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RESUME

Le géne /24 du virus de I'herpés simplex 1 (VI1S-1) est conservé parmi les membres de
la famille des Herpesviridae. L.a protéine multifonctionnelle UL24 est importante pour la
réplication en culture cellulaire et in vivo dans un modéle murin d'infection oculaire. Un virus
déficient en UL24 démontre des plages de lyse syncytiales ot les membranes des cellules
infectées fusionnent de manicre aberrante. D'une part, le domaine N-terminal de la protéine est
hautement conservé parmi les orthologues d'UL24. Lorsque ce domaine est exprimé seul, il se
localise au noyau et il a été démontré qu'il était suffisant pour induire des modifications au
nucléole causées par le VHS-1. D'autre part, le domaine C-terminal, faiblement conservé, se
localise dans le cytoplasme et dans I'appareil de Golgi lorsqu'il est exprimé seul. Dans cette
étude, notre hypothése est que la partie C-terminale de la protéine UL24 interagirait avec des
protéines cellulaires qui interviendraient dans le réle de la protéine dans le cytoplasme. Afin de
tester cette hypothése, un criblage double hybride chez la levure a été effectué. Pour cela, la
partie C-terminale d'UL24 (aa 190-269) a été utilisée comme appat pour cribler une librairie de
protéines provenant de cellules HeLa S3. Sur 9x107 clones criblés, quatre clones remplissaient
tous les critéres d'interaction. Les séquences de ces clones correspondaient toutes, en partie ou en
totalité, a la séquence codante de la forme mature de la protéine CIQBP. C1QBP est une
protéine multifonctionnelle qui se localise dans le cytoplasme et dans le noyau et qui joue
plusieurs roles dans différentes infections virales. L'interaction de la forme mature de C1QBP
avec la forme entiére de la protéine UL24 a été confirmée dans le systéme double hybride. Par la
suite, des essais de co-immunoprécipitation dans des cellules HeLa infectées avec le virus ont
montré que C1QBP est présente lorsqu'on précipite UL24. Des essais d'immunofluorescence
indirecte et microscopie confocale ont par ailleurs montré que les deux protéines colocalisent
dans le cytoplasme des cellules HeLa et des cellules HFF. On a voulu ensuite déterminer
l'importance de C1QBP lors de l'infection par le VHS-1. Pour cela, une réduction de l'expression
de C1QBP par une approche d'interférence ARN a été réalisée. La diminution de 'expression de
CIQBP ne semblait pas affecter ni la réplication ni la dissémination du virus en culture
cellulaire. Des études supplémentaires sont nécessaires pour caractériser 'interaction entre UL24

et CIQBP et comprendre son rdle lors de l'infection par le VHS-1 in vitro et in vivo.



ABSTRACT

The herpes simplex virus (HSV-1) gene u/24 is conserved among all Herpesviridae
family members. The multifunctional UL24 protein is important for viral replication in vitro as
well as for pathogenesis in a mouse model of ocular infection. Mutations in the 1/24 gene also
lead to syncytial plaques in infected cells. The N-terminal domain of UL24 is highly conserved
among orthologs of the protein. This domain is located in the nucleus when expressed alone, and
is sufficient to induce nucleolar modifications. Little is known about the role of the C-terminal
domain of UL24, which is poorly conserved. When expressed alone, this part of the protein is
found in the cytoplasm and the Golgi apparatus. In this study, we hypothesized that the C-
terminal domain of UL24 can interact with cellular factors involved in cytoplasmic functions of
the protein. To test this hypothesis we performed a yeast two-hybrid screen using the C-terminal
domain of UL24 (aal90-269) as bait to screen a HeLa S3 cell library fused to the GAL4
activation domain. From a total of 9x107 transformants screened, four clones fulfilled the criteria
for interaction of gene products. The gene sequences of these clones all corresponded to the
coding sequence of the mature form of C1QBP. C1QBP is a multifunctional protein located in
the cytoplasm and nucleus and has been shown to play a role in different viral infections. We
confirmed the interaction between the full length UL24 protein with the mature form of C1QBP
in the yeast two-hybrid system. Co-immunoprecipitation assays showed that the two proteins
interact in infected HeLa cells. Indirect immunofluorescence studies also demonstrated the
colocalization of UL24 and C1QBP in the cytoplasm of infected HeLa and HFF cells. Next, we
wanted to test the importance of CIQBP in HSV-1 infection. By an siRNA approach, we
reduced the level of C1QBP expression in HeLa cells. We infected these cells with the strain
KOS at low and high multiplicities of infection. We observed that the knock-down of C1QBP
reduced neither viral replication nor dissemination in cell culture. Further studies are needed to
characterize the UL24-C1QBP interaction and to investigate its role in HSV-1 infection both in

vitro and in vivo.
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1 INTRODUCTION

1.1  Les virus herpés humains

Les virus herpes sont des virus ubiquitaires et font partie de I'histoire humaine depuis
bien longtemps. En effet, des analyses phylogénétiques et de recombinaison du génome du virus
herpes simplex 1 (VHS-1) ont démontré que ces virus ont coévolué avec leurs hotes humains et
reflétent le patron de migrations anciennes des populations humaines (Kolb et al., 2013). Les
herpés virus appartiennent & |’ordre des Herpesvirales qui comprend trois familles. Les
Herpesviridae infectent les mammifeéres, reptiles et oiseaux ; les Alloherpesviridae infectent les
poissons et amphibiens ; les Malacoherpesviridae infectent les bivalves (Davison et al.,, 2009).
Huit espéces de la famille des Herpesviridae sont connues pour infecter I'humain. Ces virus
herpés humains sont classés en trois sous-familles selon leurs séquences en nucléotides ainsi que

leur propriétés biologiques: les Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae.

La sous-famille des Alphaherpesvirinae comprend les virus herpes simplex 1 et 2 (VHS-1
et VHS-2) ainsi que le virus de la varicelle (VZV). Les membres de cette sous-famille induisent
une lyse cellulaire importante et se caractérisent par une latence dans les ganglions sensitifs. La
sous-famille des Betaherpesvirinae comprend le cytomégalovirus humain (HCMV) et les
Roseolovirus (HHV-6 et HHV-7). Finalement, la sous-famille des Gammaherpesvirinae
comprend le virus d'Epstein-Barr (EBV) et le virus herpés humain 8 (HHV-8) qui ont un

tropisme lymphoblastoide et sont oncogéniques (Cann, 2012).
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1.2 Structure du virus herpés simplex 1

Le VHS-1 est un virus dont le génome a8 ADN double brin linéaire de 152 kb code pour
plus de 84 protéines (Roizman ef al., 2007). Son génome posséde deux régions de séquences
uniques: le segment long (UL) et le segment court (Us) bordées de séquences répétées inversées.
Des séquences appelées a et b bordent le segment unique long et a et ¢ bordent le segment court
(figure 1) (Perry et al., 1988). La position de ces régions répétées permet la recombinaison du
génome du VHS-1 lors de sa réplication menant & quatre isomeres génomiques différents

(Hayward et al., 1975).

HSV1
a,b U b'a'ne U, ¢
N T :tzm}ﬁ—?a

Figure 1 - Représentation d'un monomére génomique du VHS-1. l.es régions uniques longue (Uy) et courte (Us)
sont bordées ct séparces par des régions répétées (a, b en amont de Uy; a', b' entre Up et Us; et ¢) qui permettent
I'inversion de l'orientation des séquences, donnant ainsi quatre isomeres génomiques différents (combinaison des
quatrc fleches rouges). Les fléches noires montrent les origines de réplication du génome (ORI). Image tirée ct
modifiée de http://www.jle.com/e-docs/00/03/FD/DB/article.phtmL?fichier=images.htm

Une copie de ce génome est contenue dans une capside icosaédrique composée de 162
capsoméres. La coque de la capside est composée de quatre protéines virales: une protéine
majeure VPS5 ainsi que VPI9C, VP23 et VP26 qui sont moins abondantes. Une protéine
d'échafaudage, UL26, est reli€e a cette coque dans la face interne de la capside (Sheaffer et al.,
2000). Une couche protéique additionnelle, le tégument, vient par-dessus la capside. Une étude
protéomique a démontré que le tégument est composé de 23 protéines virales et que des
protéines cellulaires de I'hdte sont aussi présentes (Loret et al., 2008). La protéine virale la plus
abondante est VP22 qui joue un role dans la distribution efficace de plusieurs protéines virales et

cellulaires dans le cytoplasme. Elle a aussi été identifiée comme un facteur de neurovirulence du
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VHS-1 in vivo (Tanaka et al., 2012). Finalement, lc tégument est surmonté d'une membrane
bilipidique dans laquelle sont ancrées des glycoprotéines virales (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, g,
gL, gM et gN) qui sont importantes pour l'infection par le virus (Stannard et al., 1987). Une
étude par spectrométrie de masse a cependant montré que les glycoprotéines gJ et gN ne sont pas
présentes dans le virion (Loret e¢s al, 2008). La figure 2 ci-aprés illustre ces différentes

composantes du VHS-1.

Glycoprotéines

Enveloppe

Tégument

ADN

Nucléocapside

Figure 2 - Structure du VHS-1. Le monomere génomique se trouve dans une capside icosaédrique surmontée du
tégument et le tout enveloppé d'une membrane bilipidique dans laquelle sont ancrées des glycoprotéines. Image tirée
ct modifiée de http://www.bio.davidson.edu/people/sosarafova/assets/bio307/jehodge/page01.htmL

1.3 Pathogenése du virus herpés simplex 1

Le VHS-I est un virus qui affecte la majorité de la population humaine de maniére
bénigne. Sa pathogenése se caractérise par une primo-infection, une neuropathogenése, une
latence et une réactivation. Etant un virus enveloppé, la fragilité de I'enveloppe membranaire du
virion fait que la transmission entre hotes se fait par des contacts étroits. Le site de primo-
infection du VHS-1 est la muqueuse oro-labiale ou le cycle de réplication du virus entraine la
lyse des cellules épithéliales infectées. Cette affection se manifeste par les lésions buccales que

I'on appelle communément: feu sauvage. Il s'agit du cycle lytique du virus. Le virus infecte par la
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suite les terminaisons axonales des nerfs sensitifs environnants. 1l est transporté de fagon
antérograde le long de I'axone jusqu'au corps neuronal (Cook et al., 1973) ou il peut & nouveau se
répliquer ou établir une latence dans les neurones du ganglion trigéminal. Lors de cette phase
latente, le virus est capable de limiter l'expression de ses génes et est ainsi & l'abri du systéme
immunitaire. Suite a divers stress de nature physique ou émotionnelle, le virus peut sortir de la
latence. Le virus peut donc se répliquer et produire de nouveaux virions qui sont transportés de
maniére rétrograde le long de I'axone pour retourner au site de primo-infection (Hill e /., 1983)
et étre a nouveau transmissibles (Knipe ez al., 2008). C'est cette réactivation du virus qui est a

l'origine des Iésions récurrentes au niveau de la muqueuse oro-labiale (figure 3).
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Figure 3 - Pathogenése du VHS-1. La primo-infection (a) s'effectue au niveau des cellules épithéliales ol il y a
réplication du virus. Les virions sont ensuite transport¢s de maniére rétrograde au corps necuronal ot le virus entre en
latence. Suite a divers stress, le virus peut se réactiver. 11 y a alors réplication virale dans le corps neuronal et les
virions vont retourner au niveau des cellules épithéliales par transport antérograde (b). Image adaptée de la revue de
(Knipe et al., 2008).

L'infection par le VHS-1 est, dans la plupart des cas, bénigne. Cependant, les infections
herpétiques récurrentes chroniques touchent prés de 30% de la population (Liesegang, 2001). De
plus, le virus peut se disséminer vers le systéme nerveux central et causer une encéphalite ou une
méningite. De plus, chez des personnes dont le systéme immunitaire est affaibli telles que les

nouveau-nés, les personnes atteintes du syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) ou les
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personnes qui suivent un traitement immunosuppresseur, des complications plus sévéres peuvent
survenir. L'infection peut également se disséminer dans tout I'organisme ct se manifester par une
extension des plaques herpétiques (Mann ef al., 1984, Rand et al., 1977). Finalement, le virus
peut causer une kératite virale et les infections oculaires récurrentes peuvent causer des Iésions
menant a la cécité. Les infections herpétiques constituent la premiére cause de cécité due a un

agent pathogéne dans les pays développés (Streilein et al., 1997).

1.4 Cycle de réplication du virus herpés simplex 1

Le cycle de réplication du VHS-I est complexe. La figure suivante résume les différentes

étapes décrites ci-apres (figure 4).

Figure 4 - Cycle de réplication du VHS-1. L'entrée du virus se fait par fusion membranaire ou par endocytose. Par
la suite. la protéine du tégument vhs permet l'arrét de la synthése protéique de I'héte ct la capside est transportce vers
le noyau via les microtubules. Le génome entre au noyau par les pores nucléaires. La protéine virale VP16 interagit
avec des facteurs cellulaires pour activer la transcription des géncs immcédiats précoces (IE) qui permettent
I'expression des genes précoces (E) et la réplication du génome en cercle roulant. Par la suite les génes tardifs (L)
qui codent entre autres pour les protéines structurales sont exprimés. L'assemblage des nucléocapsides se fait dans le
noyau et ceux-ci sortent dans le cytoplasme par un enveloppement et désenveloppement a travers les deux feuillets
de la membrane nucléaire. La capside acquiert le tégument principalement dans le cytoplasme et les glycoprotéines
dans des vésicules endocytiques ou issues du TGN. Les virions sortent de la cellule par exocytose. Image tirée de
Bertrand, 2011.



1.4.1 Entrée du virus

Dans la littérature, trois voies différentes possibles ont été décrites pour l'entrée du virus:
par fusion membranaire ou par endocytose dépendante ou indépendante du pH selon le type
cellulaire (Koyama ez al., 1987, Nicola et al., 2005, Nicola et al., 2003). Dans chacun de ces trois
cas, l'entrée du VHS-1 dans la cellule hdte requiert au moins les quatre glycoprotéines
nécessaires pour la fusion: gB, gD, I'hétérodimeére gH/gL; et un récepteur cellulaire de gD. La
premiére étape est I'attachement du virion a la surface cellulaire qui se fait par I'interaction de gB
ou de gC avec unc héparine sulfate. Les héparines sulfates forment une famille de
polysaccharides qui sont impliqués dans l'attachement de différents pathogénes. Des protrusions
membranaires de la cellule facilitant cet attachement du VHS-1 ont été observées (Akhtar ef al.,
2009). Des évidences suggérent également que des récepteurs différents de I'héparine sulfate
seraient impliqués dans l'attachement (Bender et al., 2005). Entre autres, un récepteur nommé
PILR-a interagit avec gB a cette fin. Aussi, les protéines BS et intégrines avpB3 semblent aussi
agir comme récepteurs d'entrée du VHS-1 par leur interaction avec gH (Akhtar ef al., 2009). Par
la suite, gD se lie & un des différents récepteurs cellulaires suivants: "Herpes Virus Entry
Mediator" (HVEM), nectin-1 ou I'héparine sulfate 3-O sulfatée. La protéine HVEM est une
protéine de type récepteur du TNF tandis que nectin-1 fait partie de la superfamille des
immunoglobulines (Reske et al., 2007). Cette liaison entraine par la suite un changement de
conformation de gD, ce qui recrute les autres glycoprotéines gB, gH/gL a former un complexe
multiprotéique de fusion. Les membranes cellulaire/vésiculaire et virale sont amenées a
proximité et il y a mélange des lipides des membranes. 1l s'en suit un mélange du cytoplasme

avec le contenu viral (Eisenberg et al., 2012).

Une étude a identifié la protéine cellulaire NMIIA comme un récepteur d'entrée du VHS-
| en interagissant avec la glycoprotéine gB. En effet, la réduction de I'expression de NMIIA dans
la cellule inhibe l'infection par le VHS-1 ainsi que la fusion intercellulaire causée par la co-
expression des quatre glycoprotéines impliquées dans la fusion (Ari et al, 2010). La
glycoprotéine gB appartient au groupe des protéines de fusion de classe Il et active la fusion

membranaire en apportant I'énergie nécessaire a ce processus par changement de conformation
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(Hannah et al., 2007, Heldwein et al., 2006). Par ailleurs, gB est hautement conservée chez les
Herpesviridae et présente des homologies de structure avec les protéines de fusion d'autres
familles de virus telles que la protéine G du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) (Roche et al.,
2006) et la protéine gp64 du baculovirus (Kadlec et «al, 2008). Ainsi, gB semble étre la
glycoprotéine de fusion du VHS-1.

Lorsque la particule virale a atteint le cytoplasme de la cellule héte, les protéines du
tégument sont relichées et interviennent dans différents processus précédant l'expression
génique. Entre autres, la protéine du tégument VIS ("virion host shutoff") qui est le produit du
géne ul41] intervient pour dégrader les ARNm cellulaires et viraux. Lors de l'infection lytique, la
protéine VHS interagit avec une autre protéine du tégument VP16. Cette protéine est un
activateur de la transcription des génes immédiats précoces et son interaction avec VHS diminue
l'activité de celle-ci (Matis ez al., 2001). La nucléocapside est transportée jusqu'au noyau le long
des microtubules via les dynéines et le génome est reliché au niveau des pores nucléaires

(Sodeik et al., 1997).

1.4.2 Expression séquentielle des génes viraux et réplication du génome

Une fois que le génome arrive dans le noyau, il se circularise et I'expression séquentielle
des génes viraux a lieu. La protéine du tégument VP16 interagit avec deux protéines cellulaires:
un facteur de transcription Oct-1 et un facteur de prolifération cellulaire HCF-1 pour former un
complexe permettant l'activation de la transcription de la premiére série de génes viraux
(Campbell et al., 1984, Post et al., 1981, Wysocka et al., 2003). La transcription est effectuée par
I'ARN polymérase II cellulaire (Preston et al., 1976).

Tout d'abord, les génes immédiats précoces ou génes a sont exprimés. Les protéines
codées par ces génes sont des facteurs de transcription nécessaires pour l'expression des autres

génes viraux. Les génes précoces ou génes B sont ensuite transcrits. Les produits de ces genes
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sont impliqués dans la réplication du génome viral ainsi que l'expression du groupe de génes
suivants. La réplication du génome nécessite au moins sept protéines virales. Tout d'abord, la
protéine UL9 qui peut se lier aux trois origines de réplication du génome (figure 1) cause la
distorsion au niveau des régions riches ecn A/T de l'origine de réplication et ensuite la séparation
des deux brins d'ADN par sa fonction d'hélicase. Elle interagit avec une autre protéine virale
ICP8 qui stimule cette activité hélicase ainsi que les activités polymérase (complexe
UL30/UL42) et hélicase/primase (complexe ULS/UL8/ULS2) subséquentes. La réplication du
génome du VHS-1 se fait par un modéle de cercle roulant et donne de longs concatémeéres
formés de copies du génome en tandem (Boehmer et al., 1997, Jones et al., 1979). Finalement,
les génes tardifs ou génes y sont transcrits. lls codent pour les protéines structurales ainsi que les
protéines nécessaires a la formation du virion. Les génes tardifs se divisent en deux groupes: les
genes "leaky late" ou y; qui sont faiblement exprimés en absence de réplication du génome viral
et les génes "true late" ou y» dont l'expression est entiérement dépendante de la réplication

(Holland et al., 1980, Jones et al., 1979).

L'entrée du génome viral dans le noyau de la cellule héte entraine une réorganisation de
celui-ci. En effet, plusieurs protéines nucléaires sont relocalisées pour former des compartiments
de réplication virale ou ont lieu la transcription des génes viraux, la réplication de I'ADN, le
clivage des concatémeres et I'encapsidation (de Bruyn Kops et al., 1994, Lamberti et al., 1996,
Lamberti et al., 1998, Quinlan et al., 1984). Suite a un cycle de réplication, il y a I'encapsidation
des nouveaux génomes. Les protéines structurales formant la capside (VPS5, VP19, VP23 et
VP26) synthétisées dans le cytoplasme sont importées au noyau. Une seule copie du génome est
encapsidée. Pour cela, les protéines virales UL1S et UL28 semblent étre impliquées dans le
clivage de I'ADN concatémérique. Ces protéines sont également présentes dans les formes
primaires de capsides, les procapsides, suggérant qu'elles sont impliquées dans I'empaquetage de
I'ADN et que c'est lors de l'insertion de celui-ci dans la procapside que le clivage se fait. D'autres
protéines virales telles que UL2S5 semblent étre importantes pour la stabilité de la nucléocapside
assemblée. La protéine virale UL25 se retrouve a la surface externe de la capside (Newcomb et
al., 2006). Cette protéine est impliquée dans les étapes tardives de I’encapsidation du génome

(Stow, 2001). Un modele propose qu’UL2S5 stabilise la capside face a la pression générée par
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I’insertion du génome et évite ainsi le clivage prématuré des monoméres (Cockrell et al., 2009 ;
Preston et al.,, 2008). Elle est aussi requise pour le maintien de la stabilité de la capside par son

interaction avec la protéine du tégument UL36 (Coller et al., 2007).

1.4.3 Sortie du noyau vers le cytoplasme

Différentes hypothéses ont été¢ émises sur la sortie des virus herpés du noyau vers le
cytoplasme. Une de ces hypothéses soutient que les particules virales seraient transportées de
l'espace périnucléaire a travers le Golgi jusqu'a la surface cellulaire dans des vésicules
d'exocytose (Epstein, 1962). Une autre hypothese veut que les nucléocapsides passent a travers
les pores nucléaires qui deviendraient plus larges (Wild et al., 2005). Cependant, I'hypothése la
plus acceptée est celle d'un enveloppement primaire au niveau de la membrane interne de
I'enveloppe nucléaire suivi d'un désenveloppement par fusion avec la membrane externe de celle-
ci (Mettenleiter, 2002). Pour que I'enveloppement primaire puisse se faire, la lamina formant la
structure du noyau doit étre modifiée (Simpson-Holley et al., 2005). Pour cela, des protéines
kinases C (PKC) sont recrutées a la membrane pour phosphoryler la lamine B et I'émerine afin
de défaire la structure de la lamina nucléaire (Leach et al., 2010). Le complexe de protéines
virales UL34 et UL31 semblerait étre impliqué dans ce recrutement de PKC a la membrane
nucléaire (Park et al., 2006). Suite a ce désassemblage de la lamina, I'enveloppement primaire
des virions peut avoir lieu grace a l'interaction des protéines de la nucléocapside avec les
glycoprotéines gB, gD et gM ancrées dans la membrane nucléaire interne (Skepper et al., 2001).
Par la suite, le désenveloppement se fait par fusion avec la membrane nucléaire externe et cette
fusion semble impliquer les glycoprotéines gB et gD qui agissent de maniére redondante pour

cette fonction (Farnsworth et al., 2007).
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1.4.4 Etapes tardives dans le cytoplasme

Une fois sorties dans le cytoplasme, les nucléocapsides doivent acquérir le tégument ainsi
que leur enveloppe membranaire finale avec les glycoprotéines. Plusieurs protéines virales et
cellulaires interviennent dans ces étapes tardives de la morphogenése des virions. Les
mécanismes précis de l'enveloppement secondaire ne sont pas encore bien décrits mais deux

principales voies sont acceptées dans la littérature.

Dans une premiére hypothése, I'enveloppement final s'effectuerait dans des
compartiments trans-golgiens (TGN). Cette conclusion découle des études basées sur la
colocalisation des nucléocapsides avec divers marqueurs du TGN (Granzow et al., 2001,
Komuro et al., 1989). De plus, les glycoprotéines virales et des protéines du tégument ont
également été localisées dans ce compartiment un peu avant les capsides (Turcotte et al., 2005).
Ainsi, aprés |'acquisition des protéines du tégument dans le cytoplasme, les virions se rendraient
dans ces vésicules issues du TGN contenant les glycoprotéines (figure 4). 1l a été démontré que
la protéine du tégument VP22 du VHS-I interagit avec le moteur moléculaire NMIIA qui est
recruté au cytosquelette d'actine et impliqué dans plusieurs processus du trafic intracellulaire (H.
van Leeuwen et al., 2002). Le transport des nucléocapsides impliquent aussi d'autres facteurs
cellulaires tels que la dystonine, une protéine associée au cytosquelette qui interagit avec la
protéine du tégument UL37 (Pasdeloup et al., 2013). Par la suite, les vésicules contenant les
virions entiérement formés se rendent & la membrane cellulaire d'une maniére dépendante de la
protéine kinase D (PKD) cellulaire (Remillard-Labrosse et al., 2009) et de la myosine Va
(Roberts et al., 2010).

Une autre voie postulée pour l'acquisition de I'enveloppe membranaire par les virions est
le bourgeonnement dans des vésicules d'endocytose contenant les glycoprotéines (Radsak et al.,
1996). En effet, des particules de HSV-1 ont été co-purifiées avec des marqueurs d'endosomes
telles que Rab$ (Harley et al., 2001) ou un marqueur d'endosome précoce EEA1 (Turcotte ef al.,

2005). De plus, plusieurs études ont observé le recyclage des glycoprotéines virales déja
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exprimées a la membrane plasmique vers le TGN dans des vésicules endosomales (Beitia Ortiz
de Zaratc et al., 2004, Bridcau et al, 2000, Tirabassi et al.,, 1998). Le transport des
glycoprotéines vers la surface cellulaire semble aussi dépendre de la myosine Va (Roberts et al.,
2010). Par ailleurs, quelques observations suggérent que d'autres compartiments seraient
impliqués dans I'enveloppement secondaire. En effet, cette étape est affectée lorsque la biogenese
de corps multivésiculaires (MVB) est affectée (Calistri et al., 2007, Crump et al., 2007). Les
MVB sont des compartiments issus de l'invagination des membranes des endosomes précoces

qui permettent de trier les protéines destinées a la dégradation lysosomale (Piper ef al., 2007).

Par ailleurs, les glycoprotéines gM et gE/gl, lorsqu'elles sont simultanément inhibées,
diminuent fortement la réplication virale et causent une accumulation des nucléocapsides dans le
cytoplasme (Brack et al., 2000). De plus, il a été¢ démontré que les glycoprotéines gE/gl jouent
un réle dans la sortie directionnelle des virions dans les cellules polarisées et les neurones
(McMillan et al., 2001, Tirabassi ef al., 1997). Ainsi, il a été proposé que ces glycoprotéines sont
impliquées dans le transport directionnel des virions vers la membrane cellulaire et/ou vers les

jonctions cellulaires (Dingwell et al., 1994, Dingwell et al., 1998, Johnson et al., 2001).

Finalement, il a été¢ démontré que plusieurs protéines de la famille des Rab GTPases sont
impliquées dans l'enveloppement secondaire du VHS-1. En effet, il a ét€¢ démontré que la
protéine Rab6 est nécessaire pour le transport des glycoprotéines virales vers la membrane
plasmique (Johns et al., 2014) et par la suite, Rab$5 interviendrait dans l'internalisation de celles-
ci dans des vésicules d'endocytose a l'intérieur desquelles les virions bourgeonneront
(Hollinshead et al., 2012). Une autre étude a démontré que la déplétion de la protéine Rabla/b
empéche le transport des glycoprotéines du RE vers les compartiments d'enveloppement et que la
déplétion de Rab43 entraine une fragmentation du TGN associée & une diminution de
l'enveloppement secondaire des virions (Zenner et al., 2011). L'assemblage du tégument et
I'enveloppement secondaire sont deux processus qui ne requiérent pas nécessairement la

présence de capsides dans le cytoplasme. Ainsi, des particules dépourvues de nucléocapsides
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peuvent donc se retrouver dans le milieu extracellulaire en plus des virions complets. Ce sont les

particules L ou "light particles" (Rixon et al., 1992).

1.5 Latence et réactivation

Une des caractérisiques communes de tous les virus herpés a humains est la capacité de
rester en latence dans les neurones sensitifs de I'héte. Le virus infecte les neurones sensitifs
innervant le site de primo-infection et s'y établit en latence (Efstathiou et al., 2005). Les
mécanismes de la latence sont peu connus. L'entrée en latence semble étre due a une incapacité
du virus a exprimer les génes immédiats précoces. L'incapacité de la protéine virale VP16 a se
localiser dans le noyau des neurones empéche la transcription de ces genes (Steiner et al., 1990,
Wysocka et al., 2003). De plus, la protéine cellulaire HCF-1 nécessaire pour l'expression des
génes lytiques semble s'accumuler dans le cytoplasme et n'est relocalisée au noyau qu'en réponse
a un stress. Durant cette phase, le génome viral se retrouve sous forme circulaire appelé: épisome
(Efstathiou ef al., 1986). Contrairement a certains virus de la sous-famille des Betaherpesvirinae
et Gammaherpesvirinae, la méthylation de I’ADN ne semble pas jouer un role dans le contrle
de la transcription des génes lors de la latence du VHS-1 (Kubat et al., 2004, Quina et al., 2006).
L'état de latence est maintenu par la modification des histones, les protéines qui permettent la
compaction de I'ADN. Des protéines cellulaires de la famille des PRC2 semblent intervenir dans
la désacétylation et la triméthylation des histones au niveau des promoteurs des génes lytiques
lors de la latence (Bloom et al., 2010). Ces modifications permettraient a I’ADN de passer du
stade euchromatine (relach€) au stade hétérochromatine (compact). Par la suite, des protéines
cellulaires de la famille des PRC1 interviennent pour maintenir I’état compact de I’ADN (Bloom
et al., 2010). Seul un transcrit de 8.3 kb appelé "latency-associated transcript" (LAT) est exprimé
en abondance (Deatly et al., 1987, Stevens et al., 1987). Ce transcrit est un précurseur de
microARNs viraux qui bloquent I'expression des génes permettant l'activation du cycle lytique
du virus (Umbach et al., 2008). Par ailleurs, des facteurs cellulaires interviennent aussi dans le

maintien de la latence. En effet, une étude a démontré que miR-138, un microARN spécifique
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aux neuroncs, inhibe l'expression d'ICP0, une protéine virale impliquée dans la transcription des

genes lytiques (Pan et «l., 2014).

Suite a divers stress physiques (fiévre, exposition aux UV, menstruations) ou émotionnels
(stress), le virus peut sortir de sa latence et réactiver son infection lytique (Roizman et al., 2013).
Lors de cette réactivation, des modifications dans la chromatine ont lieu: on observe la
désacétylation des histones au niveau des amplificateurs de I’expression des LATs, tandis que les
histones sont acétylées au niveau des genes impliqués dans ’infection lytique (Amelio et al.,
2006, Neuman et al., 2007). Ainsi, l'accés au promoteur des geénes viraux est facilité (Efstathiou
et al., 2005). La réactivation est associée a un relaichement de la répression de l'expression des

geénes lytiques corrélé a une diminution des microARNSs viraux (Roizman et al., 2013).

1.6 La protéine UL24

1.6.1 Généralités sur la protéine UL24

Dans ce travail, nous nous intéressons particuliérement a la protéine UL24 du VHS-1. Le
géne ul24 est le 24éme cadre de lecture ouvert dans la région unique longue du génome du virus
(Perry et al., 1988). La protéine UL24 est conservée au sein de la famille des Herpesviridae (J.
G. Jacobson et al., 1989). 1l s'agit d'une protéine fortement basique a cinétique tardive de 269
acides aminés et d'une taille de 29.5 kDa (Pearson et al., 2002). La structure tridimensionnelle de
la protéine n'a pas encore été caractérisée a ce jour mais la structure primaire en acides aminés
montre la présence de cinq domaines d'homologie (figure 5) dans la partie N-terminale (J. G.
Jacobson et al., 1989). Selon les prédictions, cette partie N-terminale d'UL24 serait formée d'une
succession d'hélices a et de feuillets f tandis que la partie C-terminale serait une chaine
polypeptidique sans structure particuliere (Knizewski et al., 2006). En culture cellulaire, la
protéine est détectable vers 9 h post-infection ol on la retrouve en petits foyers principalement

nucléolaires dans le noyau. Sa quantité¢ augmente plus tardivement et on la retrouve dans le
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noyau mais aussi dans le cytoplasme en contexte d'infection (Lymberopoulos et al., 2007,
Pearson et al., 2002). En contexte de transfection transitoire, la protéine se retrouve aussi dans le
noyau en colocalisant avec le nucléole mais également dans le cytoplasme et dans I'appareil de
Golgi (Bertrand et al., 2008). Les deux domaines de la protéine UL24 semblent étre
fonctionnellement distincts. En effet, lorsqu'exprimées seules, les parties N-terminale et C-
terminale de la protéine sont détectées respectivement dans le noyau et dans le cytoplasme
exclusivement (Bertrand et al., 2008). La partie N-terminale est hautement conservée parmi les
orthologues d'UL24, contrairement a la partie C-terminale qui est faiblement conservée (J. G.
Jacobson et al., 1989).
i
1 MAARTRSLVE RRRPLMAGVR SHTRFYKALb EEVREFHATK ICGTLLTLLS GSLQGRSVFE

Il Hl v
61 RATRVTLICEV DLGPRRPDCI CVFEFANDKT LGGVCVIIEL KTCKYISSD [TASKREQRAT |

v \'J
121 [GMKQLRHSLK LLQSLAPPGD KIVYLCPVLV FVAQRTLRVS RVTRLVPQKV SGNITAVVRM

181 LQSLSTYTVP IEPRTQRARR RRGGAARGSA SRPKRSHSGA RDPPESAARQ LPPADQTPTS

241 TEGGGVLKRI AALFCVPVAT KTK

Figure 5 - Séquence primaire en acides aminés de la protéine UL24 de la souche KOS du VHS-1. Elle est
constituée de 269 acides aminés et posséde cinq domaines d'homologie hautement conservés dans la partie N-
terminale (encadrés | & V). La partie C-terminale de la protéine (aa 190-269) est illustrée en rouge.

1.6.2 Importance en culture cellulaire

Des études antérieures ont démontré que des modifications dans la protéine UL24 sont
associées a un phénotype de plages syncytiales ol les membranes plasmiques des cellules
infectées fusionnent de maniére aberrante pour aboutir 4 de grosses cellules multinucléées. Ce
phénotype est visible a 37°C et est plus pénétrant 8 39°C (J. G. Jacobson et al., 1989). Ce
phénotype de plages syncytiales est similaire a ce qu'on observe lorsque les génes gB, gK et /20

(Baines et al., 1991) sont mutées. La glycoprotéine gB est impliquée dans les événements de
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fusion lors de l'entrée du virus (Reske ¢t al., 2007) ainsi que dans la fusion de I'enveloppe virale
avec la membrane nucléaire externe lors de la sortie (Farnsworth et al., 2007). 1l a aussi été
démontré que lorsqu'on co-exprime gK avec les glycoprotéines impliquées dans la fusion cellule-
cellule (gB, gD, gH et gL) en contexte de transfection transitoire, la fusion aberrante des cellules
causées par celles-ci est inhibée (Avitabile et al., 2003). Cela démontre que gK a une activité
anti-fusogénique méme hors du contexte d'infection. D'autre part, des mutations dans le géne
ul24 sont également associées a de légéres diminutions des titres viraux ainsi que des plages de
lyse de tailles plus petites (J. G. Jacobson et al., 1989). Ces phénotypes démontrent I'importance
d'UL24 pour la réplication du VHS-1 in vitro.

1.6.3 Importance in vivo

Une étude dans un modéle murin d'infection oculaire a démontré que l'absence de la
protéine UL24 réduisait la réplication virale ainsi que la réactivation du virus. En effet, une
réduction des titres d'environ 1 logio a été observée dans les larmes et d'environ 4 logjo dans les
neurones des ganglions trigéminaux des souris infectées avec le virus déficient en UL24 par
rapport au virus de type sauvage. Le virus déficient en UL24 était capable d'entrer en latence
mais les quantités de transcrits LAT et d'ADN viral étaient faibles et un défaut de réactivation
virale y a été associé (Jacobson et al., 1998). De plus, un motif d'endonucléase de type PD-
(D/E)XK identifié chez UL24 (Knizewski ef al., 2006) semble €tre important pour la réplication
du virus dans les yeux et dans les ganglions trigéminaux ainsi que pour la réactivation du VHS-1

(Leiva-Torres et al., 2010).

1.6.4 Les orthologues d'UL24 et leurs roles

Une étude portant sur la famille des protéines UL24 de divers herpés virus a démontré
que les protéines ORF20 du gammaherpés virus murin 68 (HVM68) et du HHV-8, UL76 du
HCMYV ainsi que UL24 du VHS-1 induisent un arrét du cycle cellulaire et I'apoptose des cellules
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transfectées en inactivant le complexe mitotique cycline B/ede2 (Nascimento et al., 2009,

Nascimento ¢t al., 2007).

Chez le virus herpes simplex 2 (VHS-2), un mutant de la protéine Ul.24 démontre aussi
un phénotype de plages syncytiales dans trois types cellulaires différents (Vero, HFF et SK),
ainsi qu'une diminution significative de la virulence du virus mutant dans un modéle murin
d'infection vaginale, malgré l'absence d'un impact sur la réplication en culture cellulaire
(Blakeney et al., 2005). Ainsi, un modéle de vaccin vivant atténué contre le VHS-2 a été
développé en utilisant la souche dans laquelle UL24 a été mutée. Cette vaccination a été testée et
s'est avérée offrir une immunité protectrice anti-VHS-2 chez les souris et les cochons d'Inde

(Visalli et al., 2014).

Une étude in vivo dans un modele murin d'inoculation intranasale a démontré que la
protéine UL24 du virus herpeés équin 1 (VHE-1) est requise pour la neuropathogenése du virus.
De plus, malgré le fait que la protéine n'est pas indispensable pour la réplication du virus dans les
cellules épithéliales, elle est requise pour sa réplication dans des cellules neuronales issues du

cortex cérébral (Kasem et al., 2010).

La protéine UL76 du HCMV a été identifiée comme étant un facteur de régulation
positive ou négative de l'expression génique. Cependant, a la différence de la protéine UL24 du
VHS-1, UL76 est retrouvée dés les temps précoces de l'infection et se localise exclusivement au
noyau des cellules infectées (S. K. Wang et al., 2000). En outre, la purification des particules
virales du HCMV a révélé la présence de la protéine UL76 dans celles-ci. La régulation de
I'expression génique associée @ UL76 est reliée a une inhibition de la réplication virale, ce qui
suppose une implication de la protéine dans l'entrée en latence du HCMV (S. K. Wang et al.,
2004). Par ailleurs, une étude récente a montré que UL76 forme des aggrésomes nucléaires en se
liant & S5a, une composante du systéme ubiquitine-protéasome qui est un récepteur des protéines

mal repliées polyubiquitinées (Lin et al., 2013).
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De méme, chez le gammaherpés virus murin 68 (HMV-68), l'orthologue de la protéine
UL24 a été identifiée par des analyses en spectrométrie de masse comme faisant partic du virion,
lui suggérant une fonction lors des étapes précoces de l'infection ou dans les étapes d'assemblage
et de sortie du virion (Bortz et al., 2003). Par ailleurs, il a été démontré que cette protéine n'est
pas essentielle pour la réplication du HMV-68 dans un modéle d'inoculation intranasale mais que
I'élimination du virus dans les poumons est retardée de quatre jours lorsque la protéine est

absente (Nascimento et al., 2011).

En résumé, ces études ont mis en évidence l'importance et la multifonctionnalité de la
protéine UL24 et de ses orthologues lors de l'infection par les divers herpés virus: importance
pour la neuropathogenése, pour la réplication virale, pour la régulation de I'expression génique et
pour le controle de la fusion cellulaire. Cependant, contrairement a certains de ces orthologues,
chez le VHS-1, une étude de caractérisation du virion extracellulaire a démontré I'absence de la

protéine UL24 dans celui-ci (Loret et al., 2008).

1.7 UL24 et les modifications au noyau

Comme mentionné auparavant, UL24 posséde deux domaines ayant des localisations
intracellulaires distinctes (Bertrand et al., 2008). Un motif d'endonucléase de type PD-(D/E)XK
a été identifié dans la partie N-terminale de la protéine UL24 (Knizewski et al., 2006). Le haut
niveau de conservation des acides aminés formant le site catalytique de ce motif suggére que
celui-ci exerce une fonction importante. Des études antérieures ont caractérisé le role de la
protéine UL24 sur la redistribution de la nucléoline par le VHS-1. En effet, lors de l'infection, la
nucléoline, une protéine du nucléole, se retrouve dispersée dans le noyau et cette dispersion est
dépendante d'UL24 (Lymberopoulos ef al., 2007). De plus, des expériences en transfection ont
démontré que la partie N-terminale était nécessaire et suffisante pour induire cette dispersion
(Bertrand et al., 2008). Des mutations (E99A/K101A) ciblant les résidus conservés du site
catalytique du motif d'endonucléase précédemment mentionné ont révélé que ce motif était

important pour la dispersion de la nucléoline. D'autre part, ces mémes mutations ont causé une
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diminution de la réplication virale en culture cellulaire ainsi qu'un phénotype de plages
syncytiales. Ces résultats montrent l'importance du motif d'endonucléase de la protéine UL24
pour l'infection par le VHS-1. Par ailleurs, les substitutions dans le motif d'endonucléase n'ont
pas affecté la localisation de la protéine 11A-UL24 au Golgi en contexte de transfection
transitoire. Cela appuie I'hypothése que les parties N-terminale et C-terminale d'UL24 ont des

fonctions distinctes (Bertrand et al., 2010).

En plus de la nucléoline, les résidus hautement conservés du motif d'endonucléase
d'UL24 semblent étre essentiels pour la redistribution de B23, une autre protéine nucléolaire
(Lymberopoulos et al., 2011). Cela suggére que la protéine UL24 est impliquée dans un
mécanisme viral impliquant le nucléole. Une étude a montré que, lorsque l'expression de la
nucléoline est diminuée, il y a moins de nucléocapsides atteignant le cytoplasme, suggérant que
la nucléoline est impliquée dans la sortie du virus du noyau vers le cytoplasme (Sagou et al.,
2010). Une comparaison des ratios de particules virales dans le noyau et dans le cytoplasme a
aussi révélé qu'en absence d'UL24, les particules virales semblent étre en plus grande proportion
retenues dans le noyau par rapport au virus de type sauvage. Ainsi, les modifications au nucléole
induites par UL24 joueraient probablement un rdle dans les étapes de sortie des nucléocapsides

du noyau vers le cytoplasme (Lymberopoulos et al., 2011).

1.8 UL24 dans le cytoplasme

1.8.1 Modifications au Golgi

L'infection par le VHS-1 entraine une fragmentation du Golgi ainsi que la formation de
compartiments cytoplasmiques & partir de membranes issus du réseau transgolgien (TGN)
(Avitabile et al., 1995). Une étude récente sur I'impact de I'absence de la protéine UL24 sur le
systéme sécrétoire dans les cellules HFF a démontré qu'il n'y avait pas de modification dans la

distribution de la calnexine, une protéine membranaire du réticulum endoplasmique en absence
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d'UL24. Cependant, dans les cellules infectées avec le virus déficient en UL24, le patron
démontré par les marqueurs du Golgi était différent de celui des cellules mock-infectées mais
également différent de celui des cellules avec le virus de type sauvage. Cette différence a été
observée a 37°C mais a 39°C, lorsque le phénotype syncytial était le plus pénétrant, la
distribution du Golgi était la méme dans les cellules infectées par les deux virus. Cela suppose
que les modifications au Golgi observées a 37°C sont une conséquence indirecte de la formation

de syncytia et non associées a la formation de ces derniers (Ben Abdeljelil et al., 2013).

1.8.2 Impact sur la redistribution des glycoprotéines virales

Une étude a démontré que la protéine UL24 joue un rdle dans la redistribution des
glycoprotéines virales impliquées dans la fusion membranaire (gB, gD, gH et gL) (Ben
Abdeljelil et al., 2013). A partir de 12 h post-infection, on observe une distribution linéaire des
glycoprotéines dans les cellules infectées avec le virus déficient en UL24, contrairement a une
distribution plus ponctuée et uniforme avec le virus de type sauvage. De plus, en absence
d'UL24, ces glycoprotéines montraient une colocalisation plus faible avec les microfilaments
d'actine. Ainsi, UL24 serait donc impliquée dans la distribution de ces glycoprotéines en
association avec le cytosquelette. Le marquage de la protéine de la capside était différente de
celui des glycoprotéines, ce qui démontre que le patron linéaire observé en absence d'UL24 ne
correspond pas aux virions nouvellement formés mais uniquement aux glycoprotéines (Ben

Abdeljelil et al., 2013).

1.9 Les interactions entre protéines

Lorsqu'il est question d'identifier la ou les fonction(s) d'une protéine, la connaissance de
ces partenaires d'interaction est essentielle. En effet, une protéine n'agit pas seule mais forme

souvent des complexes protéiques, transitoires ou permanents, qui sont importants dans les
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divers mécanismes cellulaires. Il existe plusicurs techniques permettant d'étudier des interactions

protéiques. Quelques-unes d'entre elles sont décrites ci-apres.

1.9.1 L'identification d'une interaction entre protéines connues

Pour identifier des interactions entre prot€ines connues soupgonnées d'interagir ensemble,
une méthode fréquemment utilisée est la co-immunoprécipitation. Les protéines d'intérét peuvent
étre exprimées dans une cellule in vivo ou par un systéme de transcription et de traduction in
vitro. On peut également procéder a un "cross-linking" des complexes protéiques avant de faire
I'immunoprécipitation pour permettre de détecter les interactions transitoires (Vasilescu ef al.,
2004). La protéine appét est précipitée a l'aide d'un anticorps contre cette protéine ou contre une
étiquette fusionnée a celle-ci. Une analyse par immunobuvardage de type western permet de voir
si la protéine proie a aussi été précipitée. Cette technique s'effectue généralement en conditions
non-dénaturantes, ce qui rend la technique trés sensible a la détection d'interactions protéiques.

De plus, elle permet de détecter les interactions directes et indirectes (Tang et al., 2009).

D'autres techniques impliquant la microscopie permettent également de démontrer une
interaction entre deux protéines. Le transfert d'énergie par résonance de Forster (FRET) est
souvent utilisé. Dans cette technique, une protéine est fusionnée a un fluorophore donneur et une
autre fusionnée a un fluorophore accepteur. S'il y a une interaction entre les deux protéines, il y a
un transfert d'énergie entre les deux fluorophores qui se traduit par une émission de fluorescence.
Cette technique permet de détecter une proximité physique dans une distance de 1 a 10 nm entre
deux molécules (Foérster, 1948). Une variante du FRET est le BRET ("Bioluminescence
Resonance Energy Transfer") qui consiste a remplacer le fluorophore donneur par la luciférase et
permet de diminuer le bruit de fond (Deriziotis et al, 2014). Une technique relativement
similaire au FRET/BRET est la complémentation de fluorescence bimoléculaire (BiFC). Elle
consiste & fusionner les protéines d'intéret avec une partie d'un fluorophore respectivement.
Ainsi, s'il y a une interaction entre les deux protéines, le fluorophore est reconstitué et il y a

émission de fluorescence. Ces techniques présentent I'avantage de permettre I'observation in vivo
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de la dynamique des interactions protéiques. Cependant, les molécules fusionnées aux
fluorophores sont exprimées de maniére ectopique et ne représentent pas nécessairement les
protéines endogenes (Meng et al., 2005). Ces techniques nécessitent généralement l'existence
d'anticorps contre les protéines d'intérét ou la production de versions étiquetées des protéines afin
de pouvoir les détecter. De plus, ces techniques permettent d'étudier l'interaction d'une protéine
avec une autre mais ne permettent pas un criblage. Ainsi, elles sont généralement utilisées pour

confirmer une interaction identifiée par d'autres méthodes.

1.9.2 La recherche de partenaires d'interaction d'une protéine d'intérét

Pour des recherches de partenaires d'interaction, d'autres approches peuvent étre utilisées.
La purification par affinité couplée a la spectrométrie de masse est une technique largement
utilisée a cette fin. Une protéine d'intérét est retenue sur une colonne (chromatographie d'affinit¢)
ou bien immunoprécipitée. Par la suite, les protéines qui interagissent avec cette protéine
d'intérét sont éluées et identifiées par spectrométrie de masse. Cette technique est efficace mais
requiert une purification de la protéine et de bons controles négatifs afin d'éliminer les fausses

interactions positives (Bauer et al., 2003).

Par ailleurs, il y a aussi la technique du "phage display", une technique qui a été décrite
par (Smith, 1985). Elle permet le criblage d'une banque de protéines qui sont fusionnées & une
protéine de surface d'un phage. Ainsi, les protéines sont exprimées a la surface du phage
lorsqu'elles se multiplient dans les bactéries. Elles sont exposées ensuite a la protéine appat et les
protéines qui interagissent avec celle-ci sont retenues. Le bactériophage le plus fréquemment
utilisé pour cette technique est le phage filamenteux M13. Cette technique permet de cribler des
banques de grande taille car la manipulation du génome est relativement simple et la
multiplication du phage est efficace. Cependant, la représentativité des banques utilisées peut
étre biaisée, a cause d'un taux d'expression différent des protéines ou d'une sélection des genes

qui présentent un avantage pour les bactéries (Rodi et al., 2002). De plus, les protéines sont
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exprimées dans un systéme procaryote et peuvent donc ne pas subir les modifications post-

traductionnelles nécessaires.

Finalement, une technique couramment utilisée est le criblage double hybride. Des
versions du systéme existent chez la bactérie, chez la levure et chez les mammiféres. Le principe
de ce systéme repose sur la reconstitution d'une molécule divisée en deux sous-unités qui se
traduit par l'expression de génes rapporteurs dont le phénotype est facilement observable (Fields
et al., 1989). Chez la bactérie, des versions de la technique reposant sur la reconstitution d'une
voie de signalisation (Battesti et al., 2012, Karimova et al., 1998) et sur la reconstitution d'un
transactivateur (Dove et al., 2004) existent. Cette technique diminue la fréquence des artéfacts
possibles lorsque les protéines d'intérét sont d'origine eucaryote puisque les homologies sont
moindres. Toutefois, les modifications post-traductionnelles n'ayant pas lieu, le double hybride
en bactérie peut aboutir a de nombreux faux positifs (Karimova ef al., 1998). Le systéme double
hybride en cellules de mammiferes est plus proche du contexte physiologique humain. Il consiste
a fusionner la protéine appat avec le domaine de liaison a I'ADN du facteur de transcription
GAL4 (GAL4 DNA-BD) et fusionner les protéines proies avec le domaine transactivateur de la
protéine VP16 du VHS-1. Les vecteurs d'expression de ces deux protéines sont co-transfectées
en cellules de mammifeéres avec un vecteur portant le géne rapporteur. Cependant, les
manipulations sont plus difficiles a réaliser et cette technique n'est donc pas utilisée pour
effectuer un criblage a haut débit comme dans le cas du double hybride chez la levure (Luo et al.,

1997).

1.9.3 Le systéme double hybride chez la levure

Le principe du systéme double hybride chez la levure repose sur la reconstitution d'un
facteur de transcription qui peut étre divisé en deux sous-unités (Fields et al., 1989). Pour cela, le
facteur de transcription GAL4 est largement utilisé. Il posseéde deux domaines distincts: le
domaine de liaison 8 ’ADN (GAL4 DNA-BD) et le domaine de transactivation (GAL4 AD).

Lorsqu'ils sont séparés, la fonction d'activation de la transcription de GAL4 ne peut pas s'exercer.
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Dans le systéme double hybride chez la levure, une protéine appat cst exprimée en fusion avec
GAL4 DNA-BD et une protéinc proie est fusionnée avec GAL4 AD. Ainsi, si 'appat et la proie
interagissent, les deux sous-unités de GAl.4 sont physiquement rapprochées et la fonction
transactrivatrice est rétablie (Fields et al., 1989). GAL4 se lie donc au promoteur GAL qui est en
amont de geénes rapporteurs dont les phénotypes associés & leur expression permettent d'attester

une interaction positive (figure 6).

<— GAL4 AD

RNA Pol li

Figure 6 - Principe du systéme double hybride. Une protéine appat ("bait") est fusionnée au domaine de liaison a
I'ADN du facteur de transcription (GAL4 DNA-BD) et une protéine proie ("prey") avec le domaine transactivateur
(GAL4 AD). L'interaction entre les deux protéines d'intérét méne au rétablissement de la fonction transactivatrice de
GAL4, cc qui permet P'expression des genes rapporteurs observable griace aux phénotypes lors de la croissance sur
des milieux sélectifs. Image tirée de www.clontech.com

Le systéme double hybride permet de tester l'interaction entre deux protéines connues en
co-exprimant les deux protéines de fusion dans la méme cellule. D'autre part, le syst¢tme permet
aussi le criblage d'une librairie entiére de protéines en utilisant une protéine d'intérét comme
appat. Dans ce cas, la protéine de fusion avec l'appat est exprimée dans une souche de type
sexuel Mat a tandis que les protéines de la librairie sont exprimées dans une souche de type
sexuel Mat a. Les propriétés biologiques de la levure permettent que lorsqu'elles sont incubées

ensemble, ces deux souches de type sexuel opposées fusionnent pour donner naissance a des
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diploides exprimant les génes des deux cellules parentales, les plasmides y compris. Ainsi, les
diploides démontrant un phénotype d'interaction positive sont facilement identifiables sur les

milieux sélectifs.

Le principal avantage de cette technique est qu'il s'agit d'un systéme ir vivo eucaryote
donc sert d'un bon modéle intracellulaire des organismes supérieurs. Contrairement aux systémes
procaryotes ou aux techniques in vitro, les protéines exprimées dans les levures subissent les
modifications post-traductionnelles similaires a celles des cellules de mammiféres. De plus, les
protéines de fusion étant surexprimées, le systéme permet aussi la détection des interactions
transitoires ou de faible affinité. Par ailleurs, le systtme double hybride est une technique
relativement simple pour effectuer le criblage d'une banque de protéines. Cette technique ne
nécessite pas la production en grande quantité de la protéine appat, ni sa purification, ni
l'utilisation d'anticorps. Cependant, des faux-positifs peuvent étre détectés a cause d'artéfacts
probables liés a I'activation de la transcription des génes rapporteurs ou a la surexpression des
protéines. Ce criblage n'est également pas exhaustif puisque certaines protéines de la banque
seront moins exprimées par les levures a cause de leur toxicité ou bien certaines protéines
peuvent ne pas se localiser correctement au noyau. Il est donc essentiel de vérifier les
interactions identifiées par cette technique a l'aide d'autres approches. Par ailleurs, elle permet de
détecter principalement les interactions directes (Koegl et al., 2007, Uetz et al., 2000, Van

Criekinge et al., 1999).
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1.10 Problématique

La protéine UL24 se retrouve dans le noyau et dans le cytoplasme lors des étapes tardives
de la réplication virale. La partie N-terminale semble étre suffisante pour induire les
modifications au noyau associées & UL24 dans ce compartiment. La partie C-terminale d'UL24,
quant a elle, lorsqu'elle est exprimée seule en contexte de transfection transitoire, se localise dans
le cytoplasme et dans le Golgi. La partie C-terminale pourrait donc étre importante pour les
fonctions d'UL24 dans le cytoplasme, a savoir la distribution des glycoprotéines virales et la

fusion intercellulaire, dont les mécanismes restent inconnus.

1.11 Hypothése

Dans ce travail, on suppose que la partie C-terminale d'UL24 interagit avec des protéines
cellulaires qui interviennent dans les fonctions de celle-ci dans le cytoplasme. Ces interactions

pourraient jouer un role dans les étapes tardives du cycle de réplication du VHS-1.

1.12 Objectifs

Afin de tester cette hypothése, nous avons effectué un criblage double hybride chez la
levure en utilisant la partie C-terminale d'UL24 comme appét pour identifier une (ou des)
protéine(s) cellulaire(s) interagissant avec celle-ci. L'interaction identifiée a été confirmée en
cellules de mammiferes. Par la suite, nous avons déterminé l'importance de ce partenaire

d'interaction lors de l'infection par le VHS-1 par une approche d’interférence ARN.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 Le criblage double hybride chez la levure

2.1.1 Construction des vecteurs d'expression

Le vecteur d'expression pGBKT?7, illustré ci-dessous (figure 7), a été utilis€ pour
exprimer les protéines de fusion de la partie C-terminale ou de la forme entieére de la protéine
UL24 avec GAL4 DNA-BD. Ce vecteur peut étre exprimé chez les levures grace au promoteur

ADHLI et in vitro grace au promoteur T7.

Bait Vector

. PGBKT?  on
7.3 kb

PAOM?
pUC

20 «-Myc
A4
T
. GAL4

MCS Pry DNA-BD

Figure 7 - Description du vecteur pGBKT?7 utilisé pour le criblage double hybride. La partie C-terminale
d'UL24 a ét€ insérée au sein du site de clonage multiple (MCS), ce qui permet de I'exprimer en fusion avec GAL4
DNA-BD. La protéine de fusion est exprimée en grande quantité grace au promoteur ADH1. Une étiquette c-myc
permet de faciliter le marquage de la protéine de fusion. Le plasmide posséde également un géne qui code pour une
enzyme permettant la biosynthése de tryptophane(TRP1) ainsi qu'un géne qui code pour une protéine permettant la
résistance & la kanamycine (Kan'). Image tirée de www.clontech.com

Pour créer le vecteur pGBKT7-CtermUL24, un fragment d'ADN correspondant a la partie
C-terminale d'UL24 (aa 190-269) a été amplifiée par PCR a l'aide d'une paire d'amorces insérant
le site de restriction BamHI en 5' et 3'. Le plasmide pAGS5 contenant les génes UL22, UL23 et
UL24 dans un squelette pSK+ (Stratagene) a été utilisé comme matrice (Griffiths et al,, 2003).
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Pour la PCR, on a utilisé¢ 2.5 pL de DMSO, 1 pL de polymérasc PI'U a 5 unités/uL (Bio Basic), 5
pL de tampon 10X pour la polymérase, | pL de dNTP a 10 mM, 2.5 pL d'amorces sens et
antisens respectivement, 20 ng de pAGS et de l'eau jusqu'a un volume total de 50 pL. Les
amorces PCR utilisées pour amplifier le fragment d'ADN correspondant a la partie C-terminale

d'UL24 sont les suivantes:
Sens (S2H/C-UL24F): 5'- CCC GGA TCC CCA TGG AGC CTA GGA C -3

Antisens (S2H/C-UL24R): 5'- CCC GGA TCC TCA TTC GGA GGC AGC TC -3'

La taille du produit amplifié a ensuite été vérifiée sur un gel d'agarose 1.5%. Ce fragment
a d'abord été sous-cloné avec la T4 DNA Ligase (New England Biolabs) dans un vecteur pSK+ a
bouts francs digéré au préalable avec I'enzyme Smal (New England Biolabs). Le produit de
ligation a été transformé dans des bactéries E. coli DHS-a compétentes par choc thermique a
42°C. Les colonies transformantes ont été sélectionnées sur un milieu LB avec ampicilline
(concentration finale de 100 pg/mL) sur lequel on a étalé au préalable I'IPTG (40 pL d'une
solution de 100 mM par pétri) et le substrat chromagénique X-Gal (30 pL d'une solution de 20
mg/mL par pétri). Des cultures ont été effectuées pour récupérer les plasmides a partir des
colonies blanches par la technique de mini-prep (Feldan). Le vecteur pSK-CtermUL24 a donc été

produit.

Le vecteur pSK-CtermUL24 a par la suite été digéré avec l'enzyme de restriction BamHI
(New England Biolabs). L'insert, portant maintenant les sites de restriction & bouts cohésifs, a été
purifié sur gel d'agarose 1.5%. Le vecteur pGBKT7 a aussi ¢été digéré avec BamHI et les
plasmides linéarisés ont été purifiés & partir d'un gel d'agarose 1%. Le vecteur digéré a ensuite
été soumis a une étape de déphosphorylation des extrémités en 5° avec l'enzyme Antarctic
Phosphatase (New England Biolabs) pour éviter sa recircularisation. Une ligation a par la suite
été réalisée avec le vecteur linéarisé et l'insert digéré grace a I'enzyme T4 DNA Ligase (New
England Biolabs) a température piéce durant la nuit. Le produit de ligation a été transformé dans
des bactéries E. coli DH5-a compétentes par choc thermique a 42°C. Les bactéries contenant le

clone voulu ont €té sélectionnées sur pétri LB avec une concentration finale de 50 pg/mL de
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kanamycine. La présence du [ragment d'ADN correspondant a la partie C-terminale d'UL24 dans
le plasmide a d'abord été vérifiée par une digestion diagnostique avec I'enzyme de restriction
Smal (New England Biolabs) qui coupe I'insert en deux parties inégales. Cette digestion a permis
d'identifier si celui-ci a été inséré dans le bon sens. Par la suite, l'absence de mutations dans
l'insert a été vérifiée par séquengage (Centre d'Innovation Génome Québec et Université McGill,
Montréal) a I'aide des amorces qui ont servi pour I'amplifier. Le plasmide pGBKT7-CtermUL24
a ensuite été amplifi¢ a l'aide de cultures midi-preps. Ce vecteur a été utilisé pour le criblage et

les différents tests d'interaction de la partie C-terminale d'UL24 dans le systéme double hybride.

Le vecteur pGBKT7 exprimant la protéine UL24 pleine longueur fusionnée avec GAL4
DNA-BD a été produit de la méme fagon que décrite ci-dessus mais en utilisant les sites de
restriction Ndel et BamHI en 5' et 3' respectivement pour l'insertion dans le vecteur. Ainsi, le
vecteur pGBKT7 digéré n'a pas été traité avec la phosphatase puisque le vecteur ne peut pas se
recirculariser. Le vecteur pGBKT7-UL24 a été ainsi produit. Les amorces PCR utilisées pour

amplifier UL24 sont les suivantes:
Sens (S2H-UL24F-Ndel): 5'- CAT ATG CGT ACG TCG GTT GCT AT -3'

Antisens (S2H-UL24R): 5'- GGA TCC TCA TTC GGA GGC AGC TC -3'

2.1.2 Souches de levures, librairie et génes rapporteurs utilisés

Les souches de Saccharomyces cerevisiae Y2HGold (type sexuel Mat a) et Y187 (type
sexuel Mat a) fournies par la compagnie Clontech ont été utilisées pour le criblage double
hybride. Le vecteur pPGBKT7-CtermUL24 a été transformé dans Y2HGold. La librairie d'ADNc
utilisée, "HeLa S3 Normalized", provenait aussi de Clontech. Cette librairie a été normalisée par
la compagnie grace a un traitement & la Duplex Specific Nuclease qui est une enzyme permettant
d'égaliser la représentation des transcrits de la librairie. La librairie a été fournie sous forme de
levures Y 187 transformées avec les vecteurs d'expressions (en levure et en bactérie) pGADT7 au

sein desquels a été insérée la collection d'ADNc (figure 8).
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Figure 8 - Description du vecteur pGADT7 dans lequel sont insérés les ADNc de la librairie utilisée pour le
criblage double hybride. Lcs protéines sont exprimées c¢n fusion avec GAL4 AD. Les protéines de fusion sont
exprimées sous le contrdle du promoteur ADH1 et le SV40 NLS leur permet de se localiser au noyau. Le plasmide
posséde également un géne qui code pour une enzyme permettant la biosynthése de leucine (LEU2) ainsi qu'un géne
qui code pour une protéine permettant la résistance a I'ampicilline (Amp’). Image tirée de www.clontech.com

Pour les expériences en double hybride effectuées lors de ce travail, quatre génes
rapporteurs ont été utilisés afin d'attester l'existence d'une interaction: AURI-C permettant la
résistance a l'aureobasidine A, une drogue fortement toxique pour la levure; HIS3 permettant la
croissance sur un milieu dépourvu d'histidine; ADE2 permettant la croissance sur un milieu
dépourvu d'adénine et MELI permettant la dégradation du substrat chromagénique X-a-Gal
donnant des colonies bleues en présence de ce substrat dans le milieu de croissance. Différentes

abréviations ont été utilisées afin de faciliter l'identification des différents milieux de croissance:

e SD/-Trp: milieu complet sans tryptophane permettant de sélectionner les levures
contenant pGBKT7;

e SD/-Leu: milieu complet sans leucine permettant de sélectionner les levures contenant
pGADT7;

e DDO: milieu complet sans tryptophane ni leucine permettant de sélectionner les levures
co-transformées avec les deux plasmides;

e DDO/X: DDO + X-0-Gal (concentration finale de 40 pg/mL) permettant de distinguer les

levures co-transformées qui activent l'expression d'un géne rapporteur;
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e DDO/X/A: DDO + X-a-Gal (concentration finale de 40 pg/mL) + Aureobasidine A
(concentration finale de 125 ng/mL) permettant de distinguer les levures co-transformées
qui activent I'expression de deux génes rapporteurs;

e  QDO/X/A: DDO sans histidine ni adénine + X-a-Gal (concentration finale de 40 pg/mL)
+ Aureobasidine A (concentration finale de 125 ng/mL) permettant de distinguer les

levures co-transformées qui activent l'expression de quatre génes rapporteurs.

Pour optimiser le syst¢tme double hybride avant d'effectuer le criblage et pour tester a
chaque expérience que les milieux étaient adéquats, les contréles suivants ont été utilisés. Le
contrdle positif utilisé était la souche Y2HGold co-transformée avec pGBKT7 contenant la
séquence codant pour p53 et pPGADT?7 contenant la séquence codant pour l'antigéne T du SV40,
sachant que ces deux protéines interagissent fortement pour donner au virus simien sa capacité
carcinogéne (Crawford et al., 1980, Deppert et al., 1989). Le contréle négatif était Y2HGold co-
transformée avec pGBKT?7 contenant la séquence codant pour la lamine nucléaire et pPGADT7

contenant la séquence codant pour I'antigéne T du SV40.

2.1.3 Levures compétentes et transformations

Les levures ont été rendues compétentes et transformées selon le protocole fourni dans le
"Yeast Protocols Handbook" de Clontech. Une colonie fraiche (sur pétri datant de moins d'une
semaine) de Y2HGold a été inoculée dans 3 mL de milieu Yeast extract/Peptone/Dextrose
supplémenté en Adénine (YPDA). Cette culture a été incubée a 30°C, sous agitaton a 250 rpm
pendant 8 h. Ensuite, 5 pL de cette culture ont été inoculés dans 50 mL de YPDA et la culture a
été a nouveau incubée a 30°C, sous agitation a4 250 rpm jusqu'a I'obtention d'une DOggo de 0.2
(environ 18 h). La totalité de la culture a été centrifugée a 700 x g, 5 min & température piéce. Le
culot a été resuspendu dans 100 mL de YPDA et a été incubé a 30°C, sous agitation a 250 rpm
jusqu'a l'obtention d'une DOsgo de 0.4 (environ 5h). La culture a été par la suite divisée dans deux

tubes et centrifugée a 700 x g, 5 min a température piéce. Chaque culot a été resuspendu dans 30

44



mL d'eau stérile ct centrifugé a 700 x g pendant 5 min. Les levures compétentes ont ensuite été
resuspendues dans 1.5 mL par culot d'une solution de tampon TE ct d'acétate de lithium a 1.1X
fraichement préparée (550 ptL de Buffer TE 10X, 550 pL de LiAc 1 M, 3.9 mL de ddH:0). Ces
levures ont été transférées dans deux tubes de 1.5 mL, centrifugées & 13000 rpm dans une
microcentrifugeuse pendant 15 sec et resuspendues dans un total de 600 ut de 1.1X TE/LiAc.
Ces levures compétentes ont ét¢ utilisées immédiatement ou gardées & 4°C pour au maximum

une semaine.

Pour chaque transformation, 50 pL de ces levures compétentes ont été¢ combinés a 200 ng
d'ADN plasmidique (deux fois 100 ng pour les co-transformations), 50 pg d'ADN de sperme de
saumon dénaturé et 500 pL d'une solution de Polyéthyléne Glycol (PEG) et d'acétate de lithium
(800 pL de PEG 50%, 100 pL de tampon TE 10X, 100 puL de LiAc 1 M) permettant de
perméabiliser la paroi des levures. Le tout a été incubé a 30°C pendant 30 min en brassant le tube
toutes les 10 min. 20 pL de DMSO ont ensuite été ajoutés avant de mettre le tube pour un choc
thermique dans un bain a 42°C pendant 15 min en mélangeant par vortex toutes les 5 min. Les
levures transformées ont ensuite ét€ récupérées par centrifugation & 13000 rpm dans une
microcentrifugeuse pendant 15 sec et resuspendues dans 1 mL de milieu YPDA. Finalement,
elles ont été a nouveau centrifugées 15 sec a grande vitesse dans une microcentrifugeuse et
resuspendues dans 1 mL de NaCl 0.9%. 100 pt du produit de transformation ont été étalés sur les
milieux sélectifs appropriés (SD/-Trp pour pGBKT7, SD/-Leu pour pGADT7 et DDO pour les

co-transformations).

La croissance des levures sur les pétris sélectifs a été effectuée dans une chambre a 30°C
pendant 3 a 5 jours dans des sacs en plastique légérement ouverts afin d'assurer I'oxygénation

sans assécher les milieux.
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2.1.4 Extraction de protéines de levure

Pour extraire les protéines totales des levures, une colonie isolée a été inoculée dans 5 mL
de milieu liquide approprié, mélangée par vortex et incubée a 30°C, sous agitation a 250 rpm
pendant 18 h. Par la suite, la culture a été inoculée dans 50 mL de YPD, incubée de nouveau a
30°C, 250 rpm jusqu'a ce que la DOgao atteigne 0.4 a 0.6 (environ 8 h). La culture a ensuite été
versée dans un tube a centrifuger pré-refroidi rempli a moitié avec de la glace stérile et
centrifugée a 4°C, 700 x g pendant 5 min. Le culot a été resuspendu dans 50 mL de ddH.O
stérile froide, centrifugé a 4°C, 700 x g pendant 5 min. Le culot a été récupéré et refroidi sur la
glace séche. Le "cracking buffer" (8 M urée, 5% w/v SDS, 40 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.4 mg/mL
bleu de bromophenol, 10% B-mercaptoethanol, 1X cocktail d'inhibiteurs de protéases Complete
Mini de Roche) a été utilis¢é comme tampon de lyse. Ce tampon a été préchauffé a 60°C pour
resuspendre le culot précédent a raison de 100 pL par 7.5 unités de DOgoo. Le nombre d'unités de
densité optique correspond a la valeur de DOsoo & laquelle les levures ont été récoltées multipliée
par le volume total de culture (donc 50 mL). La suspension a été transférée dans des tubes
vissables de 1.5 mL contenant 80 pL de billes de verre (425-600 um, Sigma) par 7.5 unités de
DOegoo. Le tout a été chauffé & 70°C pendant 10 min et mélangé par vortex pendant 1 min. Le
mélange a ensuite été centrifugé a 13000 rpm dans une microcentrifugeuse pendant 5 min pour
enlever les débris et les cellules non brisées. Le surnageant a été transféré dans un tube neuf et
placé sur glace. Le culot a été placé dans de I'eau bouillante pendant 5 min, mélangé par vortex
pendant 1 min et 4 nouveau centrifugé a 13000 rpm dans une microcentrifugeuse pendant 5 min.
Le surnageant a été récupéré et mélangé au précédent. Les extraits protéiques récupérés ont été

bouillis pendant 3 min et immédiatement chargés sur gel ou gardés a -80°C.
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2.1.5 Criblage

Le criblage a été effectué selon le manuel dec l'utilisateur accompagnant le kit
Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System dc Clontech. 1l consiste cn six étapes décrites ci-
apreés: pré-culture, hybridation, étalement, extraction des plasmides, tests d'auto-activation et de

reproductibilité des clones positifs et séquengage.

Une colonie fraiche de Y2HGold transformée avec pGBKT7-Cterminal UL24 a été
cultivée dans 50 mL de milieu SD/-Trp liquide jusqu'a atteinte d'une DOsoo de 0.8 (environ 22 h).
Cette pré-culture a ensuite été centrifugée a 700 x g pendant 5 min et le culot a été resuspendu

dans du milieu SD/-Trp jusqu'a obtenir une densité d'environ 10® cellules par mL (3 4 5 mL).

Cette resuspension a été combinée avec | mL de librairie et 45 mL de milieu riche YPDA 2X
dans un erlenmeyer de 2 L pour favoriser l'oxygénation. Le tout a été incubé a 30°C sous
agitation a 40 rpm pendant 24 h. La présence de zygote dans le milieu a été vérifiée par
observation au microscope a contraste de phase (40X). Les colonies ont ensuite été récupérées
par centrifugation 4 700 x g pendant 10 min et resuspendues avec 50 mL de milieu YPDA 0.5X,

a nouveau centrifugées 4 700 x g pendant 10 min et resuspendues dans 10 mL de NaCl 0.9%.

A partir de la solution d'hybridation, 100 pL d'une série de dilutions ont été étalés sur
pétris SD/-Trp, SD/-Leu et DDO afin de déterminer les viabilités respectives des Y2HGold,
Y187 et des diploides et de calculer par la suite l'efficacité d'hybridation ((viabilité des
diploides/viabilité du partenaire limitant) x 100). Le reste de la solution a été étalé sur les milieux
DDO/X/A (150 pL par pétri de 150 mm de diamétre) et ceux-ci ont €té incubés dans un
incubateur & 30°C dans des sacs en plastique légérement ouverts. La premicre observation de
colonies positives a été réalisée a 3 jours post-étalement et effectuée tous les deux jours pendant

deux semaines.
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Les colonies bleues ont été repiquées en petits carrés (1 cm x 1 cm) sur des pétris de 100
mm QDO/X/A. Les colonies positives sur ces derniéres ont été ensuite striées trois fois
successivement sur pétris DDO/X en striant une colonie bleue a chaque fois afin d'isoler les
plasmides qui interagissent réellement avec I'appat (car la colonie de départ peut contenir plus

qu'un plasmide pGADT?7).

Aprés la derniére striation, des carrés d'extraction (1 cm x lcm) ont été faits sur des
pétris QDO/X/A et incubés pendant 3 jours. La moitié de ces carrés a ensuite été inoculée dans
500 pt d'EDTA 10 mM et centrifugée a 13000 rpm dans une microcentrifugeuse pour 1 min. Le
culot a été resuspendu dans 200 pL de ZYM Buffer (Clontech) et 20 pL de Zymolyase
(Clontech), une enzyme permettant de dégrader la paroi de levures, ont été ajoutés. Le tout a été
incubé a 30°C sous agitation a 250 rpm pendant 1 h. Les sphéroplastes ont €té récupérés par
centrifugation a 5000 rpm dans une microcentrifugeuse pendant 10 min. Ensuite, 'ADN a été
extrait avec le kit Yeast Plasmid Isolation Kit de Clontech, transformé dans des bactéries DH5a
et le produit de transformation a été étalé sur milieu LB avec ampicilline (concentration finale de
100 pg/mL) afin d'isoler les bactéries contenant les plasmides pGADT7-clone. Ces plasmides ont
ensuite été extraits a partir de cultures mini-preps pour €tre soumis aux tests d'auto-activatioa et
de reproductibilité. Pour ces tests, les clones positifs ont été co-transformés dans Y2HGold avec
pGBKT7 vide et pGBKT7-CtermUL24 respectivement. Les produits de transformation ont été
étalés sur pétris DDO, laissés pousser pour ensuite étre repiqués sur DDO/X et QDO/X/A.

Finalement, les clones ayant passé ces tests ont été séquencés a l'aide des amorces T7
Sequencing Primer et 3'AD Sequencing Primer (Clontech) qui se trouvent respectivement en
amont et en aval du site de clonage multiple du vecteur pGADT?7. Les séquences de ces amorces

sont les suivantes:
Sens (T7 Sequencing Primer): 5'- T AAT ACG ACT CAC TAT AGG GC -3'

Antisens (3'AD Sequencing Primer): 5'- TCT ACC ACG TGC TACGTG T -3'
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2.1.6 Test d’interaction directe avec UL24 pleine longucur

Afin de confirmer l'interaction du clone positif avec la protéine UL24 pleine longueur, les
plasmides pGBKT7-UL24 ct pGADT7-C1QBP (le clonc contcnant la version la plus longuc de
CIQBP qui code pour la forme mature de la protéine) ont été co-transformés dans la souche
Y2HGold. Les levures transformantes ont été étalées sur pétris DDO, laissées pousser pour
ensuite étre repiquées sur des pétris DDO/X (un geéne rapporteur) et QDO/X/A (quatre génes

rapporteurs).

2.2 Cellules et virus

2.2.1 Lignées cellulaires

Des cellules Vero qui sont des cellules épithéliales de rein de singe vert d'Afrique ont été
utilisées lors de cette étude. Elles ont été maintenues en culture dans du milieu Dubelcco's
Modified Eagle's Medium additionné de 5% de sérum de veau nouveau-né, 50 unités/mL de
pénicilline et 50 pg/mL de streptomycine (DMEM + 5% NCS + P/S). Des cellules HeLa qui sont
des cellules épithéliales provenant d'un adénocarcinome du col de l'utérus humain et des HFF
qui sont des fibroblastes non immortalisés de prépuce humain ont également été utilisées. Ces
cellules ont été cultivées dans du DMEM + 8% de sérum foetal bovin (FBS) + P/S. A une
confluence d'environ 95%, les cellules ont été décollées a l'aide de la trypsine pendant 5 min a
37°C, 5% COa.. La trypsine a ensuite été€ neutralisée en rajoutant du milieu avec sérum et P/S au
double de son volume. Les cellules ont été typiquement passées au sixieéme de leur nombre. Des
tests ont été effectués une fois tous les deux mois pour vérifier I'absence de mycoplasmes dans

les cultures cellulaires.
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2.2.2 Production des stocks de virus

Les souches du VHS-1 KOS (type sauvage) et UL24X (déficient en UL24) (Jacobson et
al., 1998) ont été fournies par Donald M. Coen de Harvard Medical School a Boston. Le virus
vHA-UL24 (souche KOS avec UL24 portant I'étiquette hémagglutinine) a déja été décrit. Ce
virus démontre une efficacité de réplication et des morphologies de plaque similaires au virus de

type sauvage KOS (Lymberopoulos et al., 2007).

La production des stocks viraux a partir des "submaster stocks" du laboratoire a été
réalisée de la maniére suivante: 1.5 x 107 cellules Vero ont été cultivées dans un flacon de 175
cm? (T175) et incubées avec du DMEM + 5% NCS + P/S a 37°C et 5% CO; pendant la nuit. Le
lendemain, ces cellules ont été infectées avec le virus a une MOI de 0.01 dans 5 mL de DMEM +
2% NCS + P/S. L'infection a été réalisée a 37%, 5% CO: pendant une heure en agitant le flacon
toutes les 15 min. Un volume de 20 mL de DMEM + 5% NCS + P/S a été ajouté au flacon et le
tout a été incubé a nouveau jusqu'a ce que 80% environ des cellules soient détachées ou
arrondies (environ 3 jours). Les cellules ont été centrifugées a 240 x g pendant 10 min. Le culot a
été resuspendu avec 2 mL de DMEM+2% NCS+P/S. Les cellules ont été brisées grice a une
série de trois congélations/décongélations suivie d'une sonication (amplitude 50%, 0.5 sec "on",
0.5 sec "off") avec l'appareil Digital Sonifier de Branson pendant 30 sec. Le tube a ensuite été
centrifugé & 240 x g pendant 10 min a 4°C afin d'enlever les débris cellulaires. Le surnageant a
finalement été aliquoté par 100 pL dans des cryotubes de 1.5 mL et les virus ont été gardés a -

80°C.

2.2.3 Détermination des titres viraux

La détermination des titres des différents virus a été effectuée par des dénombrements de
plages de lyse. Des dilutions en séries ont été effectuées en duplicata dans 1 mL de DMEM + 2%
NCS + P/S. 100 pL de chaque dilution ont ensuite été utilisés pour infecter un puits d'une plaque

de douze puits contenant un tapis confluent de cellules Vero (3 x 10° cellules par puits préparées
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la veille). Les cellules ont ét¢ incubées a 37°C, 5% CO: pendant une heure et brassées toutes les
15 min. Par la suite, ] mL de DMEM + 2% NCS + P/S + 0.4% methylcellulose a été ajouté a
chaque puits avant d'étre a nouveau incubé a 37°C, 5% COa. Trois jours post-infection, les puits
ont été fixés avec une solution d'acide acétique glacial et de méthanol (1:3) pour 1 h. Ils ont
ensuite été colorés avec un fond de crystal violet pour une autre heure. Les puits ont finalement
été lavés et séchés et le comptage des plages de lyse a été réalisé sous une loupe binoculaire. Les

titres viraux ont ainsi été exprimés en unité formatrice de plage par unité de volume (pfu/mL).

2.3 Co-immunoprécipitation

2.3.1 Infection de cellules HelLa

Pour les expériences de co-immunoprécipitation, 1.5 x 107 cellules HeLa (dans un
contenant T175) ont été préparées la veille dans 25 mL de DMEM + 8% FBS + P/S. Le
lendemain, le tapis de cellules a été infecté avec le virus vHA-UL24 a une multiplicité d'infection
(MOI) de 100, dans 5 mL de DMEM + 2% NCS + P/S. Les cellules ont été incubées a 37°C, 5%
CO; pendant une heure en brassant toutes les 15 min. Par la suite, 20 mL de DMEM + 8% FBS +

P/S ont été ajoutés aux cellules avant de retourner dans l'incubateur & 37°C, 5% COa.

2.3.2 Lyse des cellules HeLa

Environ 18 h post-infection, le milieu a été enlevé et les cellules ont été incubées 10 min
dans du PBS sur glace. Ensuite, elles ont été lysées avec 1 mL de tampon de lyse non dénaturant
(50 mM TrisHCI pH 8, 137 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP-40, 1X cocktail d'inhibiteurs de
protéases Mini Complete de Roche) sur glace pendant 30 min. Par la suite, les cellules ont été
grattées et récoltées dans un eppendorf pour étre a nouveau incubées sur glace pendant 15
minutes. Les débris cellulaires ont été enlevés par centrifugation a 13000 rpm, 4°C dans une

microcentrifugeuse pendant 30 min. Le surnageant a ensuite été récupéré et 100 pL ont été gardés
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pour &tre chargés sur gel comme lysat total. Le reste a été divis¢ de manicre égale (300 pL par

tube) dans 3 tubes.

2.3.3 Immunoprécipitation

Les lysats obtenus précédemment ont été incubés pendant 3 h en rotation a 4°C avec les
anticorps primaires mentionnés ci-aprés. Pendant ce temps, des billes d'agarose couplées a la
protéine G (Roche) ont été lavées trois fois avec | mL de tampon de lyse. A la fin du troisiéme
lavage, les billes ont été resuspendues avec le méme volume de tampon de lyse pour avoir un
mélange moitié billes moitié tampon. 50 pL de ce mélange ont été ajoutés aux tubes de lysat avec
anticorps. Ces mélanges ont été incubés pendant 2 h en rotation a 4°C. Par la suite, les billes ont
é1é récupérées par centrifugation a 5000 rpm, 4°C dans une microcentrifugeuse pendant 7 min.
Elles ont ensuite été lavées avec | mL de tampon de lyse pendant 15 min en rotation a 4°C.
Aprés ce lavage, les billes ont été récupérées par centrifugation a 5000 rpm, 4°C pendant 7 min.
Ensuite, elles ont été resuspendues avec 1 mL de tampon de lyse et recentrifugées. Cette
resuspension a €té effectuée trois fois en s'assurant de bien retirer le surnageant aprés chaque
centrifugation. A la fin de la derniére centrifugation, les billes ont été éluées avec 50 pL de
Loading Dye 2X avec 10% de B-mercaptoethanol, bouillies pendant 3 min et & nouveau
centrifugées a 5000 rpm, 4°C dans une microcentrifugeuse pendant 7 min. Un volume de 35 pL

de surnageant a été déposé sur gel et un immunobuvardage de type western a été effectué.

2.3.4 Anticorps

Pour immunoprécipiter la protéine HA-UL24, un anticorps monoclonal de souris anti-
HA de Covance a été utilisée a une concentration de 2 pg d'anticorps pour 300 pL de lysat.
Comme témoin négatif pour l'immunoprécipitation, un anticorps ne ciblant aucune protéine
spécifique (normal mouse IgG) de Santa Cruz Biotechnology a été utilisée a cette méme
concentration. Pour immunoprécipiter la protéine CIQBP, un anticorps monoclonal de souris de

la compagnie Abcam a été utilisé & une concentration de 1 pg d'anticorps pour 300 pL de lysat.
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2.4 Immunobuvardage de type Western

Les extraits protéiques ont été chargés sur gel d'acrylamide dénaturant (SDS-PAGE) a
12.5% et migrés par électrophorése dans un tampon de migration (3 g Tris, 14.4 g glycine, 0.1%
SDS dans 1 L de ddH20) a 100 volts pendant environ 2 h. Le transfert de protéines sur une
membrane de PVDF (Millipore) a été effectué¢ par un transfert humide dans un tampon de
transfert (3 g Tris, 14.4 g glycine, 20% méthanol dans 1 L de ddH20). Afin de bloquer les sites
non spécifiques a l'anticorps primaire, la membrane a été incubée pendant au moins 1 h dans une
solution de TTBS (2.422 g Tris, 29.2 g NaCl, 0.05% Tween-20 dans 1 L de ddH:0, pH 7.5) 4 5%
de lait (BioShop). La membrane a ensuite été lavée deux fois avec du TTBS avant d'étre incubée
dans la solution d'anticorps primaire (dilué dans du TTBS, 0.5% de gélatine) pendant 3 h. Apres
une série de quatre lavages au TTBS, la membrane a été incubée dans la solution d'anticorps
secondaire appropri€ (dilué dans du TTBS, 5% de lait) pendant 1 h. La membrane a été lavée a
nouveau quatre fois avec du TTBS et ensuite révélée grace au kit ECL Plus (GE HealthCare) et

aux films Biomax XAR (Kodak).

Pour vérifier I'expression des protéines de fusion avec le GAL4 DNA-BD dans le syst¢éme
double hybride, un anticorps monoclonal de souris anti-c-myc de la compagnie Clontech a été
utilisé comme anticorps primaire & une dilution de 1:500. Un anticorps de chévre dirigé contre
les Ig de souris couplé a la péroxidase (Sigma) a été utilis€ comme anticorps secondaire & une

dilution de 1:7500.

Afin de marquer HA-UL24 en immunobuvardage de type western dans les cellules
infectées avec le virus vVHA-UL24, l'anticorps monoclonal de rat anti-HA de la compagnie Roche
a été utilisé comme anticorps primaire a une dilution de 1:500. Un anticorps de chevre dirigé
contre les Ig de rat couplé a la péroxidase (Calbiochem) a été utilisé comme anticorps secondaire

a une dilution de 1:5000. Afin de marquer la protéine CIQBP en immunobuvardage de type
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western, l'anticorps monoclonal de lapin anti-CIQBP de la compagnie Abcam a été utilisé
comme anticorps primaire a une dilution de 1:2500. Un anticorps de chévre dirigé contre les Ig
de lapin couplé a la péroxidase (Jackson ImmunoResearch) a été utilis¢é comme anticorps

secondaire a une dilution de 1:4000.

Comme témoin de chargement pour les lysats de levure, un anticorps monoclonal de
souris anti-GAPDH de la compagnie Médimabs a été utilisé a une dilution de 1:1000, avec un
anticorps secondaire de chévre dirigé contre les Ig de souris (Sigma) a une dilution de 1:5000.
Pour les lysats de cellules de mammifeéres, l'anticorps monoclonal de lapin anti-tubuline a a été
utilisé a une dilution de 1:1000, avec un anticorps secondaire de chévre dirigé contre les lg de

lapin (Jackson ImmunoResearch) a une dilution de 1:5000.

2.5 Immunofluorescence indirecte

Dans des plaques de 24 puits, 10° cellules HeLa ou HFF ont été mises sur des lamelles et
ont été laissées croitre toute la nuit. Le lendemain, elles ont été infectées a une MOI de 50 pour
les HeLa et une MOI de 10 pour les HFF avec le virus VHA-UL24. A 18 h post-infection, les
cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde 2% dans du PBS (Phosphate Buffer Saline)
pendant 10 min & température ambiante. Elles ont ensuite été lavées deux fois 5 min avec du PBS
avant d'étre perméabilisées avec une solution de Triton X-100 0.3% dans du PBS pendant 10 min
sous agitation. Les cellules ont été & nouveau lavées pour ensuite étre incubées 30 min avec le
tampon de blocage NATS (20% NCS, 0.5% Tween-20 dans du PBS). L'incubation aux anticorps
primaires a été effectuée dans une chambre humide a 37°C pendant 2 h. Par la suite, une série de
quatre lavages de 5 min a été réalisée avant d'incuber les cellules aux anticorps secondaires et au
marqueur nucléaire (Hoechst 33342) dans une chambre humide & 37°C pendant 1 h. Les lamelles
ont été a nouveau lavées quatre fois et montées sur des lamelles de microscope en utilisant le

"ProlongGold Antifade reagent" (Life Technologies).
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L'anticorps monoclonal de rat anti-HA de Roche a ét¢ utilisée a une dilution de 1:50 pour
localiser la protéine [1A-UL24. Pour localiser la protéine CIQBP, un anticorps monoclonal de
souris anti-C1QBP (Abcam) a été utilisé & une dilution de 1:100. Les anticorps secondaires
utilisés pour les expériences d'immunofluorescence sont: chévre contre Ig de rat couplé a
AlexaFluor 488 et chévre contre Ig de souris couplé a AlexaFluor 568 a des dilutions de 1:500
pour chacun. Ces anticorps proviennent de la compagnie Life Technologies. Le marqueur

Hoechst 33342 de cettc méme compagnie a été utilisée pour colorer les noyaux cellulaires.

Les images de microscopie confocale ont été acquises grace & un microscope Zeiss Axio
Observer ZI (objectif 63X, N.A.1.4) avec diode laser 405 nm, laser argon multi-ligne
458/488/514nm, laser DPSS 561nm, Laser HeNe 633 nm. Les images acquises en format TIF
ont été traitées avec le logiciel Adobe Photoshop. Les coefficients de colocalisation (Manders et
al., 1993) et les "profile view" ont été obtenus grace aux options "colocalization" et "profile" du
logiciel ZEN 2012. Des champs d'images contenant quatre a cinq cellules HeLa par champ ont
été délimités pour obtenir les coetficients de Manders M1 et M2. La moyenne de 22 champs a

été calculée a partir de ces derniers.

2.6 Petits ARNs interférents (siRNAs)

2.6.1 Séquences et transfection

Les cellules HeLa ont été cultivées dans des plaques de 12 puits avec 1.5 x 10° cellules
par puits. Le lendemain, lorsque les cellules ont atteint 50% de confluence environ, elles ont été
transfectées selon le protocole du manufacturier (Thermo Scientific) avec 2 pl de réactif
DharmaFECT 1 Transfection Reagent (Thermo Scientific) et 8 pul de siRNA menant & une
concentration finale de 40 nM, dans un volume total de 1 mL de DMEM + 8% FBS par puits.
Les siRNAs utilisés proviennent de la compagnie Thermo Scientific. Il s'agit du SMART pool

siGENOME CI1QBP siRNA qui est un mélange de quatre séquences différentes ciblant le

55



peptide mature de la forme humaine de la protéine (figure 9). Un alignement de séquences de
chaque siRNA avec le génome du virus KOS a été effectué afin de vérifier qu'il n'y ait pas
d'interférence avec l'expression des génes viraux. Comme témoin négatif, des siRNAs "non
targeting" (NT siRNA) de Thermo Scientific ont été utilisés & la méme concentration que les

CIQBP siRNAs.

C1Q8Pgene

EEN | I . -

I I | l |

1 79 297 924 1163(bp)

Figure 9 - Représentation du géne de C1QBP et localisation des siRNAs. Le géne de CIQBP posséde 1163
paires de bases (NCBI Reference Sequence: NM 001212.3). La séquence codante de la protéine (les deux fléches
bleues) cst constituée du peptide de transit contenant le signal de localisation mitochondriale et de la séquence qui
code pour la protéine mature au sein de laquelle se retrouve les séquences des quatre siRNAs (Thermo Scientific)
utilisées dans cette étude (en rouge).

2.6.2 Extraction de protéines cellulaires

Les cellules ont été transfectées avec les siRNAs de la maniere décrite précédemment.
Afin de déterminer a quel temps post-transfection une diminution de l'expression de C1QBP est
observée, les cellules ont été lysées sur glace pendant 15 min avec du tampon RIPA (50 mM Tris
HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) a 24 h, 48 h et 72
h post-transfection. Par la suite, les cellules ont été grattées et transférées dans des tubes et
incubées & nouveau sur glace pendant 15 min. Les débris cellulaires ont été enlevés par
centrifugation a 13000 rpm, 4°C dans une microcentrifugeuse pendant 30 min. Le surnageant a
ensuite été récupéré, resuspendu dans du Loading Dye 6X avec 10% de B-mercaptoethanol et un

volume de 5 pL par puits a été chargé sur gel pour un immunobuvardage de type Western.
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2.6.3 Détermination de la cytotoxicité

Pour l'analyse de la toxicité des siRNAs contrc CIQBP, des cellules HelLa ont été
transfectées de la maniére décrite précédemment. 48 h post-transfection, les cellules ont été
incubées cinq minutes dans 200 pL de trypsine & 37°C, 5% COas. Par la suite, la trypsine a été
neutralisée avec 300 pL de milieu complet et 200 pL de ce mélange ont été transférés dans un
nouveau tube. 200 uL d'une solution de bleu de trypan 0.4% (Sigma) ont été ajoutés. Les
quantités de cellules viables (claires) et de cellules non viables (bleues) ont par la suite été
comptées a I'hémacytométre et le pourcentage de viabilité a été calculé pour les différentes

transfections.

2.6.4 Infection des cellules transfectées et récolte des virus

Les cellules HeLa, 48 h apres la transfection avec les siRNAs, ont été infectées avec le
virus KOS a une MOI de 20 pour ['analyse de la réplication virale et 8 une MOI de 0.001 pour
I'analyse de la dissémination dans 300 pL de milieu avec 2% NCS pendant 1 h a 37°C, 5% CO»
en agitant toutes les |5 minutes. Le milieu a ensuite été enlevé et remplacé par | mL de DMEM
+ 5%NCS + P/S. Pour les expériences a forte et & faible MO, les cellules ont été grattées et
récupérées avec le milieu 18 h et 48 h respectivement aprés l'infection. Suite a trois cycles de
congélation/décongélation, on a procédé a une sonication des tubes (amplitude 50%, 0.5 sec
"on", 0.5 sec "off" pendant 30 sec). Les virus ont ensuite été récoltés en centrifugeant les tubes a
2000 rpm, 4°C dans une microcentrifugeuse pendant 10 min et en récupérant le surnageant. La
quantité de virus a par la suite été titrée comme décrit précédemment. Les différences entre les

titres viraux obtenus ont été analysées statistiquement grice au logiciel GraphPad Prism 5.
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3 RESULTATS

3.1 Criblage double hybride avec la partie C-terminale d'UL24 comme appit

3.1.1 Controles de faisabilité du criblage

Afin de pouvoir utiliser la partie C-terminale de la protéine UL24 comme appét pour un
criblage double hybride, trois paramétres devaient étre vérifiés: l'expression, l'absence d'auto-
activation des génes rapporteurs et la non toxicité de la protéine chez les levures. Afin de vérifier
I'expression de la protéine de fusion de la partie C-terminale d'UL24 avec GAL4 DNA-BD, le
plasmide pGBKT7-CtermUL24 a été transformé dans la souche Y2HGold. Les protéines totales
ont ensuite été extraites des levures. Comme l'indique la figure 10a, la partie C-terminale a bien
été exprimée. Par la suite, il a été vérifié que la partie C-terminale d'UL24 n'activait pas, a elle-
seule, la transcription des génes rapporteurs. Pour cela, la levure Y2HGold a été co-transformée
avec le vecteur pGBKT7-CtermUL24 et le vecteur pGADT?7 vide et étalée par la suite sur des
milieux sélectifs (figure 10b). Finalement, il a été vérifié que la partie C-terminale d'UL24 n'est
pas toxique pour les levures car cela diminuerait I'efficacité du criblage. Pour cela, la taille des
colonies transformées avec pGBKT7-CtermUL24 a été comparée a celle des colonies

transformées avec pGBKT7 vide sur pétris SD/-Trp (figure 10c).
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Figure 10 - Contrdles de faisabilité du criblage double hybride avec la partie C-terminale d'UL24 comme
appat. (a) Expression de la protéine de fusion de la partie C-terminale d'UL24 avec GAL4 DNA-BD. Un anticorps
contre c-myc a été utilisé pour détecter GAL4 DNA-BD dans les lysats de levures. Un lysat de levures non
transformées (Y2HGold) a été chargé comme contréle négatil. (b) Test d'auto-activation. Le plasmide pGBKT7-
CtermUL24 a été co-transformé avec le plasmide pGADT?7 vide et étalé sur les milieux DDO/X et DDO/X/A. (c)
Test de toxicité. La taille des colonies transformées avee pGBKT7-CtermUL24 a été comparce a celle des colonies
transformées avec pGBKT?7 vide.

3.1.2 Parameétres et bilan du criblage

La partie C-terminale d'UL24 a donc été utilisée comme appat pour cribler une librairie
d'ADNc provenant de cellules HeLa S3 fusionnés avec GAL4 AD. Le criblage a été réalisé deux
fois séparément. Un volume de 10 pL de la librairie a été utilisé pour titrer le nombre de colonies
transformantes dans la librairie. Un seuil de 107 clones a été déterminé par le manufacturier
comme minimum requis pour que la librairie soit représentative des cellules desquelles les
ADNCc ont été extraits. Ce seuil a bien été dépassé dans les deux cas: 7 x 107 cfu pour le premier
criblage et 2 x 108 cfu pour le deuxiéme. Aprés hybridation, la viabilité des diploides ainsi que la
viabilit¢ du partenaire limitant ont été déterminées afin de calculer I'efficacité d'hybridation

[(viabilité des diploides/viabilité du partenaire limitant)x100]. Cette efficacité s'élevait a 10.3%
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lors du premier criblage et a 7.7% lors du second, ce qui est largement supérieur au seuil de 2%

établi par le manufacturier.

La figure ci-aprés résume les différentes étapes des deux criblages effectués (figure 11).
Les clones ayant rempli tous les critéres d'interaction ont €té séquencés et les séquences ont été
identifiées grace au module BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI, dans la base
de données "Human genomic + transcript”. Les séquences correspondaient toutes a des
fragments de la protéine CIQBP. La plus longue d'entre elles couvrait les nucléotides 274-924 de
la séquence codante de CIQBP sachant que la forme mature de cette protéine est codée par les

nucléotides 298-924.

9.03 x 107 diploides 1.69 x 107 diploides
|
‘l
68 positifs sur DDO/X/A [ 15 positifs sur DDO/X/A
|
\
6 positifs sur QDO/X/A 5 positifs sur QDO/X/A
5 interactions reproductibles 3 interactions reproductibles
|
|
[ 4 protéines non auto-activatrices 3 protéines non auto-activatrices

Correspondent toutes a des fragments de la protéine
ClQBP

Figure 11 - Bilan des deux criblages double hybride avec la partie C-terminale d'UL24 comme appét. Le
nombre de diploides criblés a été estimé en étalant les levures aprés hybridation sur milieu DDO. Les clones positifs
sur DDO/X/A ont été repiqués sur QDO/X/A . La reproductibilité des interactions positives sur QDO/X/A a été
testée en co-transformant les levures compétentes avec pGBKT7-CtermUL24 et le clone positif. L'auto-activation a
été testée en co-transformant les levures compétentes avec le clone positif et le vecteur pPGBK'1'7. Le criblage a été
effectué deux fois en donnant le méme résuitat final.
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3.2 Confirmation de l'interaction avec UL24 pleine longueur en double

hybride

Apres avoir effectué le criblage, on a voulu tester si la protéine CIQBP interagit avec la
protéine UL24 pleine longueur dans le systéme double hybride. Pour cela, la forme compléte
d'UL24 a été clonée dans le vecteur d'expression pGBKT7 et son expression a été vérifiée par
immunobuvardage de type western (figure 12a). On a également vérifié l'auto-activation de la
protéine UL24 pleine longueur en co-transformant le vecteur pGBKT7-UL24 avec le vecteur
pGADT7 vide. Comme l'indique la figure 12c, celle-ci n'était pas capable a elle-seule d'activer la
transcription des quatre génes rapporteurs utilisés. Par ailleurs, on a également comparé la
croissance des levures transformées avec pGBKT7-Cterminal UL24 et pGBKT7-UL24 et on a
observé que la protéine UL24 pleine longueur n’est pas toxique pour les levures. Cependant,
comme l'indique la figure 12a, GAL4 DNA-BD_UL24 est exprimée par les levures mais en
quantité beaucoup plus faible que GAL4 DNA-BD Cterminal UL24. Ainsi, lorsqu'on a co-
transformé pGBKT7-UL24 avec pGADT7-C1QBP, on observait un phénotype d'interaction
moins évident (coloration bleue et densité des colonies plus faibles) qu'avec la partie C-terminale

seule (figures 12b et 12c).
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Figure 12 - Interaction de la protéine UL24 du VHS-1 avec la forme mature de C1QBP dans le systéme
double hybride. (a) Lxpression des protéines de fusion de GAL4 DNA-BD avec CtermUL24 (31 kDa) et UL24 (51
kDa). Un marquage contre GAPDH a été utilisé comme contréle de la quantité de protéines totales chargées. Un
lysat de levures non transformées (Y2HGold) a été chargé comme contréle négatif. (b) et (c) Les interactions ont été
testées sur milieux avec un géne sélectif (DDO/X en b) et avec quatre génes sélectifs (QDO/X/A en b et en c).
L'intcraction entre la lamine ct 'antigéne T de SV40 a été utilisée comme contrdle négatif et l'interaction entre pS3
et I'antigéne T comme contréle positif. Les co-transformations de la partie C-terminale et la forme compléte d'UL.24
avec le vecteur pGADT7 montrent qu'elles ne sont pas auto-activatrices (c).

3.3 Co-immunoprécipitation d'UL24 et C1QBP en infection

Une fois que l'interaction entre CIQBP et UL24 a été identifiée par le systéeme double
hybride chez la levure, on a voulu vérifier si les deux protéines interagissent dans un contexte de
cellules cibles de l'infection par le VHS-1. Pour cela, on a effectué des expériences de co-

immunoprécipitations dans des cellules humaines HeLa infectées & une forte MOI et récoltées
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18h apres l'infection. Lorsqu'on tire la protéine HA-UL24 avec un anticorps contre I'étiquette
HA, on observe une bonne précipitation de celle-ci et également une co-précipitation de CIQBP
(figure 13, rangée 1). A l'inverse, lorsqu'on tire la protéine CIQBP avec un anticorps contre
celle-ci, on ne retrouve pas HA-UL24 dans le précipité lorsqu'on analyse par immunobuvardage
de type western. Sachant que les deux anticorps utilisés pour les immunoprécipitations sont des
IgG de souris, on a effectué une immunoprécipitation avec un IgG normal de souris qui ne cible
aucun antigéne spécifique dans les mémes conditions comme controle négatif. Les résultats
montrent une présence d'une faible quantité de CIQBP dans le précipité du contrdle négatif.
CI1QBP est trés abondante dans les cellules HeLa, ce qui justifie pourquoi on n'arrivait pas a se
débarrasser de ce "background" dans les immunoprécipitations. Cependant, les expériences
d'immunoprécipitation ont été répétées et chaque expérience montrait que le marquage de
CIQBP retrouvé dans le contréle négatif est beaucoup plus faible que dans les deux autres

immunoprécipitations (figure 13).
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control
C1QBP
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Figure 13 - Co-immunoprécipitation de CIQBP avec la protéine HA-UL24. Les cellules HeLa ont été
infectées avee le virus vHA-UL24 et lysées 18 h aprés Vinfection. Des immunoprécipitations avec les anticorps anti-
HA, anti-C1QBP et anti-lgG de souris (IP: control) ont été effectuées. L'analyse des précipités par
immunobavardage de type western démontre la présence de C1QBP lorsque 11A-UL24 a été précipitée tandis que
l'inverse n'a pas été observée. Un échantillon de lysat total (1/40) a été chargé sur gel comme témoin positif de la
présence des protéines d'intérét dans le lysat initial.
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3.4 Colocalisation intracellulaire d'UL24 et C1QBP en infection

Suite aux expériences démontrant l'interaction de la protéine UL24 avec la protéine
C1QBP, on a observé leur localisation intracellulaire par immunofluorescence indirecte et
microscopie confocale (figure 14). Tel que rapporté précédemment, l'infection par le VHS-1
induit une redistribution de C1QBP dans le cytoplasme et induit sa relocalisation partielle vers le
noyau (Bryant et al., 2000). Nous avons observé que HA-UL24 et CIQBP colocalisent dans le
cytoplasme des cellules HeLa a 18 h post-infection. Dans de rares cas, la colocalisation semblait
étre nucléaire mais la majorité des cellules démontrait une colocalisation clairement
cytoplasmique. Le coefficient de Manders M1 (0.38) indiquant la proportion de HA-UL24
colocalisant avec CIQBP démontrait qu'une partie seulement de HA-UL24 colocalise avec
CIQBP. De méme, le coefficient M2 (0.16) démontrait que seulement une petite partie de
CI1QBP colocalise avec HA-UL24 (figure 14).
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Figure 14 - Colocalisation intracellulaire de la protéine HA-UL24 avec la protéine cellulaire C1IQBP dans les
cellules HeLa. Les cellules ont été infectées avec le virus VHA-UL24 a une MOI de 50 et fixées 18 h aprés
I'infection. Les protéines d'intérét ont été marquées a l'aide d'anticorps monoclonaux et d'anticorps secondaires
couplés a AlexaFluor 488 (pour HA-UL24) et AlexaFluor 568 (pour CIQBP). Le Hoechst 33342 a été utilisé pour
marquer le noyau. La barre d'échelle représente 10 um. (a) Une colocalisation de HA-UL24 (vert) et CIQBP (rouge)
a été observée dans le cytoplasme des cellules infectées. (b) Les coefficients de colocalisation de Manders (M1: HA-
UL24 colocalisant avec C1QBP et M2: CIQBP colocalisant avec HA-UL24) ont été estimés dans un total de 22
champs pour une totalit¢ d'cnviron 100 cellules. Les moyennes des 22 champs sont illustrées sur la figure. (c) Une
fleche a été tracée dans une cellule représentative afin de voir le profil des intensités des deux couleurs (rouge pour
C1QBP et verte pour HA-UL24). (d) Des marquages simples de HA-UL24 ct C1QBP ont ¢té cffectués séparément
dans des cellules infectées. Les distributions des deux protéines étaient similaires a leurs distributions dans les
expériences de co-marquage.
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Afin de vérifier que la colocalisation observée ne résulte pas d'une réaction croisée entre
les anticorps utilisés ni d'un phénomeéne d'émission spectrale croisée entre les anticorps
secondaires, des marquages individuels de HA-UL24 et de C1QBP montrant les distributions des
deux protéines similaires & celles des co-marquages (figure 14d), des marquages avec les
anticorps secondaires seuls montrant une absence de marquage ainsi que des marquages avec les
fluorochromes inversés chez les anticorps secondaires (images non présentées) ont été effectués

comme contrdles négatifs.

Etant donné que l'implication d'UL24 dans la redistribution des glycoprotéines virales a
été démontrée dans la lignée cellulaire HFF qui sont des cellules non transformées et non
immortalisées (Ben Abdeljelil et al., 2013), on a effectué les expériences de colocalisation de
HA-UL24 et C1QBP dans ces cellules & 18 h post-infection avec le virus vHA-UL24. Comme le
démontre la figure 15, les deux protéines colocalisent également dans ce type cellulaire. Cette

colocalisation est principalement cytoplasmique.
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Mock

vHA-UL24

Figure 15 - Colocalisation intracellulaire de la protéine HA-UL24 avec la protéine cellulaire C1QBP dans les
cellules non immortalisées HFF. Les cellules ont été infectées avec le virus vHA-UL24 & une MOI de 10 et fixées
apreés 18 h. Les protéines d'intérét ont été marquées a l'aide d’anticorps monoclonaux et d'anticorps secondaires
couplés a AlexaFluor 488 (pour HA-UL24) et AlexaFluor 568 (pour CIQBP). Le Hoechst 33342 a été utilisé pour
marquer le noyau. La barre d'échelle représente 10 pm.
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3.5 Expression de C1QBP lors de l'infection par le VHS-1 des cellules HeLa

Une étude effectuée chez un autre virus herpes, le HCMV, a démontré que la protéine
C1QBP est surexprimée lorsque des cellules HFF étaient infectées par le virus (Du et al., 2013).
Nous avons donc voulu vérifier si I'expression de C1QBP était également affectée par le VHS-1.
La figure 16 démontre que le niveau d'expression de la protéine ne semblait pas étre affectée ni
par l'infection avec le virus de type sauvage KOS ni par l'absence de la protéine UL24.
Cependant, cette expérience a été réalisée dans des cellules HeLa et non des HFF. De plus, la

comparaison n’a pas été réalisée de maniére quantitative.
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Figure 16 - Expression de C1QBP lors de I’infection par le VHS-1 dans les cellules HeLa. L’analyse des lysats
cellulaires par immunobuvardage de type western montre que l'expression de C1QBP dans les cellules HeLa
infectées avec les virus KOS et UL24X (MOI=100). a 9 h et 18 h post-infection respectivement, est similaire a son
niveau dans les cellules mock infectées. Un marquage contre la protéine a-tubuline a ét¢ utilis¢ comme contréle de
la quantité de protéines totales chargées dans chaque puits.

3.6 Diminution de I'expression de C1QBP par les siRNAs

On a voulu par la suite déterminer le role de C1QBP lors de l'infection par le VHS-1. En

plus de cette étude, une autre €tude a déja identifi€é une interaction entre CIQBP et la protéine
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immédiate précoce ICP27 du VHS-1 lors de l'infection de cellules HeLa (Bryant et al., 2000).
Cependant, le role que C1QBP joue lors de I'infection par ce virus n'a jamais été caractérisé. On
a donc opté pour une stratégie de diminution de I'expression de la protéine par des siRNAs.
Apres optimisation de I'expérience, on a observé que la transfection de cellules HeLa avec les
siRNAs ciblant CIQBP a une concentration finale de 40 nM démontre une diminution de
I'expression de la protéine a 48 h et 72 h post-transfection, comme illustré sur la figure 17 ci-
aprés. Les quantités de CIQBP dans les différentes conditions n’ont cependant pas été

quantifiées, ce qui ne nous permet pas d’évaluer la quantité restante dans les cellules suite au

« knock-down ».
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Figure 17 - Diminution de I'expression de C1QBP par les siRNAs. Les cellules Hel.a ont été mock-transfectées
ou transfectées avec les siRNAs contre CIQBP ou avec les siRNAs non spécifiques (NT siRNA) a une
concentration finale de 40 nM et ont été lysées a 24 h, 48 h et 72 h post-transfection. Les quantités de C1QBP dans
les lysats ont été comparées par immunobuvardage de type western. Un marquage contre la protéine a-tubuline a été

utilisé comme contrdle de la quantité de protéines totales chargées par puits.

3.7 Viabilité cellulaire lors de la diminution de I'expression de C1QBP

Puisqu'il a été démontré que la protéine C1QBP est impliquée dans plusieurs voies du
métabolisme cellulaire (Hu et al., 2013, McGee et al., 2011, Muta, 1997), nous avons voulu

vérifier si le silengage du géne aurait un impact important sur la viabilité des cellules. Pour cela,
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on a transfccté des cellules Hel.a avec 40 nM de siRNA et 2 pL d'agent transfectant et on a
dénombré les cellules viables et non viables 48 h aprés la transfection grice a une coloration au
bleu de trypan. Les résultats de deux expériences indépendantes ont montré qu'il y a une hausse
d'environ 3% de la mortalité cellulaire lorsqu'on transfecte avec les siRNAs contre C1QBP par
rapport aux siRNAs non spécifiques (NT siRNA). Toutefois, la viabilité¢ cellulaire était

supérieure a 80% dans tous les cas (figure 18).
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Figure 18 - Viabilité des cellules transfectées avec les siRNAs contre C1QBP. Lecs cellules HeLa ont été mock
transfectées ou transfectées avec les siRNAs contre CIQBP ou les siRNAs non spécifiques (NT siRNA). 48 h aprés
la transfection, Ic nombre de cellules mortes a été évalué pour chaque traitement a I'aide d'une coloration au bleu de
Trypan. La moyenne des pourcentages de cellules vivantes de deux expériences est illustrée sur le graphique. Les
barres d*crreur représentent les erreurs-types des moyennes.

3.8 Réplication et dissémination du VHS-1 lors du silencage de C1QBP

Les cellules chez lesquelles l'expression de CIQBP a été diminuée (48 h post-

transfection) ont été infectées a une forte multiplicité d'infection afin d'évaluer I'importance de
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CIQBP cn un seul cycle de réplication. Pour cela, la totalité de particules virales produites a été
récoltée 18 h aprés l'infection. Comme l'indique la figure 19a, la diminution de la protéine, dans
nos conditions, n'affecte pas la réplication du VHS-1 dans les cellules HeLa. De méme, les
cellules ont été infectées a une faible multiplicité d'infection afin d'évaluer I'importance de
CIQBP en plusieurs cycles de réplication et d'infection des cellules avoisinantes. Pour cela, les
particules virales totales ont été récoltécs 48 h post-infection. Comme l'indique la figure 19b,
CIQBP ne semble pas non plus étre essentielle pour la dissémination du VHS-1 dans les cellules

HelLa.
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Figure 19 - Réplication du VHS-1 dans les cellules transfectées avec les siRNAs contre CIQBP. Les cellules
HelLa ont été mock transfectées ou transfectées avec les siRNAs non spécifiques (NT siRNA) ou avec les siRNAs
contre C1QBP. (a) Effet de la diminution de I'expression de C1QBP sur la réplication du VHS-1 en un seul cycle de
réplication. 48 h aprés la transfection, les cellules ont été infectées a une MOI de 20 avec le virus KOS. Les
particules virales ont ét¢ récoltées 18 h post-infection ct les titres viraux ont ét¢ déterminés en unités formatrices de
plages par mL. Une ANOVA 4 un facteur a montré qu'il n'y a pas de différence significative entre les trois
moyennes de titres viraux. L'cxpérience a ¢té cffectuée deux fois de mani¢re indépendante (n=2) avec chaque
condition en duplicata pour chaque expérience. (b) Effet de la diminution de l'expression de CIQBP sur la
dissémination du VHS-1. 48 h aprés la transfection, les cellules ont été infectées & une MOI de 0.001 avec le virus
KOS. Les particules virales ont été récoltées 48 h post-infection et les titres viraux ont été déterminés en unités
formatrices de plages par mL. Une ANOVA a un facteur a montré qu'il n'y a pas de différence significative entre les
trois moyennes de titres viraux. L'expérience a été effectude trois fois de maniére indépendante (n=3) avec chaque
condition en duplicata pour chaque expérience. (a) et (b) Les barres d’crreur représentent les erreurs-types des
moyennes.
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4 DISCUSSION

Dans ce travail, notre hypothése de départ était que la partie C-terminale de la protéine
UL24 du VHS-1 interagit avec des protéines cellulaires impliquées dans la fonction d'UL24 dans
le cytoplasme. Le criblage double hybride utilisant la partie C-terminale d'UL24 comme appét a
révélé une interaction de celle-ci avec la protéine multifonctionnelle CIQBP. L'interaction de la
forme entiere d'UL24 avec C1QBP a également été confirmée en double hybride ainsi que par
co-immunoprécipitation. Conformément a I'hypothése de départ, UL24 et CIQBP semblent

colocaliser dans le cytoplasme des cellules HeLa et HFF lors de l'infection par le VHS-1.

4.1 La protéine p32/C1QBP/HABP1

La protéine C1QBP a été pour la premiére fois identifiée comme une protéine de 32 kDa
copurifiée avec le facteur d'épissage SF2 dans des cellules HeLa (Krainer ef al., 1991). Suite a
I'identification de réles différents qui lui ont été attribués, la protéine a €galement été nommée
C1QBP ou gCI1qR car elle se lie & la composante Cl1q du systéme du complément (Ghebrehiwet
et al.,, 1994) et HABPI1 car elle se lie aussi a l'acide hyaluronique (Deb et al., 1996). 1l s'agit
d'une protéine hautement conservée chez les eucaryotes. Sa séquence primaire est constituée de
282 acides aminés dont les 73 premiers acides aminés en N-terminal forment le signal de
localisation mitochondriale (MLS) qui est clivé de maniére post-traductionnelle. Le peptide
mature restant (32 kDa) forme un homotrimére dont la structure est unique. L'homotrimere est
fortement acide et la distribution des charges a sa surface est asymétrique (Jiang et al., 1999).
Malgré la présence du MLS, la protéine CIQBP se retrouve dans différents compartiments
cellulaires. Elle se retrouve dans la matrice mitochondriale (Jiang et al., 1999, Muta, 1997) et
dans le noyau (Brokstad et al, 2001). Elle a également été¢ observée dans le réticulum
endoplasmique et & la surface cellulaire (Soltys et al., 2000), dans le Golgi des cellules COS-1

(Sengupta et al., 2005) ainsi que dans le cytoplasme en périphérie du noyau (Meenakshi ef al.,
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2003). D'autre part, elle a é1é observée dans des compartiments cytoplasmiques colocalisant

avec la calréticuline (H. C. van Leeuwen et al., 2001, Watthanasurorot ¢t al., 2013).

L.a multicompartimentalité de C1QBP refléte la large gamme de protéines avec lesquelles
elle interagit. Une étude a démontré qu'elle se lie de maniére générale aux protéines kinases C
(PKC) et est capable de réguler l'activité de celles-ci (Robles-Flores et al., 2002, Storz et al.,
2000). De méme, C1QBP a été caractérisée comme étant un substrat de l'activité kinase de ERK
et fait donc partie de la voie MAPK dans des fibroblastes de rat ainsi que des cellules HeLa

(Majumdar et al., 2002).

CI1QBP est un partenaire d'interaction de plusieurs protéines virales impliquées dans la
régulation de la transcription ou dans I'épissage des ARNm. Ainsi, lors de l'infection par divers
virus, CIQBP est en partie relocalisée des mitochondries vers le noyau (Du et al, 2013,
Ohrmalm et al., 2006, Y. Wang et al., 1997). Entre autres, lors d'une infection par I'Adénovirus,
une étude a montré que la surexpression de CIQBP entraine un blocage de la synthese des
protéines de l'unité de transcrits tardifs ("Major Late Transcript Unit"). C1QBP semble inhiber
I'élongation de la transcription de ce groupe de génes viraux en causant I’hyperphosphorylation
du domaine carboxy-terminal (CTD) de I'ARN Polymerase II. Ce blocage transcriptionnel est
dépendant du motif CAAT en amont du promoteur de ces génes cibles, suggérant que C1QBP

interagirait avec le facteur de transcription qui reconnait ce motif (Ohrmalm et al., 2006).

Par ailleurs, lors d'une infection par le HCMV, C1QBP se lie au récepteur de la lamine B
(LBR) et permet ainsi de recruter la kinase virale UL97 a la membrane nucléaire. Cette kinase
phosphoryle C1QBP ainsi que les protéines de la lamina nucléaire (Marschall et al., 2005).
CIQBP interagit avec d'autres protéines virales nécessaires a la sortie des nucléocapsides du
noyau vers le cytoplasme et recrute aussi des PKC a la membrane nucléaire. Lorsque C1QBP
était surexprimée, une plus grande quantité de particules virales a été observée dans le
cytoplasme par rapport au noyau. Ainsi, les auteurs proposent un modéle de complexe de sortie

nucléaire ("Nuclear Egress Complex" ou NEC) impliquant au moins six protéines virales et
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cellulaires et dans lequel CIQBP jouerait le réle d'adapteur central qui permet de recruter les
autres composantes du complexe (Milbradt et al., 2007, Milbradt et al., 2009). C1QBP interagit
aussi avec les protéines UL84 (Gao et al., 2008), UL44 et IE2-p86 (Du ef al., 2013) de ce virus

et ces interactions ont lieu dans les compartiments de réplication dans le noyau (Du et al., 2013).

Ensuite, CIQBP interagit aussi avec les protéines du virus de l'immunodéficience
humaine de type 1 (VIH-1) Tat (Berro et al., 2006) et Rev (Luo ef al., 1994, Tange et al., 1996).
Une étude protéomique a permis de démontrer que CIQBP interagit avec la version acétylée de
Tat. L'acétylation de Tat induit un recrutement de CIQBP au promoteur et est associée a une
diminution de I'épissage (Berro et al., 2006). De plus, il a été démontré que CI1QBP interagit
avec le domaine basique de Rev et module l'activité de celle-ci in vitro et in vivo (Luo et al.,
1994, Tange et al., 1996). Il a donc été établi que C1QBP permet d'inhiber I'épissage des pré-
ARNm viraux. Cela favorise I'accumulation des transcrits viraux et la synthése des protéines

structurales et donc augmente le nombre de particules virales produites (Zheng et al., 2003).

Lors d'une infection par I'EBV, C1QBP interagit avec la protéine EBNA-1 via une région
riche en glycine et arginine de cette derniére (Ito ef al., 2000, Y. Wang et al., 1997). 1l a aussi été
montré que cette interaction était requise pour la fonction transactivatrice de EBNA-1 (Van Scoy
et al., 2000, Y. Wang et al., 1997) ainsi que pour la réplication in vitro d'un plasmide possédant
l'origine de réplication du génome viral latent oriP. Sachant que CI1QBP se lie a cette oriP in
vivo, il a été postulé que cette protéine joue un role dans la phase latente de I'EBV (Van Scoy et
al., 2000).

Finalement, CIQBP est impliquée dans les infections virales via des mécanismes
cellulaires favorisant la réplication virale (Watthanasurorot et al., 2013, Xu et al., 2009). En
effet, il a été montré que lors d'une infection par le Sendai virus et le virus de la stomatite
vésiculaire, CIQBP est relocalisée de la matrice a la membrane externe mitochondriale. Cela
inhibe la signalisation antivirale mitochondriale (MAVS), ce qui favorise la réplication virale

(Xu et al., 2009). Par ailleurs, il a aussi été montré que lors d'une infection par le "white-spot
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syndrom virus" (WSSV), un virus de crustacé, CIQBP est relocalisée des mitochondrics vers Ie

cytoplasme ou elle forme des complexes avec la calréticuline (Watthanasurorot ¢f al., 2013).

4.2 Interaction de C1QBP avec la protéine UL24

Comme décrites précédemment, les différentes interactions de C1QBP avec des protéines
virales ont été caractérisées principalement dans le noyau de la cellule héte. Dans cette étude, on
a démontré que CIQBP interagit avec la protéine UL24 du VHS-1 et cette interaction a lieu
principalement dans le cytoplasme (figure 14). Comme mentionné précédemment, CIQBP est
principalement localisée dans la matrice mitochondriale (Jiang et al., 1999, Muta, 1997).
Cependant, malgré la prédiction d'un signal de localisation mitochondriale (MLS) dans la
séquence codante d'UL24 par diverses analyses bio-informatiques, la protéine n'a jamais été
détectée dans les fractions mitochondriales (Pearson et al., 2002). Ainsi, la colocalisation d'UL24
avec C1QBP semble avoir lieu dans un ou des compartiment(s) cytoplasmique(s) autre(s) que les
mitochondries. Ce résultat de colocalisation intracellulaire par immunofluorescence a été
confirmé par des essais de co-immunoprécipitation de CIQBP lorsqu'on tire HA-UL24.
Cependant, I'immunoprécipitation inverse n'a pas pu €tre démontrée mais cela s'explique par le
fait que C1QBP est impliquée dans une multitude de fonctions comme discuté précédemment ou
par une compétition entre I’anticorps et UL24 pour le site de liaison & CIQBP. Par ailleurs, les
expériences de co-immunoprécipitation effectuées ne comprenaient pas une étape de « pre-

clearing » des lysats cellulaires.

De plus, les résultats en double hybride ont montré que cette interaction se fait entre la
partie C-terminale de la protéine UL24 et la forme mature de C1QBP. Ce résultat va dans le sens
de I'hypothése que la partie C-terminale est importante pour les fonctions d'UL24 dans le
cytoplasme. Cette interaction pourrait étre basée sur la charge sachant que C1QBP est une
protéine fortement acide avec un pl=4 (Jiang et al., 1999) et UL24 est une protéine fortement
basique (Pearson et al., 2002) avec un pl estimé a |1 (Kozlowski, 2007). Par ailleurs, il a été

souvent montré dans la littérature que l'interaction de C1QBP avec une protéine donnée requiert
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chez cette derniére un domaine riche en arginine, un acide aminé trés basique. Par exemple, la
liaison de C1QBP avec EBNA-1 de I'EBV se fait via un domaine riche en glycine-arginine de
EBNA-1 (Ito et al, 2000). L'interaction de C1QBP avec I'ORF73 du Saimiri Herpes virus
requiert aussi le domaine N-terminal riche en arginine de celle-ci (Hall et al., 2002). L'interaction
de C1QBP avec la protéine ICP27 du VHS-1 se fait dans la région comprise entre les acides
aminés 166-242 de celle-ci qui contient aussi un domaine riche en arginine (Bryant e/ al., 2000).
On note que la partie C-terminale d'UL24 posséde un domaine riche en arginine (R) et en glycine
(G) entre les acides aminés 194 et 208 (figure 5). Il serait donc intéressant d'identifier les acides
aminés importants pour l'interaction entre les deux protéines et par la suite, muter ceux-ci afin
d'évaluer clairement I'importance de I'interaction dans les fonctions de la protéine UL24 et par

extension, I'importance de l'interaction pour l'infection par le VHS-1.

4.3 Expression de C1QBP lors de l'infection par le VHS-1

Nous avons également montré que l'infection par le VHS-1 n'augmente pas l'expression
de C1QBP dans les cellules HeLa (figure 16) contrairement a une infection par le HCMV (Du et
al., 2013), un autre virus herpés. Cependant, il aurait ét€ intéressant d’effectuer les comparaisons
en quantifiant les protéines dans chaque condition et en normalisant par rapport a la tubuline. Par
ailleurs, cette observation pour le HCMYV a été faite dans des cellules HFF qui sont des cellules
non immortalisées. Il serait intéressant de voir I'effet de I'infection avec le VHS-1 dans ce type
cellulaire. De plus, dans la littérature, il a été clairement démontré que C1QBP est surexprimée
dans les cellules cancéreuses et plusieurs lignées cellulaires immortalisées car cette protéine
serait un facteur de prolifération cellulaire (Amamoto et al., 2011, Dang, 2010, McGee et al.,
2011, Zhang et al., 2013). Ainsi, l'expression de CIQBP n'est pas modifi€e par l'infection par le
VHS-1 dans les cellules HeLa peut-étre a cause du fait que la protéine est déja surexprimée dans

ces cellules.
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4.4 Importance de C1QBP pour la réplication du VHS-1

L'étude de la réplication virale lorsque le géne de C1QBP est silencé n'avait pas encore
été réalisée chez les virus herpés avant cette étude. l.es phénotypes associés au silengage de ce
géne sont plutét caractérisés d'un point de vue cellulaire général. Le silengage ralentit la
maturation des ribosomes car C1QBP interagit avec un facteur de "processing" d'ARNr
(Yoshikawa et al., 2011). 1l n"affecte pas la viabilité cellulaire de base mais rend les cellules plus
sensibles a I’apoptose induite par la staurosporine (McGee et al., 2011). D'autre part, une
diminution de l'expression de CIQBP méne a une fragmentation des mitochondries et un patron
plus ponctué du réticulum endoplasmique. CIQBP semble étre important pour le maintien de

I'intégrité et de la morphologie de ce dernier compartiment (Hu et al., 2013).

Dans ce présent travail, le silengage de C1QBP par les siRNAs n'a démontré aucun effet
sur la réplication du virus en un ou plusieurs cycles de réplication (figure 19). En ce qui concerne
la protéine UL24, un mutant n'exprimant pas cette protéine ne démontre qu'une légére réduction
des titres viraux en culture cellulaire (J. G. Jacobson et al., 1989). Ainsi, du point de vue de
I'interaction de C1QBP avec UL24, il n'est pas trés surprenant de constater I'absence d'effet de la
diminution de I'expression de C1QBP sur la réplication virale en culture cellulaire. Cependant, il
se peut que l'importance de C1QBP lors de l'infection ne serait observable que dans des cellules
non transformées ou dans un mod¢le in vivo. D'autre part, une étude antérieure a démontré que
CI1QBP interagit aussi avec ICP27, une autre protéine du VHS-1 (Bryant et al., 2000). ICP27 est
une protéine immédiate précoce qui joue un rdle dans la régulation post-transcriptionnelle de
transcrits viraux (McLauchlan et al., 1992). Son interaction avec CIQBP semble jouer un role
dans I'épissage des ARNm puisque les deux protéines ont été co-immunoprécipitées avec des
facteurs de régulation de I'épissage. Les auteurs proposent que cette interaction pourrait
contribuer & la diminution de la synthése des protéines cellulaires ou indirectement faciliter
I'export nucléaire des ARNm (Bryant et al.,, 2000). Dans ce cas, on pourrait supposer qu'en
diminuant l'expression de CIQBP, on aurait une réduction du nombre de particules virales
produites. Les résultats de notre étude suggerent que le role de C1QBP dans I'épissage des

ARNm ne serait pas essentiel pour la réplication du VHS-1, du moins dans les cellules HeLa. Il
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serait de ce fait intéressant de regarder les effets de la diminution de C1QBP dans d'autres types
cellulaires tels que les HFF. Par ailleurs, la réduction de I’expression par les siRNAs étant
partielle, il se peut que la quantité restante de CIQBP soit suffisante pour maintenir ses

fonctions.

4.5 Implication de C1QBP dans les étapes tardives du cycle du VHS-1

Il a ét¢ démontré que la protéine UL24 était impliquée dans la redistribution des
glycoprotéines virales impliquées dans la fusion (Ben Abdeljelil et al., 2013). Il serait donc
intéressant de regarder si le silencage de CIQBP meéne a la formation de plages de lyse
syncytiales ou aurait un effet sur la distribution des glycoprotéines de fusion, comme c’est le cas
lors de l'infection par un virus déficient en UL24. 11 serait intéressant de mener ces études dans
les cellules HFF car il est difficile d'analyser la morphologie des plages de lyse chez les cellules

HelLa mais aussi parce que les cellules HFF sont des cellules non transformées.
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- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans cette €tude, nous avons pu identifier un partenaire d'interaction de la protéine UL24
du VHS-1. Il s'agit de la protéine multifonctionnelle CIQBP qui joue plusieurs roles dans la
cellule et est impliquée dans la régulation de la transcription et de I'épissage dans diverses
infections virales. Cette étude a permis de montrer une co-immunoprécipitation de CIQBP avec
UL24. On a également observé une colocalisation de C1QBP avec UL24 dans le cytoplasme des
cellules HeLa mais également dans les cellules HFF, des cellules non immortalisées, par

immunofluorescence indirecte et microscopie confocale.

L'interaction entre UL24 et C1QBP a été identifiée en effectuant un criblage double
hybride chez la levure d'une librairie ' ADNc provenant de cellules HeLa en utilisant la partie C-
terminale d'UL24 (aa 190-269) comme appat. Ainsi, cette étude a permis d'identifier une
fonction pour la partie C-terminale d'UL24 du VHS-I qui n'est pas conservée parmi les virus
herpés contrairement a la partie N-terminale (J. G. Jacobson et al., 1989). Sachant que les deux
parties de la protéine se retrouvent distinctement dans le cytoplasme et dans le noyau en
transfection transitoire (Bertrand et al., 2010), cette nouvelle interaction identifiée conforte
I'hypothése que la partie N-terminale joue un role dans le noyau et que la partie C-terminale est

plut6t importante pour le réle d'UL24 dans le cytoplasme.

En perspectives, il serait donc intéressant de visualiser l'interaction des deux protéines par
des techniques en immunofluorescence telles que le FRET qui consiste en un transfert d'énergie
entre deux protéines physiquement rapprochées, ou le BIFC qui consiste en une reconstitution
d'une molécule fluorescente par l'interaction de deux protéines couplées aux deux fragments de
cette molécule. Ces deux approches permettraient de confirmer, non seulement la colocalisation
des deux protéines, mais plus précisément une interaction physique dans une distance de moins
de 10 nm entre celles-ci. Il serait aussi intéressant d'identifier le domaine d'interaction de la

protéine UL24 avec C1QBP. Une fagon de le faire sera d’effectuer des mutations dans le géne
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codant pour la partie C-terminale d’UL24 ct pour la protéine CIQBP, puis, observer lesquelles
de ces mutations rompent I’interaction. Par la suite, un virus dans lequel le géne u/24 porte ccs
mutations pourra étre construit. Il serait alors possible d'investiguer en profondeur l'importance
de cette interaction lors de l'infection par le VHS-1 en culture cellulaire ou dans un modéle in
vivo. Par ailleurs, il serait également intéressant de voir si la réduction de I’expression de C1QBP
aftecte ou non la réplication d’autres virus herpés. Ainsi, ces études permettront d'élucider les
fonctions de la protéine UL24 du VI1IS-1 dans le cytoplasme et de mieux comprendre le réle de

cette protéine hautement conservée dans la grande famille des Herpesviridae.
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