). We
found that foci of HA nuclear staining were generally located in the same regions that
were stained for fibrillarin. However, upon closer examination it became evident that this
was not strict co-localization, but that the staining for HA and fibrillarin were closely
Juxtaposed. This result was consistent with nucleolar localization of HA-UL24, but
implied that HA-UL24 did not specifically localize to DFCs. At this time post-infection,
both chromatin and nucleoli are marginalized to the edges of nuclei due to the growing
replication compartments. To verify that the foci of nuclear staining we observed for
HA-UL24 did not simply correspond to the sub-nuclear space left unoccupied by viral
replication compartments, we tested whether HA-UL24 co-localized with another nuclear
sub-structure by co-staining for HA and coilin, a marker for Cajal bodies. We did not
observe co-localization using these two antibodies (Fig. 4D, panels 9-12). We also co-
stained for HA and histone H1. which is present diffusely throughout the nucleoplasm.
Such as has been seen previously (Simpson-Holley et al., 2004), we observed similar
intensity staining for histone H1 both along the inner periphery of nuclei and extending to
protrusions within nuclei (Fig. 4E panel 14). As expected, we observed some co-staining
between HA and histone HI due to the diffuse nature of histone H1 localization, and the
partial diffuse nuclear distribution of HA-UL24. However, the pattern of histone H1
staining differed from the general pattern observed for HA-UL24 in that for the latter,
little peripheral nuclear staining was observed, and the foci of staining were typically the
most intense staining seen within nuclei (panels 13-15). This result shows that the pattern

of nuclear staining for HA-UL24 did not simply represent all space left unoccupied by
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viral replication compartments, and is consistent with our conclusion that the foci of
nuclear staining for HA-UL24 we observed corresponds to a distinct sub-nuclear

compartment—the nucleolus.

The role of UL24 in virus-induced nucleolar modifications. It has been observed that
nucleoli are altered during the course of HSV-1 infection (Besse and Puvion-Dutilleul,
1996) but little is known about the details of this alteration. In our staining for nucleolar
markers, we found that at 9 hpi, the staining for nucleolin was more diffuse than
expected. We therefore went on to test the effect of HSV-1 infection on the staining
patterns of nucleolin and also of fibrillarin later in infection (Figs. 5 and 6). Mock-
infected cells, or cells infected at an MOI of 10 with KOS, were fixed and stained at 9
and 18 hpi. Inocula were back-titrated to confirm the MOI used in the experiments. As
expected, in mock-infected cells, nucleolin staining was present in one or two relatively
large, prominent spots within each nucleus. Very little staining in the nucleoplasm was
visible (Fig. 5, panels | and 2). As we had seen before, at 9 hpi with KOS the foci of
staining was still often visible though less prominent, and the diffuse nuclear staining
seemed to increase somewhat (Fig. 5, panels 3 and 4). Strikingly, in KOS-infected cells
at 18 hpi, foci of nucleolin staining were rarely visible and only some diffuse staining
remained (Fig. 5, panels 5 and 6). We also looked at the effect of HSV-1 infection on the
staining pattern of fibrillarin. In a previous report, fibrillarin staining was found to
increase in intensity over the course of HSV-1 infection of rabbit fibroblasts (Lopez-
Iglesias et al., 1988). Interestingly, in our experiments we did not observe an increase in
fibrillarin staining in infected cells. In mock-infected Vero cells, fibrillarin was present
1n a characteristic collection of small spots clustered together at one or two sites within
the nucleus (Fig. 6, panels 1 and 2). At 9 hpi with KOS, the clusters of spots appeared to
disperse (Fig. 6, panels 3 and 4), and by 18 hpi, instead of clusters of smaller spots, only a
few distinct, sometimes slightly larger spots were detected within nuclei (Fig. 6, panel 5
and 6).

Because of the co-staining between HA-UL24 and nucleolar markers at Shpi,
when we began to observe more diffuse staining for nucleolin, we hypothesized that

UL24 had a role in virus-induced nucleolar modifications. To test this hypothesis, we
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compared the staining patterns for nucleolin and fibrillarin of cells infected with two
independent isolates of a UL24-deficient virus, UL24XB and UL24XG (Jacobson et al.,
1998), to that which we saw with KOS-infected cells. In cells infected with either
UL24XB or UL24XG, changes in the pattern of fibrillarin staining were similar to that
which we observed in wild-type-infected cells, both at 9 and 18 hpi (Fig. 6, panels 7-14).
However, we obtained a different result for nucleolin. In the absence of a functional
UL24 gene, we found that prominent foci of nucleolin staining persisted, even at 18 hpi
(Fig. 5, panels 7-14). On average, at 18 hpi, 83% of cells infected with a UL24-deficient
virus (113 out of 139 cells total for UL24XB, and 119 out of 142 cells total for UL24XG)
retained foci of nucleolin staining, as compared to 2% of KOS-infected cells (3 out of
165 cells total). The staining pattern was not perfectly identical to that of uninfected
cells, which would be expected due to the marginalization of chromatin and nucleoli
during infection.

We wanted to determine if the pattern of nucleolin staining that we observed in
wild-type infected cells late in infection was indeed due to the physical dispersal of the
protein from the original nucleolar foci as opposed to a decrease in steady-state levels of
the protein. To test this latter possibility, mock-infected Vero cells, or cells infected at an
MOI of 10 with either KOS or UL24XB, were harvested at 18 hpi. Total cell lysates
were resolved by SDS-PAGE, and nucleolin protein detected by Western blot (Fig. 7).
The intensity of the signal for nucleolin in the three lysates was similar, indicating that
there was no major difference in the steady-state levels of nucleolin. These results led us
to conclude that UL24 is involved in HSV-1-induced nucleolar modifications at the level

of nucleolin spatial distribution.
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DISCUSSION

We have taken a cell biological approach to investigate the role of UL24 in the
infected cell. We generated a recombinant virus that expresses UL24 as a fusion protein
with an HA tag, and determined the localization of this protein in cells infected in culture
through indirect IF. We observed staining for HA-UL24 in both the cytoplasm and the
nucleus, and identified the nucleolus as a nuclear sub-compartment targeted by UL24.
We investigated virus-induced nucleolar modifications and found that, in addition to
fibrillarin, the distribution of nucleolin was markedly altered in HSV-1-infected cells.
Interestingly, this alteration of the host-cell architecture was partially dependent on UL24,

identifying a novel function for this widely conserved, but poorly understood gene.

Kinetics of UL24 localization. We did not detect any specific staining for HA-UL24
until 6 hpi. This is earlier than we had detected previously by Western blotting with
UL24 antiserum (Pearson and Coen, 2002) and likely reflects increased sensitivity of the
assay used here. The staining at this early time was very weak. At 9 hpi we observed
accumulation of HA-UL24 in nucleolar structures as well as diffuse nuclear staining, and
speckled staining in the cytoplasm. From 9 to 15 hpi, the overall intensity of staining
increased and we saw staining for HA-UL24 distributed between the cytoplasmic and
nuclear compartments, which is similar to our previous fractionation results, where over
the time period of 9 to 15 hpi, 50-70% of UL24 was nuclear-associated (Pearson and
Coen, 2002). In fractionation experiments, HA-UL24 was also detected in both the
nuclear-associated and cytoplasmic fractions (data not shown). The nucleolar
localization of HA-UL 24 was transient and by 12 hpi few foci of nuclear staining
remained. This result may suggest that the function of nucleolar-localized UL24 is
important prior to the very late stages of the HSV-1 life cycle. An association between
both UL24 of HSV-2 (Hong-Yan et al., 2001) and the HCMV homolog UL76 (Wang et
al., 2000) with nucleoli in the context of transient transfections has also been seen. This
similarity suggests a conserved function for this pool of UL24. However, it is worth
noting that in HCMV-infected cell lysates, UL76 was detected as early as 1 hpi, even in

the presence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide. It is possible that
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differences in detection sensitivities are responsible for the discrepancy between the
kinetics of appearance of UL76 and the UL24 proteins of HSV-1 and HSV-2 in infected
cells, however it may also represent a fundamental difference in the role of UL24
between alpha and beta herpesviruses. At 18 and 21 hpi, we observed what appeared to
be clearing of the diffuse nuclear staining concomitant with prominent perinuclear
staining. The perinuclear staining pattern was similar to what is observed for other viral
proteins encoded by genes that when deleted lead to a syncytial plaque phenotype,
namely UL20 (Ward et al., 1994) and gK (Hutchinson and Johnson, 1995). This result
could indicate that like UL20 and gK, UL24 functions during viral egress, as proposed
previously (Pearson and Coen, 2002). UL24 of HSV-2 and UL76 of HCMV have been
detected in gradient purified virions (Hong-Yan et al., 2001; Wang et al., 2004), thus the
cytoplasmic staining that we have observed could also represent staining of virions. The
exact nature of the perinuclear localization at late times, and whether loss of UL24
activity affects assembly and egress of newly synthesized viral particles, remains to be

established.

Nucleolar localization of UL24. We found that UL24 localized to nucleoli during
infection, although a virally modified form of nucleoli. Nucleoli form around rDNA.
Although we have no direct evidence that UL24 interacts with RNA or DNA, it is a
highly basic protein with a predicted pl of 10.87, which would be consistent with nucleic
acid binding activity. Furthermore, the putative endonuclease motif recently identified in
UL24, if functional, would also suggest nucleic acid binding activity. It is known that
during the course of HSV infection rRNA is retained in nucleoli (Besse and Puvion-
Dutilleul, 1996), and thus UL24 might somehow contribute to this retention.
Interestingly, UL24 appeared to be excluded from viral replication compartments, which
are involved in viral DNA replication (de Bruyn Kops and Knipe, 1988), viral gene
expression (Leopardi et al., 1997; Phelan et al., 1997; Rice et al., 1994), and
encapsidation of viral DNA (de Bruyn Kops et al., 1998; Lamberti and Weller, 1998;
Taus et al., 1998); however, we do not believe that its absence necessarily precludes a
role for UL24 in these processes. In addition to UL24, only a limited number of HSV-1-

encoded proteins have been detected in nucleoli during the course of infection, namely
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USI1 (MacLean et al., 1987,Puvion-Dutilleul, 1987), ICP27 (Rice and Knipe, 1990), and
ICPO (Morency et al., 2005). The relationship, if any, between UL24 and these other
nucleolar-associated viral proteins remains to be determined. All of these proteins are
known to play a role in the regulation of gene expression, which by association suggests
that the nucleolar pool of UL24 may also have a regulatory function. Consistent with this
hypothesis is the observation that in transient transfection assays HCMV UL76 modulates

expression of certain reporter constructs (Wang et al., 2000).

A role for UL24 in HSV-1-induced nucleolar modification. Although it has been well
established that HSV-1 infection results in dramatic changes to nuclear architecture,
knowledge regarding the impact on nucleoli is limited. Electron microscopic analyses
have shown that nucleoli become elongated and are marginalized to the inner edges of the
nucleus, and rRNA is retained within nucleoli (Besse and Puvion-Dutilleul, 1996). By
immunogold staining of infected rabbit fibroblasts, fibrillarin was found to increase in
intensity and was localized not only to nucleoli, but also to viral dense bodies (Lopez-
Iglesias et al., 1988). Fibrillarin is involved in multiple aspects of ribosome biogenesis.
Temperature sensitive mutations in yeast fibrillarin have revealed roles in rRNA
processing, rRNA methylation and assembly of ribsomes (Tollervey et al., 1993).
Interestingly, in KOS-infected Vero cells, although we did observe a disaggregation of
fibrillarin spots, we did not detect an overall increase in staining for this marker as was
seen in the previous report (Lopez-lglesias et al., 1988). This difference cannot be
attributed to strain variation because KOS was used in both studies, and thus perhaps
reflects differences due to cell type.

During the course of infection, we found that staining for nucleolin dispersed
becoming diffuse throughout the nucleus, despite there being little, if any change in
steady-state levels of nucleolin in mock, KOS-, or UL24X-infected cells. Nucleolin is a
multifunctional nuclear phosphoprotein involved in rDNA transcription, rRNA
processing and ribosome assembly, and it has been attributed with both positive and
negative regulatory functions (reviewed in Srivastava and Pollard, 1999; Tuteja and
Tuteja, 1998). Because the formation of nucleoli depends on active rDNA transcription,

the dispersal of nucleolin and fibrillarin may be related to the approximate 85% decrease
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in rRNA synthesis that 1s associated with HSV-1 infection (Stenberg and Pizer, 1982;
Wagner and Roizman, 1969). In addition, because the phosphorylation state of nucleolin
regulates its function, it is possible that the major change in its subnuclear localization is
mediated by post-translational modification. However, further experimentation will be
required to test this hypothesis.

We discovered a role for UL24 in HSV-1-induced nucleolar modification. We
made the intriguing observation that the disappearance of foci of nucleolin staining in
KOS-infected cells was not evident in cells infected with either of two independent
isolates tested of a UL24-deficient virus. The UL24XB and UL24XG strains were
generated by insertion of stop codons in all three reading frames within sequence between
the first and second UL24 homology domain (Jacobson et al., 1998). These viruses were
shown to retain TK activity, thus the observed effect on nucleolin distribution we have
seen with UL24XB and UL24XG can be attributed to the mutation in UL24. It remains
to be determined whether the dispersal of nucleolin is a secondary consequence due to an
effect of UL24 on rDNA transcription, or alternatively, via a direct or indirect effect of
UL24 on nucleolin. Finally, we did not observe a dramatic effect of UL24 on fibrillarin
redistribution, implying a dissociation between the spatial regulation of fibrillarin and
nucleolin during infection.

It 1s not evident how nucleolar localized UL24 would have an impact on fusion at
the plasma membrane. One possible explanation is that different sub-cellular pools of
UL24 may have different functions, and that only the cytoplasmic pool of UL24 is
involved in membrane fusion events, while nucleolar UL24 would affect ribosome
biogenesis for example. Consistent with this hypothesis would be that these multiple
functions segregate with different domains of the protein. A detailed structure-function
analysis of UL24 will be required to elucidate how this apparently multi-functional
protein affects both sub-nucleolar and plasma membrane events. Further questions to be
addressed concern the molecular mechanisms underlying the role of UL24 in nucleolar
modifications during infection, in addition to the functional consequences of these viral

induced changes.

63



MATERIALS AND METHODS

Viruses and cells. The HSV-1 strains KOS, 7kLTRZ-1 (Davar et al., 1994), UL24XB,
and UL24XG (Jacobson et al., 1998) were obtained from Donald M. Coen (Harvard
Medical School). All viruses were propagated on Vero cells (African green monkey
kidney cells) grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Media (DMEM) containing 4500
mg/L of glucose and supplemented with 5% newborn calf serum and the antibiotics
penicillin and streptomycin. Cells were maintained in a humidified incubator with 5%

CO; at 37°C unless indicated otherwise.

Recombinant virus construction. To construct the transfer vector pKOSHA-UL24 two
PCR products were generated such that their ligation resulted in an in-frame insertion of
sequence encoding an HA tag at the 5’ end of UL24. The 5° HA-UL24 fragment was
generated using the primers 5° phos-gtt cca gat tac get gee geg aga acg cge a and 5° tge
tgg cgg tgt ccc cg (Integrated DNA Technologies), and was then digested with Sacl. The
3" HA-UL24 fragment was generated using the primers 5° phos-atc gta tgg gta cat agc aac
cga cgtacg g and 5’ gag ggc ggc gat ggg atg gc, and was then digested with Bglll. In
each case the template used was pKOS17B2, which consists of the KOS BamH1 “P”
fragment subcloned into pBR325 (Weller et al., 1983), and the thermophilic polymerase
used was Pfu turbo (Stratagene). To construct pKOSHA-UL24, a triple ligation was
carried out between 1) pKOS17B2 digested with Sacl and Bglll; 2) the Sacl-digested
5’HA-UL24 fragment; and 3) the Bglll-digested 3'HA-UL24 fragment. After sequencing
confirmed the correct product, the transfer vector was co-transfected with infectious
tkLTRZ-1 DNA (Coen et al., 1989; Leib et al., 1989) into Vero cells using Effectene
(Qiagen) transfection reagent following the manufacturer’s instructions. Screening for
recombinant virus was done based on the formation of white plaques and confirmed by
sequencing. Recombinant virus was purified by limiting dilution three times as described

previously (Griffiths and Coen, 2003).
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Acyclovir sensitivity assays. Sensitivity of viruses to acyclovir was assessed by plaque

reduction assay, essentially as described previously (Coen et al., 1985).

Antibodies. The rat antiserum raised against UL24 has been described previously
(Pearson and Coen, 2002). For Western blotting of HA-tagged protein, anti-HA
monoclonal antibodies from Covance were used. The remaining primary antibodies were
as follows: rat monoclonal anti-HA high specificity (Roche), mouse monocional anti-gB
(Fitzgerald Intl.), mouse monoclonal anti-ICP8 (Chemicon), rabbit monoclonal anti-coilin
(Sigma), mouse monoclonal anti-C23 (nucleolin) (Santa Cruz Biotechnology), mouse
monoclonal anti-fibrillarin (Covance), mouse monoclonal anti-histone H] (Upstate),
rabbit polyclonal anti- actin (Biolegend). Secondary antibodies used were as follows:
ECL anti-rat IgG horseradish peroxidase conjugate (HRP) (GE), anti-mouse 1gG HRP
(Calbiochem), anti-rabbit 1gG HRP (Jackson ImmunoResearch), Alexa Fluor” 488 Goat
Anti-Rat 1gG, Alexa Fluor™ 568 Goat Anti-Mouse 1gG, Alexa Fluor® 568 Goat Anti-
rabbit 1gG, and Alexa Fluor™ 488 Goat Anti-mouse lgG (Invitrogen).

Immunostaining and fluorescence microscopy. Vero cells were grown on coverslips
and infected at an MOI of 10 with KOS, vHA-UL24, UL24XB or UL24XG. At the
indicated hpi, cells were fixed and stained essentially as described previously (Chi and
Wilson, 2000). Cells were washed with phosphate buffered saline (PBS) and fixed in 2%
paraformaldehyde for 10 minutes (min). Fixed cells were stored at 4°C overnight in PBS.
Cells were permeabilized by incubation in 0.1% Triton X-100 diluted in PBS for 10 min,
washed twice with PBS, and then blocked with NATS (20% NCS and 0.5% Tween 20 in
PBS) for 30 min. Incubation with the appropriate primary antibody was carried out in a
humidified chamber at 37°C for 1 hour. Cells were washed 4 x 5 min in PBS, and
incubated with the secondary antibody for 1 hour. Coverslips were washed as described
above, and, where indicated, nuclei were then stained with 2 pM Draq5 (Biostatus
limited) for 3 min at 37°C. After rinsing 1 x in PBS, coverslips were mounted on
microscope slides using Prolong” or ProlongGold" antifade reagent (Invitrogen). For the
confocal images, cells were visualized using the BioRad Radiance 2000 confocal with an

Argon-Krypton laser at 488 and 568 nm (diode 638) mounted onto the Nikon E800
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microscope (100x objective, N.A. 1.4). Figures based on the TIF files of 1mages were

assembled using Adobe Photoshop.

Western blotting. Western blot analyses were carried out essentially as described
previously (Pearson and Coen, 2002). Proteins were transferred to PVDF membrane.
Detection was by Enhanced chemiluminescence plus (GE) according to the

manufacturer’s instructions.

66



ACKNOWLEDGMENTS

We would like to thank Marcel Desrosiers of the INRS-Institut Armand-Frappier
Cytometry and Fluorescence Microscopy facility for technical assistance with the
confocal microscopy experiments. We would also like to thank Donald M. Coen
(Harvard Medical School) for providing the HSV-1 strains, KOS, tkLTRZ-1, UL24XB,
and UL24XG. We acknowledge financial support for the initial stages of this work from
grant RO1 AlI26126 of the National Institutes of Health to Donald M. Coen, M.H.L. was
awarded a scholarship from the Armand-Frappier Foundation. This work was supported
by grants from the Fondation de Recherche en Santé du Québec (FRSQ), the Canadian
Foundation for Innovation, and the National Science and Engineering Research Council

of Canada to A.P. A.P. was the recipient of an FRSQ Research Scholar award.

67



References

Andersen, J. S., Lyon, C. E., Fox, A. H., Leung, A. K., Lam, Y. W_, Steen, H., Mann, M.,
and Lamond, A. 1. (2002). Directed proteomic analysis of the human nucleolus.
Curr Biol 12(1), 1-11.

Avitabile, E., Ward, P. L., Di Lazzaro, C., Torrisi, M. R., Roizman, B., and Campadelli-
Fiume, G. (1994). The herpes simplex virus UL20 protein compensates for the
differential disruption of exocytosis of virions and viral membrane glycoproteins
associated with fragmentation of the Golgi apparatus. J. Virol. 68(11), 7397-7405.

Besse, S., and Puvion-Dutilleul, F. (1996). Intranuclear retention of ribosomal RNAs in
response to herpes simplex virus type 1 infection. J Cell Sci 109 ( Pt 1), 119-29.

Cai, W. H,, Gu, B., and Person, S. (1988). Role of glycoprotein B of herpes simplex virus
type 1 in viral entry and cell fusion. J Virol 62(8), 2596-604.

Carmo-Fonseca, M., Mendes-Soares, L., and Campos, 1. (2000). To be or not to be in the
nucleolus. Nat Cell Biol 2(6), E107-12.

Chi, J. H., and Wilson, D. W. (2000). ATP-Dependent localization of the herpes simplex
virus capsid protein VP26 to sites of procapsid maturation. J Virol 74(3), 1468-76.

Ching, R. W, Dellaire, G., Eskiw, C. H., and Bazett-Jones, D. P. (2005). PML bodies: a
meeting place for genomic loci? J Cell Sci 118(Pt 5), 847-54.

Coen, D. M., Fleming, H. E., Jr, Leslie, L. K., and Retondo, M. J. (1985). Sensitivity of
arabinosyladenine-resistant mutants of herpes simplex virus to other antiviral
drugs and mapping of drug hypersensitivity mutations to the DNA polymerase
locus. J. Virol. 53(2), 477-488.

Coen, D. M., Kosz-Vnenchak, M., Jacobson, J. G, Leib, D. A, Bogard, C. L., Schaffer,
P. A, Tyler, K. L., and Knipe, D. M. (1989). Thymidine kinase-negative herpes
simplex virus mutants establish latency in mouse trigeminal ganglia but do not
reactivate. Proc Natl Acad Sci U S A 86(12), 4736-40.

Coen, D. M., and Schaffer, P. A. (1980). Two distinct loci confer resistance to
acycloguanosine in herpes simplex virus type 1. Proc Natl Acad Sci U S A T1(4),
2265-9.

Davar, G., Kramer, M. F_, Garber, D., Roca, A. L., Andersen, J. K., Bebrin, W., Coen, D.
M., Kosz-Vnenchak, M., Knipe, D. M., Breakefield, X. O., and et al. (1994).
Comparative efficacy of expression of genes delivered to mouse sensory neurons
with herpes virus vectors. J Comp Neurol 339(1), 3-11.

Davison, A. J. (2002). Evolution of the herpesviruses. Vet Microbiol 86(1-2), 69-88.

de Bruyn Kops, A., and Knipe, D. M. (1988). Formation of DNA replication structures in
herpes virus-infected cells requires a viral DNA binding protein. Cell 55(5), 857-
68.

de Bruyn Kops, A, Uprichard, S. L., Chen, M., and Knipe, D. M. (1998). Comparison of
the intranuclear distributions of herpes simplex virus proteins involved in various
viral functions. Virology 252(1), 162-78.

Foster, T. P., and Kousoulas, K. G. (1999). Genetic analysis of the role of herpes simplex
virus type | glycoprotein K in infectious virus production and egress. J. Virol.
73(10), 8457-8468.

Gall, J. G. (2001). A role for Cajal bodies in assembly of the nuclear transcription
machinery. FEBS Lett 498(2-3), 164-7.

68



Gniffiths, A., and Coen, D. M. (2003). High-frequency phenotypic reversion and
pathogenicity of an acyclovir-resistant herpes simplex virus mutant. J Virol 77(3),
2282-6.

Hong-Yan, Z., Murata, T., Goshima, F., Takakuwa, H., Koshizuka, T., Yamauchi, Y ..
and Nishiyama, Y. (2001). Identification and characterization of the UL24 gene
product of herpes simplex virus type 2. Virus Genes 22(3), 321-327.

Hutchinson, L., and Johnson, D. C. (1995). Herpes simplex virus glycoprotein K
promotes egress of virus particles. J. Virol. 69(9), 5401-5413.

Jacobson, J. G., Chen, S. H., Cook, W. J., Kramer, M. F., and Coen, D. M. (1998).
Importance of the herpes simplex virus UL24 gene for productive ganglionic
infection in mice. Virology 242(1), 161-9.

Jacobson, J. G., Martin, S. L., and Coen, D. M. (1989). A conserved open reading frame
that overlaps the herpes simplex virus thymidine kinase gene is important for viral
growth in cell culture. J. Virol. 63(4), 1839-1843.

Johnson, D. C., Frame, M. C., Ligas, M. W, Cross, A. M., and Stow, N. D. (1988).
Herpes simplex virus immunoglobulin G Fc receptor activity depends on a
complex of two viral glycoproteins, gE and gl. J Virol 62(4), 1347-54.

Kashuba, E., Mattsson, K., Klein, G., and Szekely, L. (2003). pl4AREF induces the
relocation of HDM2 and p53 to extranucleolar sites that are targeted by PML
bodies and proteasomes. Mol Cancer 2, 18.

Knizewski, L., Kinch, L., Grishin, N. V., Rychlewski, L., and Ginalski, K. (2006).
Human herpesvirus | UL24 gene encodes a potential PD-(D/E)XK endonuclease.
J Virol 80(5), 2575-7.

Lam, Y. W, Lyon, C. E., and Lamond, A. 1. (2002). Large-scale isolation of Cajal bodies
from Hel.a cells. Mol Biol Cell 13(7), 2461-73.

Lamberti, C., and Weller, S. K. (1998). The herpes simplex virus type |
cleavage/packaging protein, UL32, is involved in efficient localization of capsids
to replication compartments. J Virol 72(3), 2463-73.

Lamond, A. L, and Sleeman, J. E. (2003). Nuclear substructure and dynamics. Curr Biol
13(21), R825-8.

Leib, D. A., Bogard, C. L., Kosz-Vnenchak, M., Hicks, K. A.. Coen. D. M., Knipe, D.
M., and Schaffer, P. A. (1989). A deletion mutant of the latency-associated
transcript of herpes simplex virus type 1 reactivates from the latent state with
reduced frequency. J Virol 63(7), 2893-900.

Leopardi, R., Ward, P. L., Ogle, W. O., and Roizman, B. (1997). Association of herpes
simplex virus regulatory protein ICP22 with transcriptional complexes containing
EAP, ICP4, RNA polymerase II, and viral DNA requires posttranslational
modification by the U(L)13 proteinkinase. J Virol 71(2), 1133-9.

Lopez-Iglesias, C., Puvion-Dutilleul, F., Cebrian, J., and Christensen, M. E. (1988).
Herpes simplex virus type 1-induced modifications in the distribution of nucleolar
B-36 protein. Eur J Cell Biol 46(2), 259-69.

MacLean, C. A, Rixon, F. J., and Marsden, H. S. (1987). The products of gene US11 of
herpes simplex virus type 1 are DNA-binding and localize to the nucleoli of
infected cells. J Gen Virol 68 ( Pt 7), 1921-37.

Matera, A. G. (2003). Cajal bodies. Curr Biol 13(13), R503.

69



Maul, G. G., Guldner, H. H., and Spivack, J. G. (1993). Modification of discrete nuclear
domains induced by herpes simplex virus type 1 immediate early gene | product
(ICP0). J Gen Virol 74 ( Pt 12), 2679-90.

Maul, G. G., Ishov, A. M., and Everett, R. D. (1996). Nuclear domain 10 as preexisting
potential replication start sites of herpes simplex virus type-1. Virology 217(1),
67-75.

Monier, K., Armas, J. C,, Etteldorf, S., Ghazal, P., and Sullivan, K. F. (2000). Annexation
of the interchromosomal space during viral infection. Nar Cell Biol 2(9), 661-5.

Morency, E., Coute, Y., Thomas, J., Texier, P., and Lomonte, P. (2005). The protein
ICPO of herpes simplex virus type | is targeted to nucleoli of infected cells. Arch
Virol 150(11), 2387-95.

Olson, M. O., Dundr, M., and Szebeni, A. (2000). The nucleolus: an old factory with
unexpected capabilities. Trends Cell Biol 10(5), 189-96.

Pearson, A., and Coen, D. M. (2002). Identification, localization, and regulation of
expression of the UL24 protein of herpes simplex virus type 1. J. Virol. 76(21),
10821-10828.

Phelan, A., Dunlop, J., Patel, A. H., Stow, N. D., and Clements, J. B. (1997). Nuclear
sites of herpes simplex virus type | DNA replication and transcription colocalize
at early times postinfection and are largely distinct from RNA processing factors.
J Virol T1(2), 1124-32.

Puvion-Dutilleul, F. (1987). Localization of viral-specific 21 kDa protein in nucleoli of
herpes simplex infected cells. Eur J Cell Biol 43(3), 487-98.

Rice, S. A., and Knipe, D. M. (1990). Genetic evidence for two distinct transactivation
functions of the herpes simplex virus alpha protein ICP27. J. Virol. 64(4), 1704-
1715.

Rice, S. A., Long, M. C,, Lam, V_, and Spencer, C. A. (1994). RNA polymerase 1l is
aberrantly phosphorylated and localized to viral replication compartments
following herpes simplex virus infection. J Virol 68(2), 988-1001.

Roizman, B., and Knipe, D. M. (2001). Herpes simplex viruses and their replication. 4th
ed. In "Fields Virology" (D. M. Knipe, and P. M. Howley, Eds.), Vol. 2, pp. 2399-
2459. 2 vols. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia.

Sanders, P. G., Wilkie, N. M., and Davison, A. J. (1982). Thymidine kinase deletion
mutants of herpes simplex virus type 1. J. Gen. Virol 63(2),277-295.

Scott, E. S., and O'Hare, P. (2001). Fate of the inner nuclear membrane protein lamin B
receptor and nuclear lamins in herpes simplex virus type 1 infection. J Virol
75(18), 8818-30.

Simpson-Holley, M., Baines, J., Roller, R., and Knipe, D. M. (2004). Herpes simplex
virus 1 U(L)31 and U(L)34 gene products promote the late maturation of viral
replication compartments to the nuclear periphery. J Virol 78(11), 5591-600.

Spear, P. G. (1993). Membrane fusion induced by herpes simplex virus. /n "Viral fusion
mechanisms"” (J. Bentz, Ed.), pp. 201-232. CRC Press Inc., Boca Raton.

Srivastava, M., and Pollard, H. B. (1999). Molecular dissection of nucleolin's role in
growth and cell proliferation: new insights. Faseb J 13(14), 1911-22.

Stenberg, R. M., and Pizer, L. 1. (1982). Herpes simplex virus-induced changes in cellular
and adenovirus RNA metabolism in an adenovirus type 5-transformed human cell
line. J Virol 42(2), 474-87.

70



Taus, N. S., Salmon, B., and Baines, J. D. (1998). The herpes simplex virus 1 UL 17 gene
1s required for localization of capsids and major and minor capsid proteins to
intranuclear sites where viral DNA is cleaved and packaged. Virology 252(1),
115-25.

Taylor, T. J., McNamee, E. E., Day, C., and Knipe, D. M. (2003). Herpes simplex virus
replication compartments can form by coalescence of smaller compartments.
Virology 309(2), 232-47.

Tognon, M., Guandalini, R., Romanelli, M. G., Manservigi, R., and Trevisani, B. (1991).
Phenotypic and genotypic characterization of locus Syn 5 in herpes simplex virus
1. Virus Res. 18(2-3), 135-150.

Tollervey, D., Lehtonen, H., Jansen, R, Kern, H., and Hurt, E. C. (1993). Temperature-
sensitive mutations demonstrate roles for yeast fibrillarin in pre-rRNA processing,
pre-rRNA methylation, and ribosome assembly. Cell 72(3), 443-57.

Turner, A, Bruun, B., Minson, T., and Browne, H. (1998). Glycoproteins gB, gD, and
gHgL of herpes simplex virus type I are necessary and sufficient to mediate
membrane fusion in a Cos cell transfection system. J Virol 72(1), 873-5.

Tuteja, R, and Tuteja, N. (1998). Nucleolin: a multifunctional major nucleolar
phosphoprotein. Crit Rev Biochem Mol Biol 33(6), 407-36.

Uprichard, S. L., and Knipe, D. M. (1997). Assembly of herpes simplex virus replication
proteins at two distinct intranuclear sites. Virology 229(1), 113-25.

Wagner, E. K., and Roizman, B. (1969). Ribonucleic acid synthesis in cells infected with
herpes simplex virus. I. Patterns of ribonucleic acid synthesis in productively
infected cells. J Virol 4(1), 36-46.

Wang, S. K.. Duh, C. Y., and Chang, T. T. (2000). Cloning and identification of
regulatory gene UL76 of human cytomegalovirus. J Gen Virol 81(Pt 10), 2407-
16.

Wang, S. K., Duh, C. Y., and Wu, C. W. (2004). Human cytomegalovirus UL76 encodes
a novel virion-associated protein that is able to inhibit viral replication. J Virol
78(18), 9750-62.

Ward, P. L., Campadelli-Fiume, G., Avitabile, E., and Roizman, B. (1994). Localization
and putative function of the UL20 membrane protein in cells infected with herpes
simplex virus 1. J. Virol. 68(11), 7406-7417.

Weller, S. K., Aschman, D. P_, Sacks, W. R., Coen, D. M., and Schaffer, P. A. (1983).
Genetic analysis of temperature-sensitive mutants of HSV-1: the combined use of

complementation and physical mapping for cistron assignment. Virology 130(2),
290-305.

71



u
S 9 tLTRZ-1

thLTRZ-1

pKOSHA-UL24
BamH! HA BamHI!

5 vHA-UL24

Fig. 1 Construction of vHA-UL24. Diagram representing the construction of VHA-
UL24. The top line corresponds to the HSV-1 genome with the unique long (U, ) and
short (Us) regions defined, and the repeated regions denoted by hatched boxes. Below, is
the UL24 locus of the starting virus t\LTRZ-1, where the thick arrows represent the tk
(UL23) and UL24 genes with the region of overlap between them indicated by a
checkered box. The thin arrows immediately above denote the tk and UL24 open reading
frames. The /acZ gene insertion in tk of tkLTRZ-1 is indicated by vertical lines.
Recombination between kL TRZ-1 and the transfer plasmid pKOSHA-UL24 which
contains an HA insertion (open box), results in the recombinant virus vHA-UL24. F 1gure
1s not to scale.
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Fig. 2 Characterization of vHA-UL24. (A) Western blot analysis of vHA-UL24-
infected cells. Lysates from mock-infected cells or cells infected with either KOS or
VHA-UL24 were subjected to Western blotting with an antibody directed against the HA
epitope (top panel). The blot was subsequently stripped and incubated with antiserum
raised against recombinant UL24 (middle panel). As a loading control, the blot was
stripped and incubated with an antibody against gB (bottom panel). The positions of
molecular mass makers are indicated to the left of the panels. Arrows indicate the
positions of HA-UL24, UL24, or gB. (B) Viral yield assay. Vero cells were infected in
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duplicate with either KOS, vHA-UL24 or UL24XB at an MOI of 5. At the indicated hpi,
total virus (supernatant and cell-associated) was harvested. Titers of harvested virus are
presented in pfu per ml. Error bars represent standard error of the means. (C) ACV
sensitivity plaque reduction assay. Monolayers of Vero cells were infected in triplicate
with either KOS, vHA-UL24, or tkLTRZ1, and overlayed with DMEM containing
methylcellulose and varying concentrations of ACV. Percent of plaques formed as
compared to the number of plaques obtained in the no drug control wells are indicated.
Error bars represent standard deviations. (D) Plaque morphology of VHA-UL24. Shown
are photographs of Vero cells infected with KOS, vHA-UL24, or UL24XB, grown at
34°C (top panels), 37°C (middle panels) or 39°C (bottom panels).
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Fig. 3 Time course of HA-UL24 localization in infected cells. Vero cells were
infected with either vHA-UL24 (A panels) or KOS (B panels) at an MOI of 10. Cells
were fixed at the indicated times post-infection, and processed for IF using a monoclonal
antibody directed against HA and a secondary antibody conjugated to Alexa 488. A close
up of the staining at 9 hpi is included below the corresponding panel.
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Fig. 4 HA-UL24 localizes to nucleoli of infected cells. Vero cells were infected with
VHA-UL24 at an MOI of 10, processed for IF at 9 hpi, and visualized by confocal
microscopy. Infected cells were co-stained for HA (staining shown in panels 1, 4, 7, 10,
13) and for one of the following nuclear compartment markers: ICP8 (A, panel 2),
nucleolin (B, panel 5), fibrillarin (C, panel 8), coilin (D, panel 11), and histone HI1 (E,
panel 14). Merged images are shown in the right-hand panels (3, 6, 9, 12, 15). Alexa
488- and Alexa 568-conjugated secondary antibodies were used for the HA staining, and
stamning of the various nuclear compartments respectively.
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Fig. 5 Effect of HSV-1 infection on the sub-nuclear distribution of nucleolin. Vero
cells were mock-infected (panels 1and 2) or infected at an MOI of 10 with either KOS
(panels 3-6), UL24XB (panels 7-10), or UL24XG (panels 11-14). Cells were processed
for IF at 9 and 18 hpi, and were visualized by confocal microscopy. Cells were stained
with a monoclonal antibody directed against nucleolin and an Alexa 488-coupled
secondary antibody. Nuclei were stained with Draq5. The right-hand image of each pair
of panels is a close up of nuclei from the corresponding panel to the left.
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Fig. 6. Effect of HSV-1 infection on the sub-nuclear distribution of fibrillarin. Vero
cells were mock infected (panels 1 and 2) or infected at an MOI of 10 with either KOS
(panels 3-6), UL24XB (panels 7-10), or UL24XG (panels 11-14). Cells were processed
for IF at 9 and 18 hpi, and were visualized by confocal microscopy. Cells were stained
with a monoclonal antibody directed against fibrillarin and an Alexa 488-coupled
secondary antibody. Nuclei were stained with Drag5. The right-hand image of each pair
of panels is a close up of nuclei from the corresponding panel to the left.
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Fig. 7. Steady-state levels of nucleolin in HSV-1-infected cells. Vero cells were
infected with either KOS or UL24XB and harvested at 18 hpi. Lysates from mock-
infected cells or cells infected with either KOS or UL24XB were subjected to Western
blotting with an antibody directed against nucleolin (top panel). As a loading control, the
blot was stripped and incubated with an antibody against B-actin (bottom panel). The
positions of molecular mass makers are indicated to the left of the panels. Arrows
indicate the positions of nucleolin or B-actin.
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Relocalization of Upstream Binding Factor to viral replication compartments is UL24-
independent, and follows the onset of herpes simplex virus 1 DNA synthesis.
Maria H. Lymberopoulos and Angela Pearson. Journal of Virology. 2010.
84(9):4810-4815.

Résumé de la deuxiéme publication

Titre : La relocalisation UL24-indépendante de «upstream binding factor» dans les
compartiments de réplication viraux survient suite au début de la synthése de I’ADN
viral.

L’infection par le virus herpés simplex 1 (VHS-1) induit la relocalisation de
plusieurs protéines nucléolaires. Dans une étude précédente, nous avons déterminé que la
nucléoline était dispersée de maniére UL24-dépendante lors de I'infection, tandis que la
redistribution de la fibrillarine était indépendante de UL24. Dans cette étude, nous avons
trouvé que la redistribution de deux composantes de la machinerie cellulaire pour la
transcription par I’ARN polymérase | (ARNpoll), upstream binding factor (UBF) et
RPA194, sont redistribués de maniere UL24-indépendante pendant I’infection. Toutefois,
la cinétique et les sites de redistribution de la fibrillarine et de UBF différent, ce qui
suggere I’implication de différents mécanismes dans ces deux processus. Par contre, UBF
demeure associé a RPA194 pendant leur redistribution. Bien que UBF est redistribué
dans les compartiments de réplication viraux pendant I’infection, nous n’avons pas
détecté de points de UBF t6t dans I’infection aux sites de synthése de I’ ADN viral. Ceci
suggere qu’a ce temps, UBF pourrait ne pas étre impliqué directement dans la réplication

de ’ADN viral.
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ABSTRACT

Herpes simplex virus | (HSV-1) induces relocalization of several nucleolar
proteins. We have found that as for fibrillarin, the HSV-1-induced redistribution of two
RNA polymerase 1 components, Upstream Binding Factor (UBF) and RPA 194, was
independent of the viral protein UL24, which affects nucleolin localization.
Nevertheless, the kinetics and sites of redistribution for fibrillarin and UBF differed.
Interestingly, UBF remained associated with RPA 194 during infection. Although UBF is
redistributed to viral replication compartments during infection, we did not detect foci of
UBF at early sites of viral DNA synthesis suggesting that it may not be directly involved

in this process at early times.
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Viruses often usurp host cell functions to promote their own replication, and
several have been shown to recruit nucleolar proteins (reviewed 1n 11, 12). Examples
include the interaction of nucleolin with the internal ribosome entry site (IRES) of
poliovirus where it stimulates IRES-dependent translation (13), or the recruitment of
Upstream Binding Factor (UBF) to adenovirus replication centers where it enhances viral
DNA replication (19). Herpes simplex virus 1 (HSV-1) infection induces changes to the
morphology and composition of nucleoli; they become elongated (5) and multiple
nucleolar proteins are redistributed. Nucleolin is dispersed in a manner dependent on the
viral protein UL24 (4, 21, 22), and mutations in the putative endonuclease motif
identified in UL24 (17) are important for the dispersal of nucleolin (3). Cells in which
nucleolin expression has been knocked down by siRNA treatment for five days produced
viral yields that were reduced 23-fold and 10-fold at 16hpi and 24 hpi, respectively in a
multistep replication assay (8). UL24 is expressed with leaky-late kinetics (29), is
important for optimal viral yields (14, 15)—especially in neurons—and transiently
localizes to nucleoli during infection (22). In addition, ectopic expression of UL24 and
several of its homologs induce a G2-M cell cycle block (26, 27). Fibrillarin and B23 are
also redistributed during HSV-1 infection, redistribution of the former having been
shown to be independent of UL24 (8, 22, 25). Nucleolin, B23 and fibrillarin contribute to
the formation of mature rRNA (reviewed in 6, 9). During infection, fibrillarin is
redistributed as small spots within nuclei (22), some of which localize to centromeres
(25). The RNAPI transcription factor UBF stimulates the formation of the RNAPI pre-
initiation complex at the rDNA promoter (2), and also binds throughout rDNA (28) to
modulate chromatin structure (30). During HSV-1 infection, foci of UBF accumulate in
viral replication compartments (VRCs) and UBF has been proposed to be involved in
viral DNA replication (32).

The redistribution of nucleolar proteins in HSV-1 infected cells can be grouped
into UL24-dependent and UL24-independent events. Because the redistribution pattern
of UBF is similar to that of fibrillarin—small spots distributed throughout the nucleus—

we hypothesized that it also falls in the UL24-independent category. In this study, we
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tested this hypothesis and further investigated the subnuclear distribution of UBF during

infection, and the kinetics of its relocalization to sites of viral DNA synthesis.

UBF and fibrillarin are redistributed independently during HSV-1 infection.
Because the redistribution patterns of UBF and fibrillarin are similar in HSV-1-infected
cells (22, 32), we asked if they were relocalized together using a time course experiment
to compare their spatial and temporal distribution during infection. For all
immunostaining in this report, Vero cells were infected at a multiplicity of infection of 10
and processed as described previously (22) using secondary antibodies coupled to Alexa
488 or 568, unless indicated otherwise. Images were acquired by confocal microscopy,
and laser intensities were kept constant within a given experiment. Vero cells grown on
coverslips were either mock-infected or infected with the wild type virus KOS. At 3, 6,
12 and 18 hours post infection (hpi), cells were fixed, blocked with human serum
(Sigma), and immunostained using antibodies against fibrillarin (Covance) and UBF
(Santa Cruz). Cells were visualized by confocal microscopy. As expected, in mock-
infected cells both UBF and fibrillarin localized to nucleoli in one or two foci within
nuclei (Fig. 1). As early as 3 hpi, we observed small spots of UBF redistributed from
nucleoli. As infection progressed, both UBF and fibrillarin were relocalized as spots
throughout the nucleoplasm but mainly remained separate. Thus, the localization and
kinetics of fibrillarin and UBF redistribution differed during HSV-1 infection, suggesting

that different mechanisms are involved in their relocalization.

Redistribution of UBF and a catalytic subunit of RNApoll is UL24-independent.
Previously, we found that HSV-1-induced nucleolar modifications could be classified
according to their dependence on the viral protein UL24 (22). Here we asked whether the
relocalization of UBF was dependent on UL24, and how the association of UBF with a
catalytic subunit of RNAPI, RPA 194, was affected during infection. Cells were either
mock-infected, or infected with KOS or the UL24-deficient virus UL24X (14), fixed at
18 hpi and stained for UBF or RPA 194 (Santa Cruz). In mock-infected cells, UBF and
RPA194 were found in foci corresponding to nucleoli (Fig. 2A, left hand panels). We
found that, as for UBF, HSV-1 caused the redistribution of RPA 194 into small spots
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throughout the nucleus (Fig. 2A, middle panels). Similar staining patterns were observed
for both proteins in UL24X-infected cells indicating that UL24 is not required for these
effects (Fig. 2A, right hand panels). To determine if the redistribution of UBF and
RPA194 was dependent on viral DNA replication, cells were infected in the presence of
300 pg/mL phosphonoacetic acid (PAA) (Sigma). We continued to detect some
redistribution of UBF in the presence of PAA (Fig. 2B), suggesting that the trigger for the
relocalization of these factors occurs independently of viral DNA replication.

UBF associates with the RNAPI transcription initiation machinery through
interactions with RNAPI associated factor 53 (PAF53) (10) and SL1 subunits (1, 18).

We next investigated whether UBF remained associated with RNAPI during infection.
KOS-infected cells were fixed at either 9 or 18 hpi, then blocked with human serum and
co-stained for UBF and the largest subunit of RNAPI, RPA194 (Santa Cruz). As
expected, they co-localized within nucleoli in mock-infected cells (Fig. 2C, left panels).
Interestingly, in contrast to what we observed for fibrillarin, UBF and RPA 194 remained
co-localized during HSV-1 infection (Fig. 2C, middle and right panels). This is also in
contrast to what was seen by Stow er al. (32); however, their RNAPI antibody likely
recognized the RPA43 subunit (23), while we have looked at the largest RNAPI subunit,
which also forms part of the catalytic site of the enzyme.

Because much of the UBF and RNAPI appeared to be released from nucleoli
during HSV-1 infection, we investigated whether UBF could still be detected bound to
ribosomal genes in infected cells. We performed chromatin immunoprecipitations (ChIP)
on mock- and KOS-infected cells harvested at 10 hpi. ChIPs were performed using the
Magna ChIP™ G kit (Millipore) and antibodies against either UBF or ERp57 (Santa
Cruz), a negative control for rDNA binding. Immunoprecipitated DNA was amplified by
PCR using primers that detect rDNA promoter sequences. As expected, in mock-infected
cells we detected UBF bound to rDNA (Fig. 2D). Similarly, even though it appeared that
large amounts of RNAPI-associated UBF were no longer in nucleoli, we found that
following HSV-1 infection, some UBF remained bound to rDNA. This result is
consistent with findings suggesting that despite a decrease in mature rRNA synthesis

following HSV-1 infection, rDNA continues to be transcribed (31, 33).
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Subnuclear distribution of UBF during infection. To investigate the early kinetics of
UBEF relocalization to VRC:s, infected cells were fixed at 4, 5, 6, and 9 hpi, blocked with
human serum and co-stained using antibodies against UBF and ICP8 (Santa Cruz), a
marker for VRCs. At 4 hpi, negligible amounts of UBF co-localized with early
replication compartments (Fig. 3A). At 5 hpi, we began to detect spots of UBF co-
localizing with ICP8. As infection progressed and VRCs coalesced, increasing amounts
of UBF appeared to be relocalized to these compartments. At both 6 and 9 hpi, most UBF
was detected in spots within VRCs (Fig. 3A), while a portion of UBF staining remained
outside of VRCs, which is similar to what has been reported previously (32). The UBF
outside of VRC:s likely represents the portion that remains associated with rDNA
promoters (Fig. 2D), and continues to function in rRNA synthesis. VRCs are not
homogeneous structures, and several sub-compartments have been identified such as
splicing speckles and virus-induced chaperone-enriched (VICE) domains (7, 20). To
determine whether UBF was recruited to either of these sub-compartments, fixed cells
were blocked using human serum and co-stained for UBF, and either SC35 (Abcam) or
hsc70 (Stressgen) respectively. For the most part, UBF did not co-localize with either
splicing speckles or VICE domains (Fig. 3B) in infected cells, and thus appeared to
represent a distinct sub-compartment found in VRCs; however, we cannot rule out the
possibility that the presence of UBF in VRC:s is an indirect consequence of the large

space occupied by these compartments in the infected cell nucleus.

Absence of UBF from sites of HSV-1 DNA replication at early times in infection. It
has been proposed that UBF recruited to VRCs is involved in HSV-1 DNA replication
(32): however, we did not detect spots of UBF in early VRCs (Fig. 3A). To determine if
relocalized spots of UBF were present at sites of HSV-1 DNA replication at these early
times, cells were stained with Click-iT® EdU (Invitrogen), which marks active sites of
DNA synthesis. Cells were incubated with EQU for 30 min prior to fixation at either 4 or
5 hpi, and co-stained for EJU and UBF, using secondary antibodies coupled to Alexa 647
and Alexa 488, respectively. Z-stack analyses were performed using a confocal
microscope; EdU staining is shown in red to facilitate visualization (Fig. 4). At 4 hpi, we

observed many sites of viral DNA synthesis in which we were unable to detect any spots
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of UBF, while by 5 hpi, UBF began to associate with the growing VRCs. A 3D video of
the Z-stack image at 4 hpi 1s included as supplemental material. Therefore, we found that

early viral DNA synthesis occurred in the apparent absence of UBF.

Impact of HSV-1 infection on the RNAPI transcription machinery. Our results
suggest that UL24-independent nucleolar modifications can be subdivided into at least
two classes—those represented by the redistribution of fibrillarin, and those comprising
the redistribution of UBF and RPA194. The redistribution of spots of UBF to VRCs has
lead to the hypothesis that this factor functions in viral DNA replication. This possibility
was supported by the observation of Stow er al. that in a co-transfection assay, expression
of UBF-EGFP fusion proteins inhibited origin-dependent HSV DNA replication (32).
Our results showing that the redistibution UBF to VRCs follows the onset of viral DNA
replication suggest that UBF may not be required for viral DNA synthesis, at least at
early times in infection; however, we cannot rule out a possible indirect role for UBF in
this process. Nucleoli form around Nucleolar Organizing Regions (NORs), which are
clusters of domains on chromosomes that contain the rDNA repeats (16, 24). The virus-
induced structures containing UBF and RNAPI that we have observed are reminiscent of
pseudo-NORs (23). Pseudo-NORs are RNAPI transcription complexes that assemble on
arrays of ribosomal genes introduced at ectopic sites within the human genome. Pseudo-
NORs are transcriptionally silent and, unlike nucleoli, do not appear to contain nucleolin,
B23 or fibrillarin. Although we recognize that this is an artificial system, the formation
of these structures in infected cells suggests that they may serve a particular function in
this context. Because the formation of pseudo-NORs is based on the interaction of UBF
with a specific DNA target, it suggests that the UBF/RNAPI complexes also form on
specific DNA sequences within VRCs; however, to date we have not detected any
specific interaction between UBF and viral promoter DNA 1n infected cells. Given the
role of UBF in altering the chromatin structure of rDNA, one possible function of the
UBF/RNAPI complexes in VRCs may be to modulate the structure of particular loci in

the viral genome to promote a particular stage in viral replication.
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UBF Fibrillarin

Merge

Fig. 1. UBF and fibrillarin are redistributed separately during HSV-1 infection.
Confocal images showing a time course of fibrillarin (green) and UBF (red) redistribution
during infection. Arrows indicate relocalized spots of UBF prior to the redistribution of
fibrillarin. Merged images are shown in the bottom panels. Nuclei were stained with
Draq 5 (blue, Biostatus Limited).
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Fig. 2. UL24-independent relocalization of components of the RNAPI machinery
upon infection with HSV-1. (A) Confocal images of mock-, KOS- and UL24X-
infected cells stained for either UBF (top panels) or RPA 194 (bottom panels) at 18 hpi.
(B) Shown are KOS-infected cells that remained untreated (left-hand panels) or that were
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treated with PAA (right-hand panels), and stained for either UBF or RPA194 at 18 hpi.
Nuclei were stained with Draq 5 (blue). (C) Mock- or KOS-infected cells were co-
stained for UBF (green) and RPA194 (red). Merged confocal images are shown in the
bottom panels. Nuclei were stained with Draq 5 (blue). (D) ChIP assays on lysates from
mock- or KOS-infected cells at 10 hpi using UBF or control antibodies. Input represents
1/100 of sample analyzed in ChIPs. Shown is an agarose gel of the PCR products
obtained using primers detecting rDNA promoter sequences. Minus and plus signs
represent negative (water) and positive (Vero cell DNA) PCR controls respectively.
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Fig. 3. Sub-nuclear localization of UBF in HSV-1 infected cells. (A) Time course of
UBEF relocalization to VRCs. Infected cells were co-stained for UBF (green) and ICP8
(red). Merged confocal images are presented in the bottom panels. (B) Vero cells were
co-stained at 18 hpi for either UBF (green) and SC35, a marker for nuclear speckles (red)
(top panels), or UBF (red) and hsc70, a marker for VICE domains (green) (bottom
panels). Merged confocal images are shown in the nght-hand panels. Nuclei were
stained with Draq 5 (blue).
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4 hpi

5 hpi

Fig. 4. HSV-1 DNA synthesis begins prior to the relocalization of UBF to VRCs.
Vero cells were infected for 4 (top panels) or 5 hours (bottom panels), and co-stained for
UBF (green) and EdU, a marker for active DNA synthesis (red). Images are Z-stacks
taken using a confocal microscope. Merged images are shown in the right-hand panels.
Arrows indicate co-localization of redistributed spots of UBF and sites of DNA synthesis
at 5 hpi. A video of the Z-stack at 4 hpi is provided in the supplemental material.
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Involvement of UL24 in herpes simplex virus-1 induced dispersal of B23 and in nuclear
egress. Marnia H. Lymberopoulos, Amélie Bourget, Nawel Ben Abdeljelil,
and Angela Pearson.

Résumé de la troisiéme publication

Titre : Implication de UL24 dans la dispersion de B23 induite par le virus herpés simplex

I et dans la sortie des nucléocapsides du noyau.

UL24 du virus herpes simplex 1 est conservé dans la famille des Herpesviridae et
est important pour la réplication efficace du virus. De plus, UL24 est impliqué dans la
dispersion de la nucléoline pendant I’infection. Nous avons démontré précédemment que
des résidus conservés dans la protéine UL24, incluant des résidus dans le motif
d’endonucléase, sont importants pour la redistribution de la nucléoline. Dans cette étude,
nous avons testé I’hypothése que UL24 est aussi impliqué dans la dispersion de la
protéine nucléolaire B23. Nous avons trouvé que dans les cellules infectées par le VHS-1,
la dispersion de B23 est UL24-dépendante. Par la suite, nous avons démontré que UL24
est suffisant pour induire la redistribution de B23 dans des essais de transfection
transitoire, et que cette fonction est contenue dans le domaine N-terminal. qui est la
portion conservée de UL24. Des analyses mutationnelles ont révélé que comme pour la
dispersion de la nucléoline, le motif d’endonucléase de UL24 est aussi important pour la
dispersion de B23 dans des cellules infectées et transfectées. La relocalisation de
protéines du nucléole lors de I’infection par le VHS-1 est similaire dans une lignée
cellulaire non-transformée, tant pour la redistribution des protéines que pour la
dépendance sur I’expression de UL24. L analyse par microscopie électronique de cellules
infectées a révélé une réduction dans le ratio de particules dans le noyau versus le
cytoplasme dans les cellules infectées avec le virus déficient en UL24, par rapport au
virus sauvage. Nos résultats suggerent que les modifications induites au nucléole par

UL24 pourraient promouvoir la sortie des nucléocapsides du noyau lors de I’infection.

* Ce manuscrit est en préparation.

99



Contribution des auteurs

Maria H. Lymberopoulos : Expériences et génération des figures 1, 3, 5 et du tableau 1.

Rédaction et révision du manuscrit.

Amélie Bourget : Expériences et génération de la figure 2.

Nawel Ben Abdeljalil : Expériences et génération de la figure 4.

Angela Pearson : Révision <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>