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RÉSUMÉ 

Le virus herpès simplex 1 (VHS-1) est un agent pathog¯ne qui infecte lôHomme en 

ciblant les cellules épithéliales des muqueuses menant à la formation de lésions 

vésiculaires. Par la suite, il infecte les neurones sensitifs où il établit la latence. Le 

génome du VHS-1 est constitu® dôune mol®cule dôADN double brin lin®aire divisée en 

deux segments : la r®gion unique longue et la r®gion unique courte. Lôexistence de 

s®quences r®p®t®es invers®es de part et dôautre de ces segments, permet lôinversion 

de ces régions uniques par un mécanisme de recombinaison homologue. Ces 

®v¯nements dôinversion conduisent ¨ la formation de quatre isom¯res pr®sents en 

quantités équimolaires lors de la réplication du VHS-1. Au cours de cette étape, des 

intermédiaires de réplication vont se former et auront la particularité de présenter des 

structures très ramifiées. La résolution de ces ramifications est  alors facilitée par 

lôaction de prot®ines ¨ fonction nucl®ase. En effet, cette r®plication virale se d®roule 

selon un mode de cercles roulant qui vont produire de longs concatémères 

correspondant à plusieurs unités génomiques liées les unes aux autres. Un clivage 

spécifique de ces concatémères va permettre de libérer une unité génomique virale qui 

pourra ensuite être encapsidée pour former un nouveau virion.  

Le gène ul24 est très bien conservé à travers la famille des Herpesviridae et code pour 

une prot®ine ¨ cin®tique tardive. Dôautre part, il a ®t® identifi® un motif putatif 

dôendonucl®ase de type PD-(D/E)XK spécifique des membres de la superfamille des 

phosphodiestérases dans la partie N-terminale dôUL24. Par ailleurs, la littérature 

rapporte que cette superfamille renferme des recombinases (Kosinski et al., 2005). 

Ainsi, il est propos® quôUL24 favoriserait la production de nouveaux génomes viraux par 

un processus de recombinaison homologue lors de la réplication du VHS-1.  

Afin de tester lôhypoth¯se quôUL24 intervient dans la formation de monom¯res 

génomiques, des cellules Vero ont été infectées par les souches virales KOS (souche 

sauvage VHS-1), UL24X (déficiente en UL24) et UL24XRescue (virus reconstitué). Des 

résultats pr®liminaires de notre laboratoire ont montr® quôUL24 favorise la production de 

monom¯res dôADN g®nomiques du VHS-1. Nous voulions déterminer si le motif 

dôendonucl®ase ®tait important pour la production de monom¯res du g®nome viral en 
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profitant du mutant vUL24-E99A/K101A. Etant donné que ce mutant possède une 

mutation de substitution au niveau du site catalytique dôun motif pr®dit dôendonucl®ase, 

la disposition dôun ç Rescue è de ce mutant semble requise afin dô®tudier si ce dernier 

pourrait permettre de rétablir ce phénotype et ainsi déterminer si ce motif spécifique 

joue un rôle déterminant dans cette production génomique virale. Une stratégie basée 

sur la réaction de polymérisation en chaîne a été développée pour le criblage du virus 

« Rescue ». Ainsi, des approches de recombinaison homologue ont été menées afin de 

produire un virus « Rescue »  à partir du mutant E99A/K101A. Un clone vUL24X-

E99A/K101ARescue a été purifié puis caractérisé. Ce virus a ensuite été utilisé pour 

infecter des cellules Vero, ce qui a permis de démontrer un rétablissement dans la 

quantité de monomères génomiques à des niveaux comparables à ceux de KOS. 

Par la suite, un test de recombinaison a été effectué à partir de cellules infectées par 

KOS, UL24X et UL24XRescue. Ce test fait appel ¨ lôusage dôune enzyme SpeI 

sp®cifique pour cliver une seule fois chaque unit® dôADN g®nomique de concat®m¯res 

viraux. Il en résulte la formation de fragments de 118, 152 et 186 kilobases présents à 

des ratios de 1:2:1 respectivement. Des résultats pr®liminaires ont permis dôobserver 

une r®duction dans la quantit® dôun des isomères génomiques pour les cellules 

infectées par UL24X en comparaison à celles infectées par KOS ou UL24XRescue.  

En conclusion, ces résultats mettent en évidence un rôle du motif pr®dit dôendonucl®ase 

dôUL24 dans les m®canismes de synth¯se de nouveaux g®nomes viraux, et suggèrent 

également un rôle de recombinase dôUL24 lors de la r®plication du VHS-1. 
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ABSTRACT 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is a pathogenic agent that infects humans by targeting 

epithelial cells of the mucous membranes leading to the formation of vesicular lesions. 

Thereafter, it infects sensory neurons where it establishes latency. The genome of HSV-

1 consists of a linear double stranded DNA molecule divided into two segments: a 

unique long region and a unique short region. The existence of inverted repeated 

sequences on both sides of these segments, allows the inversion of these unique 

regions by a mechanism of homologous recombination. These  inversion events lead to 

the formation of four isomers present in equimolar amounts during the replication of the 

virus. During this stage, replication intermediates are formed which are characterized by 

highly branched structures. The resolution of these branches is then facilitated by the 

action of proteins possessing a nuclease activity. HSV-1 DNA replication is thought to 

occur via a rolling circle model which produces long concatemers corresponding to 

several genomic units linked as head-to-tail repeats. A specific cleavage of these 

concatemers releases a single viral genomic unit which can then be encapsidated to 

form a new virion.   

The ul24 gene is very well conserved throughout the Herpesviridae family and codes for 

a late protein. In addition, it has been shown to contain a PD (D/E) XK endonuclease 

motif, which is specific to the members of a phosphodiesterase superfamily. This motif 

is located in the N-terminal part of UL24. Interestingly, the literature reports that this 

superfamily contains recombinases (Kosinski and Al, 2005). Thus, we proposed that 

UL24 promotes the production of new viral genomes by a process of homologous 

recombination during HSV-1 replication.  

In order to test the hypothesis that UL24 is involved in the formation of genomic 

monomers, Vero cells were infected with the viral strains KOS (wild type strain of HSV-

1), UL24X (defective in UL24) and vUL24XRescue (reconstituted virus). Preliminary 

results from our laboratory suggested that UL24 supports the production of genomic 

monomers of HSV-1 DNA. We set out to determine whether the endonuclease motif of 

UL24 was important for the production of viral genomic monomers by using the vUL24-

E99A/K101A viral mutant. Since this mutant contains substitutions the putative catalytic 
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site of the predicted endonuclease motif, the availability of a ñRescueò of this mutant 

was necessary to test if this specific motif plays a role in the production of viral 

genomes. A strategy based on a polymerization chain reaction was developed to screen 

for the ñRescueò virus. A homologous recombination approach was used to produce a 

ñRescueò virus from the vE99A/K101A mutant. A purified vUL24X-E99A/K101ARescue 

clone was purified and characterized. It was then used to infect Vero cells, which 

showed that vUL24X-E99A/K101ARescue can restore the quantity of genomic 

monomers to levels comparable with those of KOS.   

Thereafter, a recombination test was performed using cells infected with KOS, UL24X 

and vUL24XRescue. This test uses the SpeI restriction enzyme, which specifically 

cleaves each genomic DNA unit once. Cleavage of the viral DNA concatemers results in 

the formation of 118, 152 and 186 kilobase fragments present at ratios of 1:2:1 

respectively. Preliminary results showed a reduction in the quantity of one of the 

genomic isomers for the cells infected by UL24X in comparison with those infected by 

KOS or vUL24XRescue.   

In conclusion, these results highlight a role for the UL24 endonuclease motif in the 

mechanisms of synthesis of new viral genomes, and also suggest a possible 

recombinase role for UL24 during the replication of the HSV-1.  
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1 INTRODUCTION 

1.1 Virus herpès simplex 1 (VHS-1) 

1.1.1 Structure du virion et de son génome 

Dôapr¯s la classification internationale (ICTV), le VHS-1 correspond ¨ lôesp¯ce Herpèsvirus 

humain de type 1, il appartient au genre Simplexvirus, à la sous-famille des Alphaherpèsvirinae, 

à la famille des Herpesviridae et ¨ lôordre des Herpesvirales (Davison et al., 2009). 

La particule virale de lôensemble des herpèsvirus contient trois éléments de structure majeurs : 

une nucl®ocapside renfermant le g®nome, une enveloppe form®e dôune bicouche lipidique et 

une r®gion amorphe riche en prot®ines (situ®e entre la capside et lôenveloppe) appel®e le 

tégument (figure 1) (Whitley and Roizman, 2001; Grünewald et al., 2003).   

La particule virale du VHS-1 comporte une capside à symétrie icosaédrale de 125 nm de 

diamètre pour une masse de 200 MDa. Cette capside est dotée dôune triangulation T ®gale ¨ 16 

et se compose de 162 capsomères (150 hexons et 12 pentons). Le patron de cette capside 

virale nécessite le recrutement de quatre types de protéines : VP5, VP26, VP19C et VP23 

(Newcomb et al., 2000; Zhou et al., 2000; Bowman et al., 2003). Dôautre part, le VHS-1 

présente la particularité de contenir 3 types de capsides au sein du noyau de cellules infectées. 

En effet, il est possible de distinguer les capsides A, B et C. Les capsides A et B ne possèdent 

pas dôinformation g®n®tique virale et sont, ainsi, défectifs à une nouvelle infection (Rixon, 1993; 

Homa and Brown, 1997) tandis que la capside C contient lôADN viral et peut donc constituer 

une particule virale infectieuse. La capside virale du VHS-1 est entour®e dôune bicouche 

lipidique nommée « enveloppe » serties de plusieurs glycoprotéines. Ces dernières ont la 

particularité de pouvoir former des hétérodimères menant à des structures oligomériques 

(Handler et al., 1996) tel que le complexe gH-gL. La glycoprotéine gB constitue la protéine de 

fusion du VHS-1 (Hannah et al., 2007). Enfin, la glycoprotéine gD a été identifiée comme jouant 

un rôle essentiel dans la fixation du virus ¨ la cellule lors de lôinfection et ®galement lors de la 

fusion de lôenveloppe virale avec la membrane cellulaire (Johnson and Ligas, 1988).  
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Figure 1 : Structure du virion VHS-1. Sch®ma repr®sentant les diff®rents composants constitutifs dôun 

virion du VHS-1 : le core contenant le génome viral, autour la capside, le t®gument et lôenveloppe. 

(Modifiée à partir de (Watanabe, 2010)) 

Chez les herpèsvirus, des analyses structurales ont pu mettre en évidence que la voie de 

formation de la capside virale est semblable à celle de bactériophages à ADN tels que P22 et 

HK97 (Newcomb et al., 2001; Gan et al., 2006). 

La particule infectieuse du VHS-1 renferme un g®nome constitu® dôune mol®cule dôADN double 

brin linéaire de 152 kpb composée de deux régions uniques : une unique longue (UL) et une 

unique courte (US). Ces régions présentent à leurs extrémités, des séquences dites répétées et 

inversées (ab-UL-bôaôaôcô-US-ca) (figure 2). Lôexistence de ces séquences spécifiques permet 

lôinversion de ces r®gions uniques par un m®canisme de recombinaison homologue menant ¨ la 

formation de 4 isomères lors de la réplication du VHS-1 (Bataille and Epstein, 1997a). La 

séquence « a » de ces régions répétées directes est en orientation inverse dans la jonction L/S 

et pr®sente la propri®t® dô°tre fortement recombinog®nique. En effet, des plasmides contenant 

des fragments dôADN d®rivant de régions variées du génome viral ont été construits. Puis, 

lôinsertion de ces fragments dans le g¯ne de la thymidine kinase leur permet dôinactiver la 

fonction de cette enzyme. Ces s®quences dôADN du VHS-1 ont ensuite été recombinées avec 

le génome viral. Puis, les recombinants ont été sélectionnés pour leur phénotype déficient en 

thymidine kinase. Les seuls fragments générant des inversions additionnelles du génome viral 

correspondent aux fragments recouvrant la jonction L-S à savoir des séquences répétées 

inversées permettant une recombinaison homologue (Mocarski et al., 1980).    

Enveloppe glycoprotéique 

Enveloppe  

Tégument  

Capside  

Noyau  
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Figure 2 : Organisation g®nomique de lôADN du VHS-1. Sch®ma illustrant lôorganisation du g®nome 

viral du VHS-1. Il existe deux régions uniques ; UL (longue) et US (courte), bordées de séquences 

terminales répétées formées des régions a, b et c ainsi que leurs homologues en orientation inverse aô, 

bô, et cô. Ces s®quences sp®cifiques vont favoriser lôinversion des r®gions uniques (Modifiée à partir de 

(Taylor et al., 2002)).  

 

1.1.2 Modèle du cycle de réplication 

Suite ¨ lôentr®e du virus dans la cellule h¹te (par fusion membranaire, endocytose pH-

dépendante ou endocytose pH-indépendante), la capside est libérée dans le cytoplasme puis 

acheminée vers le noyau. Le génome viral est ensuite libéré au niveau du pore nucléaire afin de 

rejoindre le nucléoplasme (Ojala et al., 2000). Dans le noyau, lôADN viral se circularise gr©ce ¨ 

lôADN ligase IV cellulaire, puis d®bute la transcription des g¯nes viraux. Cette expression 

génique du VHS-1 se décompose selon 3 phases temporelles (Honess and Roizman, 1974). 

Tout dôabord, lôexpression des g¯nes imm®diats pr®coces codant des facteurs de r®gulation 

génique comme ICP0 et ICP4 ; des transactivateurs majeurs de lôexpression g®nique (Cai and 

Schaffer, 1992; Smith et al., 1993) . Puis, lôexpression des g¯nes pr®coces codant des facteurs 

importants pour la r®plication. Enfin, lôexpression des g¯nes tardifs codant entre autres pour des 

prot®ines structurales n®cessaires ¨ lôassemblage. Cette ®tape dôassemblage sôeffectue dans le 

noyau, puis les nouvelles particules virales formées vont bourgeonner à partir de la membrane 

nucléaire interne et acquérir une enveloppe primaire dans lôespace entre les membranes 

nucléaires internes et externes. Concernant le processus de sortie du virion hors de la cellule 

hôte, la communauté scientifique reste partagée. En effet, deux voies ont été principalement 

proposées. La première voie suggère que le virus enveloppé se désenveloppe à partir de la 

membrane nucléaire externe, la particule virale se retrouve dans le cytoplasme puis acquiert 
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son enveloppe finale suite au bourgeonnement ¨ partir de lôappareil de Golgi (Mettenleiter et al., 

2006). La seconde voie propose que les virions enveloppés à partir de la membrane nucléaire 

externe, sont transport®s au sein de v®sicules ¨ travers le compartiment golgien afin dô°tre 

sécrétés hors de la cellule hôte (Campadelli-Fiume and Roizman, 2006; Johnson and Baines, 

2011; Mettenleiter et al., 2013). La première voie ou modèle de lôenveloppement et du 

désenveloppement, correspond au modèle le plus accepté. Enfin, ces particules nouvellement 

produites seront libérées hors de la cellule par m®canisme dôexocytose, et seront comp®tentes 

pour une infection ultérieure des cellules avoisinantes (figure 3). 

 

Figure 3: Cycle de réplication lytique du VHS-1. Sch®ma repr®sentatif du cycle viral lytique. Lôentr®e 

du virus dans la cellule h¹te permet la lib®ration de lôADN viral dans le noyau. Lôexpression des g¯nes 

viraux est initiée menant à la production des protéines IP (immédiats-précoces), P (précoces) puis T 

(tardives). Parall¯lement, la r®plication de lôADN viral se d®roule, puis suite ¨ un clivage sp®cifique, il y 

aura naissance de plusieurs unités génomiques qui vont pourvoir intégrer des capsides encodées par les 

protéines T. Suite à cet assemblage, la néo-particule virale va rejoindre la membrane plasmique pour 

finalement être libérée par exocytose. (Figure extraite de la these doctorale de Luc Bertrand, 2012) 
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1.1.3 Latence et réactivation 

Le VHS-1 est un virus neurotrope, ce qui lui confère la capacité dôinfecter des cellules 

nerveuses comme les neurones sensitifs. Suite ¨ lôinfection primaire des cellules ®pith®liales, 

les nouveaux virions peuvent infecter les neurones sensitifs innervant la région de la primo-

infection et rejoindre les corps neuronaux grâce aux terminaisons axonales via un transport 

rétrograde (Openshaw et al., 1978). Lors de lôinfection de ces neurones, des ®tudes dôimagerie 

en microscopie électronique ont permis de mettre en évidence que les particules virales 

véhiculées via les terminaisons axonales correspondent à des capsides complètement 

enveloppées (Huang et al., 2011). Le virus va pouvoir, ensuite, entrer dans une étape de 

persistance sans  aucune expression de gènes lytiques : il sôagit de la latence, une 

caractéristique uniquement propre ¨ lôordre des Herpesvirales (Davison et al., 2009). Durant 

cette période, seule une population de transcrits nommés LATs (Latency associated transcripts) 

seront exprimés (Wagner and Bloom, 1997). La transcription de ces gènes LATs va conduire à 

la production dôun transcrit primaire de 8.3 kb (ç LAT mineur »), qui sera ensuite épissé pour 

donner deux introns stables de 2.0 et 1.5 kb (« LATs majeurs ») (Zabolotny et al., 1997). Une 

population de micro-ARN encodés par le VHS-1 sera également exprimée spécifiquement au 

cours de cette latence au niveau des ganglions sensoriels comme par exemple miR-H2, miR-

H3 et miR-H4. N®anmoins, dôautres micro-ARN, tel que miR-H1, présenteront une expression 

plutôt au cours du cycle lytique de réplication du VHS-1 (revu par (Jurak et al., 2014)). Certains 

de ces micro-ARN pr®sentent la capacit® de r®primer lôexpression de g¯nes lytiques. En effet, 

miR-H2 et miR-H6 r®priment lôexpression des prot®ines régulatrices ICPO et ICP4, 

respectivement (Umbach et al., 2008).  

Lôexpression de g¯nes lytiques se caract®rise par la formation du complexe VP16/HCF-1/Oct-1 

capable de reconnaître une séquence spécifique T AATGARAT située dans la région promotrice 

des gènes immédiats-précoces ce qui active leur expression. Toutefois, ce complexe ne 

parvient pas à se former au sein de neurones sensitifs. En effet, le facteur HCF-1 se localise 

exclusivement dans le cytoplasme, tandis que dans les cellules épithéliales ce même facteur 

peut rejoindre le noyau (La Boissière et al., 1999). Les transcrits LATs participeraient aussi à la 

r®pression de lôexpression des g¯nes lytiques (Chen et al., 1997; Garber et al., 1997).  

À ce jour, le mécanisme précis des facteurs cellulaires dans le processus de réactivation de 

génomes latents reste encore énigmatique. Cependant, divers stimulis pouvant induire une 

réactivation ont ét® d®couverts chez lôhumain comme par exemple la lumi¯re UV, le stress 
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®motionnel, la fi¯vre, les l®sions tissulaires et lôimmunosuppression (revu par (Grinde, 2013)). 

En culture neuronale, dôautres inducteurs de la r®activation ont ®galement ®t® mis en ®vidence : 

la déprivation en NGF (Nerve Growth Factor) (Wilcox and Johnson, 1987, 1988; Wilcox et al., 

1990), la capsaicine (Hunsperger and Wilcox, 2003), lôhyperthermie transitoire (Moriya et al., 

1994) et le dexaméthasone (Halford et al., 1996). Au cours du processus de réactivation, un 

remodelage de la chromatine sôeffectue afin de permettre lôexpression de gènes lytiques et ainsi 

un retour vers un cycle de réplication productif (figure 4). 

 

Figure 4: Neurotropisme du VHS-1. a) Lôinfection de cellules ®pith®liales se traduit par une r®plication 

productive du VHS-1. Les nouveaux virions produits vont pouvoir infecter les neurones sensitifs situés à 

proximité de la zone de primo-infection, et ainsi atteindre le corps neuronal via un transport rétrograde. Le 

virus va entrer dans une phase particulière dite latence où seule une certaine population de transcrits 

sera exprimée. b) Suite à un stimulus, le virus retourne vers un cycle lytique de réplication avec 

génération de nouvelles particules virales qui suivront les terminaisons axonales par un transport 

antérograde afin de réinfecter les cellules épithéliales situées dans la région de la primo-infection. (Figure 

adaptée extraite de (Knipe and Cliffe, 2008)) 
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1.1.4 Pathogenèse 

Le VHS-1 se transmet par contact direct de lésions infectées ou de fluides biologiques tels que 

la salive. Par ailleurs, cette infection provoque lôapparition dôun large spectre de manifestations 

cliniques. 

Herpès labial (feu sauvage). La primo-infection au VHS-1 est généralement asymptomatique et 

le plus souvent contract®e durant lôenfance. Dans le cas dôune symptomatologie, lôindividu peut 

présenter de la fièvre, des maux de gorge, une haleine fétide, une anorexie, une adénopathie 

cervicale associ®e ¨ un îd¯me muqueux. Des l®sions v®siculaires et ulc®reuses douloureuses 

peuvent également se manifester au niveau de la muqueuse buccale, de la langue, des 

gencives et du pharynx (McMillan et al., 1993). 

Panaris herpétique. Le mot panaris vient du latin et correspond à des inflammations aiguës 

des phalanges distales ou plus simplement des doigts. Chez lôenfant, le panaris herp®tique est 

exclusivement dû au VHS-1 tandis que chez lôadulte, il peut se d®velopper suite ¨ lôinfection par 

le VHS-1 ou le VHS-2. (Feder and Long, 1983; Gill et al., 1990). Ce type dôaffection peut se 

caractériser par une douleur lancinante, un gonflement, et la formation de vésicules non 

purulentes. Les lésions typiques associées au panaris herpétique peuvent ressembler fortement 

à un felon ou à un paronychia bactérien. Le d®veloppement dôun panaris herp®tique nôest pas 

critique car une résolution complète de la symptomatologie se produit au bout de trois semaines 

(Rubright and Shafritz, 2011). Le diagnostic peut se faire par culture virale ou par le test de 

Tzanck qui permet de détecter la présence de grandes cellules mutlinuclées à partir dôun frottis  

de vésicules ou dôune zone ulc®reuse de la peau du patient.  

Infections oculaires. Lors de la primo-infection de la région oro-faciale, le VHS-1 est capable 

dôinfecter les cellules ®pith®liales de la corn®e puis les majeurs tissus de la cornée. La kératite 

®pith®liale peut sôaccompagner de douleur, de vision floue, de rougeur (Jones, 1958). Dans les 

pays développés, la kératite herpétique est la cause infectieuse principale de cécité au sein de 

la population (Simmons, 2002). Cette kératite se développe très rarement lors de la primo-

infection mais plus souvent suite à une réactivation du virus latent au niveau de neurones du 

ganglion trigéminal. La forme stromale constitue la complication la plus sévère de la kératite. En 

effet, des épisodes de réactivation répétitifs peuvent conduire à des maladies chroniques 

inflammatoires dans le stroma corn®en. Lors de lôinfection de lô®pith®lium corn®en, une 

angiogénèse pathologique se développe au niveau de la cornée et se caractérise par des 

vaisseaux beaucoup plus fragiles qui vont permettre la diffusion de cellules inflammatoires vers 
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les tissus et ainsi aboutir à des troubles de la vision voire la cécité. De plus, ces nouveaux 

vaisseaux ont également la propriété de bloquer le passage de la lumière et de la diffracter 

(Medawar, 1948; Billingham and Boswell, 1953).  

Encéphalites herpétiques. Lôenc®phalite constitue la complication neurologique la plus s®v¯re 

induite par le VHS. Environ 90% des encéphalites à herpès simplex sont dues au VHS-1. Les 

sympt¹mes li®s ¨ lôenc®phalite sont la fi¯vre, maux de t°te, l®thargie, irritabilité, confusion, 

d®ficit neurologique focal, aphasie et crises. Lôenc®phalite se produit suite ¨ la r®plication du 

VHS-1 associée à une inflammation du lobe temporal médian et de la surface orbitale du lobe 

frontal (Gilden et al., 2007). La plupart des patients présentant une encéphalite au VHS-1 

meurent avant m°me lôadministration dôacyclovir (Gilden et al., 2007). Lôapproche par PCR 

(Polymerase Chain Reaction) est la méthode de choix dans la détection sensible et spécifique 

de lôADN du VHS-1 au niveau du LCR (liquide céphalo-rachidien) et ainsi une méthode efficace 

pour la d®tection dôune enc®phalite herp®tique (Baringer, 2008).   

Herpès néonatal. Lôinfection du nouveau-né par le VHS-1 est rare mais dangereuse et peut 

entrainer des s®quelles ¨ long terme voire °tre fatale. La transmission dôune infection au VHS-1 

peut être influencée par différents facteurs : le type dôinfection maternelle, le type 

dôaccouchement, la dur®e du travail, lôutilisation dôinstruments en intrapartum. Les infections 

herpétiques du nouveau-né peuvent être classées selon trois types : infection par un VHS-1 

disséminé, par un VHS-1 localisé dans le système nerveux central (SNC), et lôinfection de la 

peau, des yeux et des muqueuses (SEM). Dans plus de 75% des cas, lôherp¯s n®onatal a ®t® 

contract® au cours de lôaccouchement, dôune infection g®nitale g®n®ralement primaire et 

asymptomatique (Corey and Wald, 2009b). Lôinfection g®nitale maternelle par le virus herp¯s 

peut être de deux types : une infection génitale nouvellement acquise ou une infection génitale 

r®currente. Dans le premier cas, la m¯re ne poss¯de pas dôanticorps sp®cifiques au VHS-1 ou -

2, elle ne peut donc pas transmettre dôanticorps protecteurs ¨ son enfant. Ainsi, en pr®sence 

dôun tel profil s®rologique, le risque de transmission du virus ¨ lôenfant est nettement plus ®lev® 

(60%). Dans le second cas, la mère a produit auparavant une batterie dôanticorps capables de 

monter sp®cifiquement une r®ponse humorale efficace contre le virus, lôenfant pourra recevoir 

ces anticorps et se protéger face à une infection au VHS-1 (Allen and Robinson, 2014).  
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1.1.5 Traitements actuellement disponibles 

Lôacyclovir constitue le traitement privil®gi® concernant les infections aux VHS. En effet, cette 

mol®cule cible lôADN polym®rase virale afin de mener ¨ lôinhibition de la synth¯se dôADN viral. 

Lôacyclovir est un analogue guanosidique qui va subir une phosphorylaton initiale par la 

thymidine kinase (codée par le gène ul23 du VHS-1) puis des phosphorylations additionnelles 

par des kinases cellulaires. Ces réactions vont aboutir à la triphosphorylation de cet analogue 

qui pourra ensuite °tre incorpor® dans la mol®cule dôADN naissante lors de la r®plication virale 

et ainsi mener à lôarr°t d®finitif de la synth¯se (revu par (James et al., 2015)). 

Dans le traitement de lôherp¯s n®onatal, lôadministration dôacyclovir par voie intraveineuse 

permet de r®duire de 30% la mortalit® infantile lors dôune infection diss®min®e et de 6% celle 

dôenfants souffrant dôinfection virale du SNC (Corey and Wald, 2009a). Des efforts sont 

notamment réalisés afin de réduire au maximum la transmission verticale de la mère infectée à 

son enfant. Des cas de résistance au traitement par acyclovir dans ces instances ont été 

rarement reportés. 

À lôinverse des panaris r®sultant dôinfections bact®riennes comme par  le Staphylocoque doré, 

lôincision est vivement déconseillée pour le traitement du panaris herpétique car cela favoriserait 

le risque de virémie (Sleth, 2008). Aucun traitement sp®cifique nôest pr®conis® car la r®solution 

des sympt¹mes sôop¯re g®n®ralement au bout de trois semaines (Rubright and Shafritz, 2011).  

Concernant la k®ratite herp®tique, des ®tudes chez la souris ont montr® quôune immunisation 

avec le virus HSV-2 dl5-29 (un virus mutant défectif pour la réplication), est capable de prévenir 

le d®veloppement dôune infection oculaire herp®tique (van Lint et al., 2007). Chez lôhumain, une 

®tude limit®e a ®t® men®e, mettant en ®vidence que lôadministration dôun virus inactiv® par la 

chaleur, permet de réduire le taux de récurrences responsables des maladies oculaires (Pivetti-

Pezzi et al., 1999). Dôautre part, la vascularisation de la corn®e joue un r¹le crucial dans la 

pathogen¯se de la k®ratite herp®tique stromale, ainsi limiter lôirrigation de ces vaisseaux 

contribuerait à réduire la sévérité de la maladie. En effet, un anticorps monoclonal dirigé contre 

le facteur VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)  nommé « Avastin » permet dôinhiber 

lôangiogen¯se associ®e aux tumeurs chez lôhumain (Ferrara, 2004). Par la suite, dôautres 

approches (protéines de fusion VEGF-R1, neutralisation de lôIL-17A) limitant la disponibilité du 

facteur VEGF ont ®t® explor®es dans une finalit® commune de lutter contre lôaggravation de la 

kératite.  
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Lôacyclovir a permis dôam®liorer consid®rablement le traitement des patients infectés par le 

VHS-1. En effet, ce composé thérapeutique permet de lutter efficacement contre le 

développement de maladies lors des primo-infections mais également de réduire la fréquence 

des infections récurrentes. Cependant, face à la pression exercée par ces molécules 

thérapeutiques, le virus a tendance à évoluer dans la seule finalité de ne plus correspondre à la 

cible de ces inhibiteurs. Ainsi, des ph®nom¯nes de r®sistance ¨ lôacyclovir ®mergent en 

particulier chez les sujets immunodéprimés considérés comme patients à hauts risques. De ce 

fait, de nouvelles pistes th®rapeutiques sont envisag®es comme la combinaison dôantiviraux 

mais notamment lôidentification de nouvelles cibles antivirales comme par exemple le complexe 

hélicase-primase. Le prilelivir et lôamenamevir sont deux molécules ciblant ce complexe (James 

et al., 2015).  Pritelivir a permis de r®duire la charge virale dans un mod¯le murin dôinfection 

oculaire au VHS-1 ainsi que chez le lapin. Lôadministration dôAmenamevir chez le cochon dôInde 

est capable de ralentir en 24 heures la progression de la maladie apr¯s lôapparition des 

symptômes. Ces deux composants sont actuellement sous essais cliniques, et pourraient 

potentiellement °tre approuv®s pour le traitement dôinfections au VHS-1 (figure 5). 

 

Figure 5 : Antiviraux ciblant la synth¯se de lôADN viral au cours du cycle de r®plication du VHS-1. 

Une population de molécules antivirales développées ciblent des complexes importants de la machinerie 

de réplication comme le complexe ADN polymérase et le complexe hélicase-primase (Modifiée de 

(James et al., 2015)).  

 

Cytoplasme 
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1.2 Réplication virale couplée à la recombinaison  

1.2.1 Mode réplicatif (réplisome viral) 

Suite à la circularisation du génome viral dans le noyau, le réplisome ou complexe de 

r®plication va pouvoir se former afin dôinitier la r®plication de lôADN du VHS-1. Ce complexe se 

compose de sept protéines hautement conservées (UL9/UL29 ; UL5/UL8/UL52 et UL30/UL42). 

Le génome viral du VHS-1 contient 3 origines de réplication différentes : 2 OriS et 1 OriL. Ces 

origines contiennent une région riche en résidus adénine et thymine, et sont bordées de sites 

de reconnaissance pour des « origin-binding » protéines (OBP) telle quôUL9. Ces sites de 

reconnaissances sont classés en box I, box II ou box III (revu par (Weller and Coen, 2012)).  

Lôinitiation de la synth¯se dôADN d®bute au niveau dôune de ces 3 origines de réplication. UL9 

et ICP8 (UL29) vont ensuite désapparier la région riche en résidus adénine et thymine. Deux 

dim¯res dôUL9 vont se fixer sur les bo´tes I et II. Puis, UL9 en synergie avec ICP8 va pouvoir 

induire la formation dôune tige-boucle OriS. Un changement conformationnel dôUL9 va sôop®rer 

permettant la formation du complexe UL9-ICP8. Par la suite, le complexe hélicase/primase ou 

H/P (UL5/UL8/UL52) est recruté afin de faciliter le déroulement de la fourche puis la synthèse 

dôamorces ARN n®cessaire pour lôinitiation de la r®plication ADN. Enfin, les 2 sous-unités du 

complexe polymérase (UL30 et UL42) vont intervenir au sein de cette fourche de réplication afin 

dôaboutir ¨ la synth¯se des brins dôADN pr®coces et tardifs (figure 6) (revu par (Weller and 

Coen, 2012)). 
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Figure 6 : Mod¯le de r®plication de lôADN du VHS-1. 1) La protéine UL9 va se lier à une origine de 

réplication (OriL ou OriS) puis initier le d®sappariement de lôADN double brin. 2) ICP8 va ensuite °tre 

recrut® au niveau de lôADN déroulé. 3) UL9 et ICP8 vont par la suite interagir et permettre le recrutement 

des cinq autres protéines du complexe de réplication au niveau de la fourche. 4) La synth¯se de lôADN 

démarre par un mécanisme de type théta pour finalement basculer vers un mode de réplication en cercle 

roulant 5). (Modifiée de (Taylor et al., 2002)). 

Vers les années 1970-1980s, il a été proposé que le VHS-1 se réplique selon un mode 

unidirectionnel dit de cercle roulant. En effet, plusieurs observations ont mené à cette 

proposition : tout dôabord, les intermédiaires de réplication présentaient un haut poids 

moléculaire puis une digestion enzymatique de ces intermédiaires révélait une réduction dans la 

molarité des fragments terminaux génomiques tandis que la molarité des fragments de jonction 

L/S augmentait au cours de lôinfection par le VHS-1. (Severini et al., 1994) (Bataille and Epstein, 

1995).  
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Lors de la réplication de lôADN, ces intermédiaires de réplication ont la particularité de présenter 

des structures hautement branchées (Severini et al., 1996). En effet, ceci est supporté par le fait 

que lôADN r®plicatif du VHS-1 a de la difficulté à entrer complètement dans le gel au cours de la 

migration ®lectrophor®tique; une partie de lôADN reste concentr®e au niveau du puits et qui 

correspond aux intermédiaires de structures complexes.  

Des analyses mol®culaires de lôADN r®plicatif intracellulaire ont permis de mettre en ®vidence la 

présence dôun arrangement concat®m®rique de lôADN ¨ travers lôapproche de lô®lectrophor¯se ¨ 

champ pulsé ou « Pulse-Field Gel Electrophoresis » (PFGE). Cette technique est employée 

pour permettre la s®paration de grandes mol®cules dôADN (de plus de 50 kilobases) qui ne 

serait pas possible dans un gel dôagarose ordinaire. Le principe repose sur lôalternance du 

champ électrique au cours de la migration ce qui va permettre différentes rotations de la 

mol®cule dôADN et ainsi faciliter le passage de cette molécule à travers les mailles du gel 

(Schwartz and Cantor, 1984).  

Ainsi, le modèle communément accepté prédit une réplication initialement birectionnelle de type 

th°ta avec amplification de mol®cules circulaires, suivie dôun basculement vers une r®plication 

monodirectionnelle en cercle roulant qui aboutit à la formation de concatémères de génomes 

viraux. Le clivage de chaque unit® g®nomique sôeffectue de mani¯re sp®cifique au niveau dôun 

signal nommé « pac » situé au sein de la séquence « a » (Tong and Stow, 2010).  

 

1.2.2 Production de 4 isomères génomiques par recombinaison 

La recombinaison homologue est une caractéristique particulière liée à la réplication de lôADN 

du VHS-1. En effet, des évènements de recombinaison ont lieu entre les régions répétées 

invers®es du g®nome viral qui vont aboutir ¨ lôinversion des grandes (UL) et petites (US) régions 

uniques. Il en r®sulte ainsi la formation dôisom¯res g®nomiques présents en quantité 

équimolaire lors de la réplication du VHS-1 (Bataille and Epstein, 1997b). Ces isomères sont 

présents au nombre de quatre (figure 7) ; « prototype » (P), « inverted long region » (IL), 

« inverted small region » (IS), et « inverted long and small regions » (ILS). 
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Figure 7 : Isomères génomiques générés lors de la réplication de lôADN du VHS-1. La présence de 

s®quences r®p®t®es invers®es aux extr®mit®s des r®gions uniques permet lôinversion de ces derni¯res 

par un mécanisme de recombinaison homologue. Il en résulte la production de 4 isomères différents 

présents en quantités équimolaires au cours de la réplication du VHS-1. (Figure adaptée extraite de 

Taylor et al., 2002). 

La r®plication de lôADN du VHS-1 a la particularité de présenter des évènements de 

recombinaison. En effet, il a été montré que des mutants de recombinaison non capables de 

r®aliser la recombinaison homologue, du fait de la d®l®tion dôune partie de leurs r®p®titions 

inversées (à la jonction entre UL et US), affichaient une plus faible efficacité de réplication que le 

virus sauvage correspondant, ainsi que lôabsence dôinfection aigu± in vivo. Ainsi, il a été 

suggéré que la capacité à réaliser de la recombinaison homologue est nécessaire pour obtenir 

une infection efficace in vivo (Mahiet et al., 2012).  

Dôautre part, de multiples coupures double-brins se produisent de manière aléatoire au sein du 

génome viral au cours de la réplication du VHS-1, ces coupures repr®sentent dôexcellents 

promoteurs pour les mécanismes de recombinaison homologue entre les régions inversées du 

VHS-1. De plus, la reconnaissance de plusieurs origines de réplication par le complexe 

UL9/UL29 permet le d®roulement des processus dôinversions au cours de la r®plication virale. 

La protéine UL29 renferme une activité de recombinase qui lui permet de promouvoir en 

synergie avec le complexe h®licase, lô®change de brin de lôADN r®plicatif (Makhov and Griffith, 

2006). Finalement, la protéine UL12 possède, également, la caractéristique de pouvoir stimuler 
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la recombinaison par un m®canisme dôhybridation simple brin entre les concat®m¯res 

(Schumacher et al., 2012). 

Récemment, il a été mis en évidence que Rad51 et Rad52 sont aussi impliqués dans la 

recombinaison homologue de lôADN r®plicatif du VHS-1 (Tang et al., 2014).  

 

1.3 Caractéristiques du gène ul24  

1.3.1 Orthologues du gène ul24 au sein des Herpesviridae 

À ce jour lô®tude des membres de la famille des Herpesviridae, révèle que le gène ul24 compte 

de nombreux orthologues, il sôagit donc dôun g¯ne très bien conservé au cours du temps. 

Certains de ces orthologues sont discutés ci-dessous. 

Lôhomologue du g¯ne ul24 chez le virus de lôherp¯s bovin (BHV) porte aussi le nom ul24. En 

comparant ces deux protéines, une identité de séquence proche de 38.1% a été mesurée. Chez 

le BHV, UL24 a la particularit® de pr®senter un profil de transcription similaire ¨ celui dôUL24 du 

VHS-1. Toutefois, la d®l®tion dôUL24 (BHV) a peu dôeffet sur la réplication virale in vitro 

(Whitbeck et al., 1994). 

Chez le cytomegalovirus humain (HCMV), lôorthologue du gène ul24 correspond au gène ul76. 

Le g®nome du HCMV est compos® dôune grande mol®cule dôADN double brin  de 240 kpb, 

riche en information génétique puisque plus de 750 cadres de lecture ouverts ont été identifiés 

(Stern-Ginossar et al., 2012) et il g®n¯re une grande diversit® de micro ARNs lors de lôinfection 

(Stark et al., 2012). De façon similaire à UL24, UL76 est une protéine dont la cinétique 

dôexpression est tardive (Wang et al., 2004). Lôexpression dôUL76 r®sulte en la production de 

nombreuses coupures double brin ainsi que la phosphorylation du facteur  ɔH2AX qui est un 

indicateur de lôactivation du syst¯me de r®ponse dôalt®ration du g®nome ADN (Siew et al., 

2009). La protéine UL76 a donc la capacit® dôactiver la r®ponse cellulaire de dommage ¨ lôADN  

quand elle est exprimée hors contexte dôinfection.  

Le virus murin MHV68 constitue un mod¯le ad®quat dô®tude de lôinfection et de la pathogen¯se 

des gammaherpèsvirus. Bien que ce virus possède des gènes qui lui sont propres, dôautres 

gènes relativement bien conservés au sein des Herpesviridae ont été découverts comme par 

exemple lôORF20 dont la r®gion N-terminale présente une homologie avec celle de la protéine 

du gène ul24. Un rôle associé à la protéine ORF20, suite à son expression ectopique, serait 
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lôinduction de lôarr°t du cycle cellulaire en phase G2/M suivie de lôapoptose cellulaire 

(Nascimento and Parkhouse, 2007). Dôautre part, ce g¯ne semble non essentiel ¨ la r®plication 

du virus MHV68 car un virus mutant déficient en ORF20 présente une cinétique de réplication 

identique à celle du virus sauvage (Nascimento et al., 2011).  

LôORF37 de lôherp¯svirus ®quin (EHV-1) code pour le gène ul24 lôhomologue du gène ul24 du 

VHS-1.  Cette protéine apparaît nécessaire dans la neuropathogenèse du EHV-1 chez la souris 

(Kasem et al., 2010). En effet, la capacit® dôun virus d®l®t® de cette prot®ine ¨ se r®pliquer dans 

des cellules neuronales de souris est significativement réduite. Ainsi, UL24 (EHV-1) tient un rôle 

important dans la r®plication dôEHV-1 dans les cellules neuronales, dont le mécanisme précis 

dôaction reste ¨ d®finir. 

1.3.2 Caractéristiques moléculaires et biochimiques 

UL24 est une protéine du VHS-1 dont la cin®tique dôexpression est tardive. Cette prot®ine est 

composée de 269 acides aminés et a un poids moléculaire de 29.5 kDa (Pearson and Coen, 

2002).  

Le gène ul24 est relativement bien conservé au sein des Herpesvirales notamment au niveau 

des virus infectant des hôtes comme les mammifères, les oiseaux, les reptiles. La protéine 

UL24 se divise en deux segments : une partie N-terminale et une partie C-terminale. Des 

analyses bioinformatiques ont permis de  mettre en évidence la présence de cinq domaines 

dôhomologie (Jacobson et al., 1989) (figure 8). Certains résidus de ces domaines dôhomologie, 

ont été révélés importants pour une réplication efficace du virus en culture cellulaire (Bertrand et 

al., 2010).  

En effet, des mutations de substitution effectuées sur des résidus des domaines II et III tels que 

lôacide glutamique en position 99 et la lysine en position 101, se manifestent par un défaut de 

réplication similaire au mutant UL24X qui nôexprime pas la prot®ine UL24 (Bertrand et al., 

2010).  

 

 

Figure 8 : Domaines dôhomologie conservés de la protéine UL24. Le grand rectangle noir schématise 

la protéine UL24 complète. Les boîtes noires repr®sentent les cinq domaines dôhomologie num®rot®s en 

chiffres romains. Figure adaptée de (Bertrand et al., 2010). 

UL24

1 269 aa

III IV VIII
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1.3.3 Cin®tique dôexpression et localisation cellulaire 

La traduction du cadre de lecture ouverte dôUL24 r®sulte en la production de six transcrits 

différents (Cook and Coen, 1996) ; trois transcrits longs et trois transcrits courts. Ces transcrits 

sont générés à partir de trois sites dôinitiation distincts ainsi que deux sites de polyadénylation, 

soit le « signal de polyadénylation » (PAS) dôul24 soit le PAS dôul26. Les transcrits courts ont la 

particularit® dô°tre exprim®s ¨ une cin®tique pr®coce tandis que les transcrits longs seraient 

exprimés à une cinétique tardive (Cook and Coen, 1996).  Des travaux ont suggéré que la 

population de transcrits courts est faiblement traduite lors de lôinfection virale (Pearson et al., 

2004) menant ¨ la proposition que lôexpression dôUL24 correspond ¨ celle des transcrits longs.  

Des études de fractionnement cellulaire ont permis de constater quôUL24 se retrouve 

essentiellement dans le noyau mais également dans le cytoplasme (Pearson and Coen, 2002). 

En effet, des observations en microscopie confocale ont détect® la pr®sence dôUL24 dans le 

nucléole et le reste du noyau à partir de 9 heures post-infection puis UL24 finit par se localiser 

surtout dans le pourtour du noyau (Lymberopoulos and Pearson, 2007). Ceci suggère que cette 

localisation péri-nucl®aire dôUL24 pourrait °tre importante dans les ®tapes tardives du cycle de 

réplication du VHS-1.  

1.3.4 Ph®notype de mutants dôUL24 en culture cellulaire 

Lôinfection de cellules Vero par un virus mutant nôexprimant pas la prot®ine UL24 (UL24X) se 

traduit par lôobservation dôun ph®notype de plages syncytiales ce qui correspond ¨ la fusion de 

plusieurs cellules infectées qui deviennent des cellules multinuclées. Cette observation est plus 

prononcée lorsque les cellules cibles sont incubées à 39°C (figure 9). Un phénotype de plages 

syncytiales est également observé suite à des mutations réalisées sur dôautres g¯nes cod®s par 

le VHS-1 tels que ul20 et les glycoprotéines gB et gK  (Ruyechan et al., 1979; Baines et al., 

1991; Hutchinson and Johnson, 1995). Dôautre part, le virus mutant UL24X pr®sente ®galement 

une réduction significative de la réplication du VHS-1 en culture de cellules Vero (Jacobson, et 

al., 1989). UL24 est ®galement impliqu® dans les modifications au nucl®ole lors de lôinfection 

par le VHS-1. En effet, UL24 est important pour la dispersion de la nucléoline et de B23 

(Lymberopoulos and Pearson, 2007; Lymberopoulos et al., 2011). Enfin, lôabsence dôUL24 

induit une réduction dans le ratio de capsides cytoplasmiques/nucléaires (Lymberopoulos et al., 

2011).  
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Figure 9 : Phénotype des virus KOS et UL24X en culture cellulaire. Lôanalyse de la morphologie des 

plages au microscope électronique, a été réalisée 2 jours post-infection de cellules Vero incubées à 34, 

37 ou 39°C. Figure extraite de (Bertrand et al., 2010). 

 

1.3.5 Ph®notype de mutants dôUL24 in vivo 

Dans un mod¯le murin dôinfection oculaire, la r®plication du virus mutant UL24X dans la cornée 

est r®duite dôapproximativement un log d®cimal en comparaison ¨ celle du virus sauvage KOS. 

Cette différence a été mesurée au niveau de larmes de souris de souche CD-1. Lôanalyse des 

ganglions trigéminaux indique une réduction drastique (moins de 4 log décimal) de la réplication 

du virus UL24X par rapport à celle du virus KOS. Cette tendance est également observée au 

niveau de la r®activation ex vivo suite ¨ lôentr®e en latence avec une r®duction dôau moins 80% 

(Jacobson et al., 1998). Dôautre part, il est not® une diminution des signes cliniques de la 

maladie (inflammation, lésions, perte de poils, ataxie) au niveau de souris infectées par un virus 

muté pour le gène ul24 (Leiva-Torres et al., 2010). 
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1.3.6 Identification dôun motif putatif dôendonucl®ase de type PD-(D/E)XK 

La comparaison de profils de séquence par la méthode Meta-BASIC (http://basic.bioinfo.pl), a 

permis de révéler que le gène ul24 code un motif dôendonucl®ase de type PD-(D/E)XK 

sp®cifique dôune grande superfamille dôendonucl®ases (Knizewski et al., 2006). 

Lô®tude de virus portant des mutations au niveau de r®sidus de ce motif tels que E99A/K101A, a 

permis de constater que ce mutant présente un phénotype de plages syncytiales à 39°C tout 

comme le mutant G121A qui contient une mutation de substitution en dehors du motif 

dôendonucl®ase. Par contre, le virus mutant E99A/K101A se réplique à des titres nettement plus 

faibles que ceux dôun virus mutant G121A (Bertrand et al., 2010). Il est également à noter que 

E99A/K101A correspond à une mutation au niveau du site catalytique du motif putatif 

dôendonucl®ase dôUL24. Ainsi, ce motif sp®cifique conf¯rerait un r¹le critique dôUL24 dans la 

r®plication de lôADN du VHS-1.  

1.4 Exemples dôautres prot®ines ¨ motif PD-(D/E)XK 

Les protéines phosphodiestérases PD-(D/E)XK appartiennent une superfamille très large 

(21900 protéines, 121 groupes de familles) et très diverse sur le plan fonctionnel. En effet, les 

membres de cette superfamille tiennent des fonctions importantes dans la réplication, la 

restriction de lôADN, la r®paration ADN, lôexcision de transposon, la recombinaison dôADN, la 

résolution de jonction de Holliday (HJs), la terminaison par la Pol II, la liaison ADN et lô®pissage 

dôintrons dôARN de transfert. Il sôagit essentiellement de protéines à fonction nucléase. 

Lôav¯nement de la mod®lisation structure crystal par rayonnements X a permis de réaliser que 

la plupart des résolvases de HJs correspondent à la superfamille de nucléases ou intégrases à 

motif PD-(D/E)XK (Whitby, 2007). Lorsque ces protéines présentent des dysfonctions, des 

affections assez s®v¯res peuvent se manifester comme par exemple lôan®mie de Fanconi ou le 

Xeroderma pigmentosum (revu par (Steczkiewicz et al., 2012)).  

Le centre catalytique de la plupart des enzymes de restriction de cette superfamille se situe au 

niveau du motif PD-(D/E)XK. Ce site catalytique va permettre la liaison de deux groupements 

carboxylates à des ions métalliques tels que le magnésium Mg2+ puis le clivage de ponts 

phosphodiesters dôun substrat ADN, généralement de courtes séquences palindromiques 

(Pingoud and Jeltsch, 2001).  
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1.4.1 Protéines bactériennes 

La protéine CoiA est codée par la souche Streptococcus pneumoniae. Son expression est 

transitoire car elle d®bute 10 min apr¯s lôinitiation de lô®tat de comp®tence pour dispara´tre au 

bout de 30 minutes. Elle a donc la particularit® dô°tre induite lors de la compétence de 

S.pneumoniae. Cet ®tat de comp®tence permet ¨ la bact®rie dô®tablir des transferts dôADN. Elle 

est également nécessaire pour un processus de transformation bactérienne efficace. En effet, il 

est sugg®r® que cette prot®ine, jouerait un r¹le important suite ¨ lôinternalisation dôADN, 

notamment dans les processus de maturation et de recombinaison de lôADN (Desai and 

Morrison, 2006). Dôautre part, des ®tudes bioinformatiques, ont permis de r®véler la présence 

dôun motif PD-(D/E)XK au sein de la prot®ine CoiA. La fonction de ce motif dôendonucl®ase 

nôest pas clairement d®finie ; cependant, il est proposé que cette séquence spécifique 

permettrait ¨ CoiA, de d®grader un brin de lôADN double brin puis lôautre brin restant serait 

incorporé dans la cellule compétente (Kosinski et al., 2005).  

La souche Pyrococcus abyssi encode le gène pab1046 dont le r¹le fonctionnel nôa pas encore 

été élucidé. Le domaine C-terminal de PAB1046 partagerait une forte homologie de structure 

avec lôendonucl®ase I du bact®riophage T7. Lôanalyse g®nomique indique que le g¯ne pab1046 

est associé à un cluster de gènes appartenant ¨ une superfamille dôh®licases ¨ ARN ou ¨ ADN. 

Cette proximité avec de tels gènes, suggèrent que PAB1046 pourrait être impliqué dans des 

m®canismes de r®paration ou de recombinaison de lôADN (Kosinski et al., 2005).    

Le gène rmuC correspond ¨ un loci situ® sur le chromosome dôEscherichia coli. RmuC et ses 

partenaires (RmuA et RmuB) sont connus pour être impliqués dans la prévention de 

r®arrangements g®n®tiques. RmuC serait dôailleurs impliqu® dans la recombinaison ADN. En 

effet, il est proposé que RmuC serait une protéine structurale qui protègerait lôADN contre 

lôaction de nucl®ases ou serait elle-m°me impliqu®e dans le clivage dôADN au niveau de r®gions 

riches en structure secondaire. Lôanalyse dôalignements de s®quence, a permis de constater 

que la protéine RmuC contient la signature du motif PD-(D/E)XK spécifique de la superfamille 

dôendonucl®ases de type II. De plus, RmuC pr®sente une structure secondaire qui sugg¯re 

fortement quôil sôagit dôune nucl®ase dont le r¹le serait de cliver les structures ADN qui 

émergent au cours de la recombinaison des courtes régions répétées inversées. Ainsi, RmuC 

contribuerait ¨ limiter les ®v¯nements dôinversion de ces s®quences internes sp®cifiques 

(Kosinski et al., 2005).  
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1.4.2 Protéines phagiques  

Le bact®riophage T4 constitue un mod¯le classique dô®tude de la recombinaison homologue. Le 

phage T4 utilise le mécanisme de recombinaison homologue pour trois raisons : pour amplifier 

la fr®quence dô®change de mat®riel g®n®tique, pour les processus de r®paration de lôADN et 

pour lôinitiation de la r®plication ADN (revu par (Liu and Morrical, 2010)). Lô®change de brin 

dôADN est particuli¯rement important afin de garantir une haute fid®lit® de r®paration des 

cassures dôADN double brins et ainsi assurer une stabilit® du g®nome. Lôendonucl®ase VII du 

phage T4 possède la signature du motif spécifique PD-(D/E)XK et permet de résoudre les 

formes branch®es de lôADN viral pr®alable ¨ son encapsidation dans les t°tes phagiques 

préformées (Mizuuchi et al., 1982; Kemper et al., 1984).   

La protéine gp4 est encodée par le bactériophage T4 et est importante pour les étapes finales 

des processus dôassemblage de la tête, elle est également prédite être importante pour 

lôassemblage de la t°te et des fibres m®di® par lôADN. Une analyse consensus a confirm® la 

présence du motif PD-(D/E)XK qui affiche une structure secondaire comparable à 

lôendonucl®ase I de T7. Le gène gp4 est localisé dans un cluster de gènes important dans la 

formation de particules phagiques infectieuses. Il est suggéré que ce motif pourrait donner à 

gp4 un r¹le dans le clivage de lôADN lors de lôattachement de la t°te aux fibres (Kosinski et al., 

2005).  

Lôendonucl®ase I est une prot®ine de 149 acides amin®s, encodée par le gène 3 du 

bactériophage T7. Il sôagit dôune nucl®ase dim®rique sp®cifique des jonctions Holliday ¨ quatre 

voies. Lôendonucl®ase I du phage T7 appartient à la famille de nucléase PD-(D/E)XK. Elle est 

impliquée dans la recombinaison génétique au cours de lôinfection virale et est importante pour 

la r®solution dóinterm®diaires branch®s lors de la r®plication de lôADN. Cette endonucléase est 

connue pour lier et cliver les jonctions ADN dites de Holliday. Ces jonctions ont la propriété 

dô®merger au cours de la recombinaison génétique homologue. La résolution des intermédiaires 

de r®plication a lieu suite ¨ lôintroduction de coupures au niveau des jonctions Holliday. Des 

travaux ont montr® que lôendonucl®ase I est n®cessaire pour la r®solution dôintermédiaires 

branchés grâce à un clivage endonucléasique (Müller et al., 1990).  

Le phage PSA est un phage tempéré isolé à partir de la bactérie Listeria monocytogenes. Ce 

phage encode une prot®ine dite gp51. Lôanalyse g®nomique indique que gp51 et ses 

homologues seraient souvent associés à des hélicases et des primases. Des analyses de 

séquences ont identifié une version orthodoxe du motif catalytique de type (P/S/C)D-EXK. La 
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présence de ce motif au sein de cette protéine gp51, suggère que gp51 pourrait posséder une 

fonction de recombinase dans la r®plication de lôADN. En effet, il est proposé que gp51 et ses 

homologues seraient impliqu®s dans la r®solution dôinterm®diaires branch®s de phage ADN lors 

de la r®plication coupl®e ¨ la recombinaison, de fa­on similaire ¨ lôendonucl®ase I du phage T7 

(Kosinski et al., 2005).   

1.4.3 Lôalcaline nucl®ase UL12 du VHS-1   

Le VHS-1 encode une protéine UL12 ou alcaline nucléase qui est une phosphoprotéine de 85 

kDa poss¯dant une activit® 5ô-3ô exonucl®ase et endonucl®ase. Cette protéine de 626 acides 

aminés est caract®ris®e dô « alcaline » car cette nucléase a la particularité de fonctionner à un 

pH optimum élevé. La séquence en acides aminés de cette protéine est relativement bien 

conservée chez tous les herpèsvirus et toutes les sous-familles des Herpesviridae (revu par 

(Goldstein and Weller, 1998)). En effet, deux résidus hautement conservés ont été étudiés en 

particulier ; la glycine en position 336 et la sérine en position 338. Lorsque des substitutions 

pour lôalanine sont effectu®es sur ces deux r®sidus au sein dôun syst¯me baculovirus, les 

activités exo- et endonucléase deviennent abolies (Goldstein and Weller, 1998), suggérant la 

grande importance de ces r®sidus dans les activit®s nucl®asiques dôUL12. De plus, ces activit®s 

nucléases sembleraient nécessaires pour une réplication virale efficace in vitro. En effet, dans 

une culture cellulaire dôun virus mutant d®ficient en UL12, la transfection par un plasmide 

exprimant la prot®ine sauvage UL12 permet dôaboutir ¨ une bonne compl®mentation du virus 

mutant en UL12 qui affiche une bonne croissance. Tandis que la transfection par un vecteur 

exprimant des mutations au niveau des résidus glycine (336) et sérine (338) de UL12, ne 

parvient pas à complémenter la déficience en UL12 du virus mutant qui développe une très 

faible réplication (Goldstein and Weller, 1998).   

En pr®sence de virus recombinants nôexprimant pas UL12, il est observ® une r®duction 

drastique des titres viraux en culture cellulaire dôun facteur de 100 ¨ 1000. Ceci permet de 

proposer quôUL12 tiendrait un r¹le important dans la réplication virale du VHS-1 (Weller et al., 

1990a).  

En contexte dôinfection, lorsque UL12 est mut®e, il a ®t® montr® une r®duction de la synth¯se et 

de la maturation de lôADN viral (Weller et al., 1990a). De plus, lôabsence de cette alcaline 

nucléase, génère des intermédiaires de réplication présentant une structure beaucoup plus 

complexe avec une augmentation des structures branchées. (Porter and Stow, 2004b). Ainsi, 

UL12 se révèlerait très importante pour la résolution des intermédiaires de réplication préalable 
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¨ lôempaquetage de lôADN. Ce mécanisme de résolution semble utiliser le processus de 

recombinaison (Schumacher et al., 2012). De plus, le motif spécifique PD-(D/E)XK est 

également retrouvé dans cette protéine UL12 du VHS-1 (Bujnicki and Rychlewski, 2001). 

Aucune similarité nôa été identifiée entre les séquences des gènes ul24 et ul12 mis à part la 

signature du motif PD-(D/E)XK. Néanmoins, il a été proposé que ces deux protéines UL24 et 

UL12 pourraient potentiellement exercer des activités redondantes (Knizewski et al., 2006) et 

donc de façon similaire, induire un clivage nucléotidique du génome viral lors de la réplication 

de lôADN. 
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2 PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS 

Des résultats préliminaires au sein de notre équipe ont permis dôobserver que la production de 

monomères génomiques viraux est nettement réduite lorsque des cellules Vero sont infectées 

par un virus déficient en UL24. Ainsi, il a été proposé quôUL24 favorise la production de 

monom¯res dôADN g®nomique du VHS-1. Cependant, le mécanisme précis par lequel UL24 

agirait nôa pas encore ®t® r®solu. 

La pr®sence dôun motif putatif dôendonucl®ase de type PD-(D/E)XK spécifique des membres de 

la superfamille des phosphodiestérases au sein dôUL24 sugg¯re un r¹le endonucléasique de 

cette dernière. En effet, tout comme UL12, la protéine UL24 pourrait participer dans la 

r®solution dôinterm®diaires branch®s en agissant comme une recombinase dont le clivage de 

lôADN r®plicatif permet de promouvoir lôav¯nement dôinversions g®nomiques. 

Ainsi, nous supposons que lôinteraction dôUL24 avec lôADN viral favoriserait la génération de 

nouveaux génomes viraux par un processus de recombinaison homologue lors de la réplication 

du VHS-1.  

Afin de tester cette hypothèse, notre projet vise deux objectifs ; tout dôabord, de d®terminer 

lôimportance du motif putatif dôendonucl®ase dôUL24 dans la production de g®nomes viraux, puis 

dans une seconde partie, dô®tudier le r¹le dôUL24 dans la recombinaison g®nomique lors de la 

réplication du VHS-1. 

Lô®tude dôun mutant vUL24-E99A/K101A permettrait de d®terminer si le motif dôendonucl®ase 

est impliqué dans cette fonction qui possède une mutation de substitution au niveau du site 

catalytique dôun motif pr®dit dôendonucl®ase. La disposition dôun ç Rescue » de ce mutant serait 

requise afin de déterminer avec certitude si ce dernier pourrait permettre de rétablir ce 

phénotype et ainsi déterminer si ce motif spécifique joue un rôle déterminant dans cette 

production génomique virale. Ainsi, des approches de recombinaison homologue seront 

menées afin de produire un virus « Rescue »  à partir du mutant vE99A/K101A. Par la suite, le 

virus de type sauvage (KOS), le mutant vE99A/K101A et le virus rescue seront testés pour 

d®terminer lôimpact sur la production de g®nomes monom®riques. Finalement, un test de 

recombinaison sera effectué à partir de cellules infectées par KOS, UL24X et UL24XRescue. 

Ce test fera appel ¨ lôusage dôune enzyme SpeI spécifique pour cliver une seule fois chaque 

unit® dôADN g®nomique de concat®m¯res viraux. Enfin, des analyses seront effectuées suite à 

une électrophorèse en champs puls® suivie dôun Southern blot. Les différents isomères seront 

identifiés par la taille des fragments générés. 
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3 MATERIELS ET METHODES 

3.1 Lignée cellulaire et virus 

Des cellules r®nales de singe vert dôAfrique dites Vero ont été cultivées dans le milieu 

Dulbeccoôs modified eagle medium (DMEM) (Invitrogen) tel que décrit auparavant 

(Lymberopoulos and Pearson, 2007). La souche KOS du VHS-1 correspond à une souche 

sauvage. Le virus UL24X est une souche nôexprimant pas la protéine UL24 (Jacobson et al., 

1998). Les virus vUL24-E99A/K101A et vUL24-G121A contiennent des mutations ponctuelles 

au sein du gène ul24 (Bertrand et al., 2010).  

3.2 Analyse génomique virale 

3.2.1 Test de production dôADN viral et de recombinaison dôADN viral 

Des cellules Vero (1,5x106) ont été ensemencées dans des boîtes de pétri de 60 mm de 

diamètre puis ces boîtes ont été placées dans un incubateur à 37°C avec 5% de CO2 durant 

toute une nuit. Le lendemain, ces cellules ont été infectées par les virus KOS, UL24X, 

UL24XRescue, vE99A/K101A ou vE99A/K101ARescue ¨ une multiplicit® dôinfection (MOI) de 5 

pendant une heure. Suite à cette infection, les cellules ont été lavées deux fois au Phosphate 

buffered saline (PBS) (Invitrogen) puis une fois avec du milieu (DMEM, NCS 5%, Strep/Pen) 

pour finalement déposer dans chaque boite 4 ml de milieu (DMEM, NCS 5%, Strep/Pen). Ces 

boîtes ont ensuite été incubées à 37°C (5% CO2). La récolte cellulaire est effectuée 24 heures 

post-infection ¨ lôaide de grattoirs, puis la suspension cellulaire est transf®r®e dans un tube 

adéquat pour une centrifugation à 2000 rpm de 5 minutes à 4°C (Sorvall Legend RT). Le culot 

cellulaire est ensuite lavé deux fois avec une solution de PBS puis resuspendu dans une 

solution tiède de Low Melting Point (LMP) agarose à 1% pour finalement être déposé dans un 

moule spécifique. Après deux heures de solidification à 4°C, les blocs dôagarose sont 

correctement formés. Les blocs sont ensuite transférés dans des tubes eppendorfs adéquats 

pour la suite des traitements. Les blocs dôagarose permettent de r®duire les cassures des longs 

morceaux dôADN. Pour le test de production des monomères dôADN viral, les blocs sont traités 

à la Protéinase K (400 g) pendant 24 heures à 37°C puis lavés cinq fois au Tris-EDTA pour 5 

minutes puis conservés à 4°C. Pour le test de recombinaison, les blocs sont tout dôabord trait®s 

à la Protéinase K comme précédemment. Ensuite, une partie des blocs traités à la protéinase K 

est incub®e avec lôenzyme de restriction Spe I (60 unités) durant toute une nuit à 4°C puis 6 
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heures à 37°C. Ces blocs sont également lavés cinq fois au Tris-EDTA pour 5 minutes puis 

conservés à 4°C.  

3.2.2 Électrophorèse en champs pulsé (PFGE)  

Le dépôt des blocs traités à la Protéinase K seule ou à la Protéinase K puis ensuite ¨ lôenzyme 

Spe I, est réalisé dans les puits dôun gel agarose 1.2 % (1.5 g de poudre agarose Seakem dans 

125 mL de TBE 0.5X) qui est ensuite soumis à une électrophorèse en champs pulsé de 6V/cm 

durant 29h57min à 14°C. Lôappareil utilis® est le CHEF Mapper System de Biorad. A lôissue de 

cette migration, le gel est r®cup®r® puis color® au bromure dô®thidium durant 30 minutes puis 

une photo est prise. 

3.2.3 Analyse de la production dôADN viral par Southern blot 

Suite ¨ lô®lectrophor¯se en champ puls®, le gel est incub® dans une solution de dénaturation 

(1.5M NaCl, 0.5M NaOH) et plaçé sur une plaque agitatrice pendant 30 minutes à température 

pièce. Un montage pour le transfert par capillarité des mol®cules dôADN du gel sur une 

membrane nylon (chargée positivement) a été réalisé dans un tampon de transfert 10X SSC. Le 

transfert a été effectué à température ambiante durant toute une nuit. La membrane est ensuite 

récup®r®e puis trait®e aux rayons ultraviolets avant dô°tre hybrid®e avec 20 l dôune sonde 

BamHI-Q[32 P] spécifique du génome du VHS-1. Cette sonde a été produite à partir du fragment 

BamHI de pAG5 ¨ lôaide du kit « High Prime DNA Labelling Kit » de Roche. Lôanalyse est 

ensuite faite ¨ lôaide du phosphorimager Typhoon. Une quantification est également réalisée à 

lôaide du logiciel ImageQuant TL.  

3.3 Génération de virus rescue recombinants 

3.3.1 Plasmides  

Le plasmide pAG5 (Griffiths and Coen, 2003) et les virus vE99A/K101A et vG121A (Bertrand et 

al, J Virol 84 :109-118) ont été utilisés dans le cadre de la construction des virus rescue 

recombinants. Le plasmide pAG5 contient un fragment nommé BamHI contenant les séquences 

complètes des gènes ul22, ul23 et ul24. La digestion par lôenzyme BamHI permet de lib®rer ce 

fragment.  
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3.3.2 Transfection/ Infection 

Le vecteur pAG5 a ®t® dig®r® par lôenzyme de restriction BamHI puis 500 ng ont été co-

transfectés avec 1 g dôADN viral de vE99A/K101A. Ces co-transfections ont été réalisées en 

duplicat dans un milieu de culture DMEM + NCS 5% additionn® dôun agent de transfection la 

Lipofectamine® (ratio Lipofectamine® : ADN viral est de 6 pour 1). Cet agent est maintenu dans 

le milieu de culture pendant 5 heures à 37°C (5% CO2). A 3 jours post-transfection, environ 

80% des cellules présentent une morphologie arrondie et sont donc récoltées. Ces produits de 

transfection ont été soumis à trois cycles de gel/dégel, puis à une sonication (durée 30 

secondes, 0.5 sec ON/0.5 sec OFF, amplitude 50%) afin de permettre une lyse efficace des 

cellules transfectées. Ce lysat a ensuite été utilisé pour infecter des cellules Vero ensemencées 

dans des plaques de 96 puits à des dilutions de 10-5, 10-6 et 10-7.  

3.3.3 Criblage des clones positifs par PCR 

Au cours du troisième jour post-infection, les plaques de 96 puits ont été analysées au 

microscope optique afin de déterminer le nombre de plages de lyse observées dans chaque 

puits. Les puits dans lesquels des plages de lyse ont été observées, ont été ensuite récoltés 

puis un aliquot a été prélevé pour un traitement préalable par un tampon de lyse pour PCR 

(10% Thermopol Buffer, 0.5% Tween 20, 0.5% Triton X-100, Protéinase K (20mg/ml)). La lyse 

des cellules infectées a été obtenue après incubation à 55°C pendant 2 heures puis à 95°C 

pour 20 minutes. Les échantillons de chaque puits ont ®t® test®s dôabord dans une r®action 

PCR utilisant lôamorce sauvage E99A/K101A WT puis dans une seconde réaction PCR avec 

lôamorce mutag¯ne E99A/K101A Mut (Integrated DNA Technologies). Une amorce « reverse 

primer » commune aux deux formes (mutée et sauvage) a été utilisée. Lôanalyse des produits 

de r®action PCR a ®t® r®alis®e suite ¨ lôexposition aux ultraviolets dôun gel dôagarose 1% 

(contenant du bromure dô®thidium) soumis ¨ une électrophorèse de 85 volts. Plusieurs rondes 

de purifications sont effectu®es jusquô¨ obtenir des plages de lyse isol®es. Lôobjectif final est 

dôobtenir une plaque ou lôon retrouve moins de 12 plages (toutes positives).  

3.3.4 Production des « headmaster », « master », « submaster » et 

« working stocks » 

Lôidentification de clones positifs a permis de passer ¨ lô®tape de production de stocks viraux. 

Le puits à partir duquel le clone a été criblé positif a été transféré dans un tube cryogénique afin 

de constituer le headmaster stock. Un aliquot de 40 l de ce stock a été utilisé pour infecter 
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1,5x107 cellules Vero dôun flasque T175 afin de produire le master stock. Puis, 3x105 cellules 

Vero ensemencées dans une plaque de 12 puits ont permis de titrer le master stock, qui a 

ensuite servi à infecter 1,5.107 cellules Vero ¨ une MOI de 0,01. Suite ¨ trois jours dôincubation 

à 37°C (5% CO2), les cellules infectées ont été récoltées puis lysées par trois cycles de 

gel/dégel et une sonication (durée 30 secondes, 0.5 sec ON/0.5 sec OFF, amplitude 50%). Ce 

lysat a ensuite été centrifugé à 2000 rpm pour 5 minutes à 4°C, puis le surnageant a été 

aliquoté à raison de 100 l par tube pour constituer le submaster stock. Suite au titrage du 

submaster stock, une infection de 1,5.107 cellules Vero à une MOI de 0,01 a été réalisée suivie 

dôune r®colte et lyse cellulaires trois jours post-infection afin dôobtenir le working stock (selon la 

même méthodologie que pour le master stock).  

3.4 Caractérisation des virus recombinants 

3.4.1 Analyse du phénotype de plage de lyse 

Cette analyse permet de vérifier que les virus recombinants rescue produits ont retrouvé un 

phénotype de plage de lyse de type sauvage. Des cellules Vero ont été ensemençées dans des 

plaques de 6 puits à raison de 8,0x105 cellules par puits dans un milieu DMEM + NCS 5%. Le 

lendemain, des dilutions décimales ont été réalisées dans un volume final de 3 mL de façon à 

obtenir des plages de lyse bien isolées: de 10-6 à 10-8 pour les virus KOS et 

vE99A/K101ARescue et de 10-5 à10-7 pour E99A/K101A. Les plaques ensemençées la veille, 

ont ensuite été infectées avec 500 L de chaque dilution en duplicata. La p®riode dôinfection 

sôest ®tendue ¨ une heure avec des ®tapes dôagitation toutes les 15 minutes. Puis, une solution 

de méthylcellulose 2% a été ajoutée dans chaque puits puis complétée par une solution de 

fixation (75% méthanol, 25% acide acétique) au bout de deux jours. Ces plaques ont ensuite 

été lavées au PBS puis observées au microscope à contraste de phase.   

3.4.2 Analyse de la réplication virale 

Afin dôanalyser la réplication virale, des cellules Vero ont été ensemencées dans des tubes de 

culture à raison de 2,5x105 cellules par tube. Un milieu DMEM + NCS 5% a été utilisé pour 

cultiver ces cellules. Ces tubes ont ensuite été incubés à 37°C (5% CO2) pour toute une nuit. Le 

lendemain, lôinoculum viral a ®t® pr®par® dans 500 L de milieu DMEM + NCS 2%  puis 

lôinfection de ces cellules a été réalisée durant une heure à 37°C (5% CO2) pour une multiplicité 

dôinfection de 5 dans un volume final de 2 mL. La cinétique de réplication a été  suivie à 6, 12, 
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18 et 24 heures post-infection. Enfin, un titrage de cette cinétique a été mesuré dans une 

plaque de 12 puits pré-ensemençée de 3x105 cellules Vero par puits.  
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4 RESULTATS 

4.1 Production du virus E99A/K101ARescue Recombinant  

Afin de pouvoir cribler les clones viraux ayant recombiné avec la s®quence sauvage dôUL24, 

des amorces ont été construites dans cette visée (figure 10). Avant de procéder aux premiers 

criblages, des optimisations ont été effectuées dans le but de déterminer les conditions 

permettant de distinguer les clones ayant recombiné de ceux qui ne lôont pas réalisé. Ceci a 

constitué un réel défi puisque ces deux amorces diffèrent sur seulement trois nucléotides; le 

paramètre crucial a donc ®t® la temp®rature dôhybridation. Pour déterminer la température 

optimale, des réactions de PCR ont été réalisées utilisant un gradient de température de 50 à 

60°C (Eppendorf Mastercycler EP S). Ainsi, pour lôamorce hybridant avec la s®quence mut®e du 

site catalytique du motif putatif dôendonucl®ase dôul24, la temp®rature dôhybridation optimale 

était de 59.7ÁC. Concernant lôamorce hybridant sp®cifiquement avec la s®quence sauvage 

dôul24, cette température était de 51.0°C. Les fragments amplifiés ont une taille dôenviron 375 

paires de bases (figure 11).  

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Séquences des amorces de criblage.  Lôamorce contenant des mutations de substitution 

pour lôalanine A en position 99 et 101 (codant respectivement pour lôacide glutamique E et la lysine K), 

est capable dôhybrider avec la s®quence du site catalytique du virus mutant E99A/K101A. Lôamorce 

contenant la s®quence originelle codant pour lôacide glutamique et la lysine en position 99 et 101 

respectivement, est capable dôhybrider avec la s®quence sauvage du motif putatif dôendonucl®ase. 

Lôamorce dite ç reverse » est commune aux deux types dôamorces pr®coces. Lôabr®viation Tm d®signe la 

temp®rature moyenne dôhybridation estimée pour chacune des amorces. Lôabr®viation NT repr®sente le 

nombre de nucléotides contenue dans lôamorce. Ces deux amorces vont permettre de distinguer les 

clones viraux ayant recombiné avec la séquence sauvage du gène ul24 en générant des fragments de 

375 paires de base.      
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Figure 11 : Optimisation des conditions de criblage avec les amorces E99A/K101A Mut (A) et 

E99AK101A WT (B). Afin dôoptimiser les conditions permettant dôamplifier de fa­on distincte des 

fragments du gène ul24 des virus recombinants des non recombinants, un gradient de températures 

dôhybridation ont ®t® test®es pour les deux types dôamorces (Figure 10). Les virus contr¹les test®s sont 

les virus KOS, vE99A/K101A et vG121A. L = 100pb DNA Ladder (NEB), 1 = KOS, 2 = vE99A/K101A, 3 = 

G121A.  

 

 

Amorce E99K101 WT

L   1  2  3

51.0 ° C        

500 pb
400 pb

Amorce E99K101 Mut

L      1    2    3     1    2 3 1 2 3

57.1 ° C        59.7 ° C        61.0 ° C       

1/ Initial Denaturation : 95°C 2 min 

2/ Denaturation Step : 95°C 15 sec 

3/ Primer Annealing Step : 57.1°C, 59.7°C, 61.0°C 

4/ Extending Step : 72 °C 2 min 

5/ Final Extending Step : 72°C 5 min 

6/ End : 4°C. 

1/ Initial Denaturation : 95°C 2 min 

2/ Denaturation Step : 95°C 15 sec 

3/ Primer Annealing Step : 51°C 

4/ Extending Step : 72 °C 2 min 

5/ Final Extending Step : 72°C 5 min 

6/ End : 4°C. 

A 

B 

500 pb
400 pb



 

32 

4.2 Titres viraux et phénotypes en culture cellulaire du virus 

E99A/K101ARescue.  

Suite ¨ lôisolation dôun clone pur E99A/K101ARescue ¨ lôissue de plusieurs rondes de criblage, 

des approches de caractérisation de ce virus ont été menées afin dô®tudier en culture cellulaire 

sa cinétique de réplication (figure 12)  mais également dôobserver son ph®notype de plage de 

lyse (figure13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Cinétique de réplication du virus vE99A/K101ARescue. Un titrage des différents virus a 

été effectué sur une culture de cellules Vero à différents temps post-infection pour une MOI de 5, puis 

reportés sur ce graphique. Les résultats indiqués correspondent à une expérience faite en duplicat. Les 

barres dôerreur repr®sentent la variabilité des données mesurées. 

Une évaluation de la cinétique des titres viraux produits au cours dôune ronde de réplication, a 

été effectuée pour les virus KOS, vE99A/K101A et vE99A/K101ARescue. Les titres ont été 

évalués par comptage de plages de lyse sur une culture de cellules Vero à trois jours post-

infection. Le graphique permet de mettre en évidence que le virus vE99A/K101ARescue se 

réplique de façon plus efficace que le virus mutant vE99A/K101A avec des titres avoisinant 

1,0x107 pfu/mL de façon similaire à ceux de KOS (figure 12).  
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Une analyse de la morphologie des plages de lyse a également été réalisée sur culture de 

cellules Vero puis observée au microscope à contraste de phase au bout de deux jours post-

infection. Les clichés obtenus permettent de constater une disparition de plages syncytiales à 

37°C et 39°C pour le virus vE99A/K101ARescue contrairement au mutant vE99A/K101A. Puis, 

il est notamment observé que les plages de lyse formées par vE99A/K101ARescue ont une 

morphologie similaire à ceux du virus KOS (figure 13). Ainsi, la caractérisation de ce virus 

vE99A/K101ARescue permet dôobserver un phénotype proche de celui du virus sauvage KOS.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Morphologie des plages de lyse. Le phénotype des plages a été évalué en culture de 

cellules Vero au bout des deux jours suivant lôinfection par les diff®rents virus aux temp®ratures indiquées 

en degrés celsius (°C).  

34°C                                37°C                               39°C 

                             KOS 
 
 
 
 
             vE99A/K101A  
 
 
 
 
 
 vE99A/K101ARescue 
 



 

34 

4.3 Effet de vE99A/K101ARescue sur la production de 

monomères génomiques du VHS-1.  

Suite ¨ lôobtention dôun clone pur dôun virus rescue pour la mutation UL24-E99A/K101A et 

présentant des caractéristiques similaires à celles du virus sauvage, un test de production de 

monomères a été réalisé à partir de cellules Vero infectées puis récoltées à 24 heures post-

infection.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Analyse génomique virale du VHS-1 sur gel dô®lectrophor¯se en champ puls®. Des 

cellules Vero ont été mock-infectées ou infectées par les virus KOS, UL24X, vUL24XRescue, 

vE99A/K101A ou vE99A/K101ARescue. Ces cellules ont ensuite été récoltées à 24 heures post-infection. 

LôADN cellulaire et les diff®rents ADN viraux présents dans les cellules ont été séparés sur gel dôagarose 

1.2% grâce à une électrophorèse en champ pulsé. Suite à la migration, le gel a été coloré au bromure 

dô®thidium puis une photo a ®t® prise sous rayons ultraviolets. La position des marqueurs est indiquée à 

gauche de lôimage. La position des diff®rentes formes de lôADN est indiqu®e ¨ droite de lôimage. 

Lôast®risque indique une bande correspondant ¨ une d®chirure m®canique de lôADN cellulaire.  
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Les cellules infectées par les virus KOS, vUL24XRescue présentent une certaine production de 

monomères génomiques (152 kb) tandis que pour les virus UL24X et E99AK101A une forte 

réduction de cette production est observée. Il est possible de remarquer que 

vE99AK101ARescue permet de rétablir la formation de ces monomères de façon similaire à 

KOS et vUL24XRescue (figure 14). Il est ®galement not®, la pr®sence dôADN de haut poids 

moléculaire resté piégé au niveau des puits. Afin dôavoir une meilleure appr®ciation de la 

production g®nomique virale, ce gel dô®lectrophor¯se a ensuite été transféré sur membrane 

nylon chargée positivement puis hybridée avec une sonde radioactive spécifique à un fragment 

BamHI de lôADN du VHS-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Analyse génomique virale du VHS-1 par Southern blot. Le gel dôagarose migré en champ 

pulsé (figure 14) a été transféré sur une membrane de nylon chargée positivement. Cette membrane a 

ensuite été hybridée avec une sonde radioactive BamHIQ[ -
32

P]dCTP ciblant spécifiquement le génome 

viral. Le marquage au niveau du haut de la membrane correspond ¨ de lôADN viral contenu dans le puits 

(Well DNA). Le marquage situé au bas du gel correspond aux monomères génomiques viraux de 152 

kpb. Expérience réalisée une seule fois. 

152 kb ----

Well DNA ----
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Lôhybridation de la membrane avec la sonde BamHIQ[ -32P]dCTP permet de d®tecter lôADN 

g®nomique viral qui sôillustre par deux types de marquage. En effet, un marquage est observé 

au niveau des puits des cellules infectées renfermant des intermédiaires de réplication à fortes 

structures secondaires et qui nôont pas pu être résolus lors de la migration. Le traitement à la 

prot®inase K permet dôavoir acc¯s ®galement ¨ lôADN viral encapsid®. Ainsi, les monom¯res de 

152 kpb clivés à partir de ces intermédiaires complexes de réplication (encapsidés ou non) sont 

également marqués.  

Lorsque les cellules sont infectées par le virus mutant UL24X, une réduction de la production 

génomique virale en forme de monomères est notée en comparaison aux cellules infectées par 

KOS et vUL24XRescue puis le ratio dôADN monom®rique ¨ lôADN des puits semble être réduite 

dans le cas du mutant UL24X. De la même façon, dans le cas du mutant vE99A/K101A une 

réduction bien visible de cette production est observée et qui est ensuite rétablie en présence 

du virus vE99A/K101ARescue (figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Quantification de la production de monomères génomiques du VHS-1.  En abscisse, les 

différents virus étudiés sont représentés. En ordonnée, les valeurs numériques correspondent aux 

valeurs de lôintensit® des bandes observées sur le Southern blot radioactif. Expérience réalisée une seule 

fois 
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