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Résumé

Le géne codant pour la protéine UL24 est conservé a travers la famille des
Herpesviridae, mais peu est connu sur sa fonction dans la réplication virale. Son absence
entraine en la formation de petites plages de lyse, une réduction de la production virale et la
formation de plages syncytiales. Dans un modéle animal, cette protéine a également été
démontrée comme importante pour la réplication virale, spécialement dans les neurones, et trés
importante pour la réactivation. Des études ont démontré qu'UL24 est exprimée tardivement au
cours de l'infection et qu'elle se retrouve au noyau et dans le cytoplasme. Des études de
comparaison ont démontré la présence de cing domaines hautement conservés ainsi que
certains résidus quasi invariants. Certains de ceux-ci ont été liés a un motif putatif
d'endonucléase qui a été rapporté au cours de cette étude. Vu la disparité des phénotypes
viraux observés lors de l'infection et la présence de régions conservées, notre hypothése était
qu'UL24 est une protéine multifonctionnelle qui agit du moins en partie par des interactions
protéine-protéine.

Pour cette étude, nous avons commencé par étudier UL24 hors du contexte d'infection,
en utilisant des plasmides d'expression, pour identifier les fonctions se rattachant directement a
celle-ci et également pour faciliter I'évaluation de I'importance des domaines et des résidus
conservés. Utilisant ces constructions, nous avons pu démontrer qu'UL24 est capable seule de
se localiser au noyau, au nucléole, au frans-Golgi et au cytoplasme. En utilisant les différentes
constructions, nous avons pu démontrer que la région N-terminale se retrouve au noyau et au
nucléole et que la partie C-terminale, moins conservée, se retrouve au cytoplasme et au Golgi.
Ceci soutient notre hypothése qu'UL24 est multifonctionnelle. De plus, nous avons démontré
que les 60 premiers résidus d'UL24 peuvent induire une localisation nucléolaire pour la eGFP.

Au début de cette étude, notre laboratoire avait démontré l'importance d'UL24 pour la
dispersion de la nucléoline au cours de l'infection. Dans cette étude, nous démontrons que la
portion N-terminale d'UL24 seule est capable d'induire cette dispersion et que la délétion des
domaines conservés bloque ce réle. Nous avons également testé l'impact de la substitution des
résidus hautement conservés sur ce role. Nous avons identifié deux régions susceptibles qui
lorsque mutées affectent grandement la dispersion de la nucléoline. Certains de ces résidus
forment le site catalytique du motif putatif d'endonucléase alors que les autres seraient
importants dans sa fonction. Puisque la fonctionnalité de ce motif n'a toujours pas été
démontrée, nous ne pouvons conclure que cette fonction est importante pour la dispersion de la

nucléoline, mais que la séquence le composant I'est.



Certaines de ces mutations, telles que E99A/K101A et G121A, ont été insérées dans un
virus par recombinaison homologue et nous ont permis d'observer le méme impact sur la
dispersion de la nucléoline observé en transfection transitoire. Ces virus exhibent plusieurs
phénotypes rattachés a une déficience en UL24 en infection. lls forment des plages de lyses
syncytiales, mais seulement la mutation E99A/K101A entraine une réduction de l'efficacité de
réplication, indiquant que I'un n'est pas la résultante de l'autre. Cela nous permet de séparer
deux des phénotypes associés a une déficience en UL24 et soutient qu'elle serait une protéine
multifonctionnelle. Egalement, ces virus démontrent un lien entre la dispersion de la nucléoline
et l'efficacité de réplication, puisque la forte réduction de cette relocalisation observée avec la
mutation E99A/K101A est associée avec une réduction de l'efficacité de réplication.

Pour déterminer les mécanismes par lesquels UL24 intervient dans la réplication virale,
nous avons tenté d'identifier des partenaires d'interaction. Nous avons pu démontrer qu'UL24
fait partie de complexes protéiques dans la cellule infectée et qu'elle interagit avec la protéine
Non-muscular myosin type lla (NM2a), un moteur des microfilaments. Cette protéine est
impliquée au niveau du transport des capsides et de vésicules. Durant notre étude, il a été
publié que cette protéine pourrait également étre un récepteur viral via une interaction avec la
glycoprotéine virale, gB. Nous avons démontré une co-localisation partielle entre ces deux
protéines et que l'absence d'UL24 résulte en une réduction de I'association de gB avec NM2a.

En conclusion, nos résultats ont permis d'éclaircir le role joué par UL24 au cours de
l'infection. Nous avons pu démontrer l'importance de différents résidus dans son réle dans la
dispersion de la nucléoline et que cette fonction est importante pour une réplication virale
efficace. De plus, nous avons démontré que la formation de syncytia, due a une déficience en
UL24, ne résulte pas en une réduction de I'efficacité de réplication, mais que ce sont deux
fonctions indépendantes d'UL24. La localisation nucléaire de la portion N-terminale et
cytoplasmique de la C-terminale supporte également ce réle multifonctionnel. La recherche de
partenaires d'interaction nous a également permis de démontrer une interaction avec la
protéine cellulaire NM2a, association qui serait impliquée au niveau d'un réle cytoplasmique
pour UL24, possiblement lié & la formation de polykaryocytes. Egalement, une absence d'UL24
affecte I'association entre NM2a et une autre protéine virale, la glycoprotéine B.

Luc Bertrand Angela Pearson
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



1- Virus Herpés

1.1 - Famille des Herpesviridae

Le Comité International de Taxonomie des Virus a récemment revu la classification des
virus herpeés, scindant celle-ci en trois familles qui ont été incorporées dans l'ordre des
Herpesvirales. La famille des Herpesviridae compte les virus de mammiféres, d'oiseaux et de
reptiles. La famille des Alloherpesviridae regroupe les virus de poissons et de grenouilles tandis
que la nouvelle famille des Malacoherpesviridae contient un virus d'huitre (118). La famille des
Herpesviridae contient trois sous-familles : les alphaherpesvirinae, les betaherpesvirinae et
gammaherpesvivinae. Les alphaherpesvirinae sont neurotropiques, ont un cycle de réplication
court et ils établissent la latence dans les neurones. Les betaherpesvirinae ont un cycle de
réplication long, sont lymphotropiques et établissent la latence principalement dans les
leucocytes et les cellules endothéliales (260, 261). Les gammaherpesvirinae sont également
lymphotropiques mais infectent aussi les cellules endothéliales et ont un cycle de réplication
long. lls établissent la latence dans les cellules lymphocytaires et ils sont oncogéniques (160,
639). Une analyse des divergences génomiques entre les différents virus propose que les trois
sous-familles se seraient séparées, il y a 180 a 220 millions d'années, et que les virus de
I'herpés simplex 1 (VHS-1) et 2 auraient divergé, il y a environ 8.5 millions d'années (362).

1.2 - Les virus de I'herpés humains

Chez I'hnomme, nous retrouvons huit virus de I'nerpés nommés Human Herpesvirus
(HHV). Dans la sous-famille des Alphaherpesvirinae, nous avons deux virus du genre
Simplexvirus, les virus HHV-1 et HHV-2, communément appelés VHS-1 et -2 respectivement.
Egalement, nous retrouvons, du genre Varicellovirus, le virus HHV-3, communément appelé
virus de la varicelle-zoster (VZV). Les virus HHV-4 et HHV-8, aussi connus sous les homs virus
Epstein-Barr (EBV) et virus du sarcome de Kaposi (KSHV), font partie respectivement de la
sous-famille des Gammaherpesvirinae et du genre Lymphocryptovirus ou Rhadinovirus. Dans la
sous-famille des Betaherpesvirinae, nous retrouvons le virus HHV-5, du genre Cytomegalovirus,
également appelé cytomégalovirus (CMV) ainsi que les virus HHV-6 et HHV-7 dans le genre
Roseolovirus. Des virus appartenant aux trois sous-familles de virus sont prévalant dans la
population (118, 288).



1.3 - Pathogenése des virus herpés simplex

Les infections par le virus herpés sont documentées depuis les balbutiements de la
médecine dans la Gréce antique. Le nom «herpein», qui signifie «qui rampe» en racine
grecque, caractérise les plaies formées par le virus. Les symptéomes de l'infection peuvent varier
grandement en fonction de l'individu ainsi que la zone infectée. L'infection par les virus herpés
simplex est associée a I'apparition de lésions aux muqueuses labiales ou génitales, mais peut
dans de rares cas aller jusqu'a mettre la vie de patients en danger. Le VHS-1 et -2 sont
associés majoritairement aux zones labiales et génitales respectivement, mais la répartition
n'est pas exclusive (274, 654). La prévalence du VHS-1 augmente avec I'age, étant présent
dans environ 25% des enfants de I'dge de 6-7 ans, 36% chez les 12-13 ans et présent dans
plus de 90% chez les personnes agées de 70 ans et plus, selon une étude faite aux Etats-Unis
en 2006 (81). Parmi les adultes testés aux Etats-Unis en 2004 agés d'environ 40 ans, la
prévalence du VHS-2 était de 20 a 25% (156).

La transmission du virus se fait par contact proximal entre une personne infectée qui
produit activement du virus, production qui peut étre asymptomatique, et les muqueuses ou une
peau dont l'intégrité est compromise. Suite a la transmission, il y a réplication du virus au site
initial de l'infection et par la suite infection des neurones sensitifs innervant le tissu (Figure 1).
Les virions infectent les neurones des ganglions trigéminaux pour les infections oropharyngiales
ou du ganglion de la racine dorsale pour les infections génitales. La sévérité de l'infection
initiale est proportionnelle avec la probabilité de la récurrence d'infection (106). La réactivation
virale est induite par différents stimuli, tels que le stress, la fiévre, un état d'immunosuppression,
I'hypothermie, un déséquilibre hormonal ou I'exposition aux rayons ultra-violets (UV) (533,
543). Suite a la réactivation, le virus sera transporté au site initial d'infection pour réinfecter la
muqueuse. Dans de rares cas, le virus peut étre transporté vers le systéme nerveux central
(SNC) et causer en une encéphalite, qui peut étre fatale. L'infection systémique par le VHS est
rare, mais peut étre vue chez les enfants développant une gingivostomatite primaire (246).
Egalement, chez les patients immunosupprimés ou les nouveaux nés, il peut y avoir apparition
de plaques herpétiques. L'infection des organes est la résultante d'une incapacité de I'ndte a
restreindre la propagation du virus dans la muqueuse (279, 341, 424).

Les Iésions formées par le virus sont caractérisées par une mort cellulaire causée par le
virus et la réponse immunitaire. L'infiltration du tissu par les cellules immunitaires, leur réponse
ainsi que les fluides relachés lors de la mort cellulaire se solde par une accumulation de fluide
qui devient pustuleux qui, lors de la guérison, forme une croute sur la plaie.
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Figure 1. La réplication virale dans la muqueuse et dans les neurones. Lors de
l'infection initiale, le virus infecte la muqueuse et par la suite, infecte les neurones
innervant celle-ci. En latence, le génome viral s'établit sous forme d'épisome. Lors
de la réactivation, il y a enclenchement du cycle lytique de réplication, transport de
virions nouvellement formés le long de I'axone et réinfection au site initial
d'infection. Modifié de Knipe et Cliffe (287).

La prévalence du VHS dans la population résulte en plusieurs infections atypiques
résultants de gestes professionnels, de coutumes ou de contacts sportifs. Des infections au
niveau des doigts peuvent étre observées, majoritairement chez les dentistes, résultats de
consultations et traitements sans le port de gants protecteurs; cette infection est appelée herpés
Whitlow (505). Dans les sports de contact, tels que la lutte gréco-romaine ou sumo, il y
possibilité de transmission de virus herpés due aux contacts et aux possibilités de lésions
cutanées, cette infection est appelée herpés gladiatorium (28, 35, 309). L'acquisition de
l'infection lors de I'enfance est normalement due au contact entre I'enfant et la salive de parents
infectés. Il en résulte, si l'infection est symptomatique, en des plaies orales ou faciales (564). Il
est aussi possible qu'ils soient infectés par les professionnels responsables de leur soin tel que
les infirmiéres. Egalement, la pratique juive orthodoxe de la circoncision a été documentée

comme pouvant résulter en une transmission du rabbin a I'enfant (134).



1.4 - Traitements

Il existe des médicaments pour le traitement de l'infection par les virus herpés. Les plus
couramment utilisés sont I'acyclovir, le valacyclovir, le penciclovir et le famciclovir (652). Ces
molécules sont des analogues de nucléosides qui bloquent irréversiblement I'élongation de
I'ADN did au manque d'un groupe OH en 3' nécessaire a I'ajout du prochain
désoxyribonucléotide tri-phosphate (dNTP) (180). Ces médicaments démontrent une faible
toxicité due a la sélectivité de ce médicament qui doit étre phosphorylé par la thymidine kinase
virale pour pouvoir ensuite étre triphosphaté et incorporé dans la chaine d'élongation (179,
430). Chez les patients immunocompétents, la prévalence de souches résistantes a I'acyclovir
est faible, mais des études récentes tendent a montrer une augmentation du nombre de cas de
résistance. Par contre, chez les patients immunocompromis, ceux les plus a risque d'infections
graves, le probléme de résistance est beaucoup plus important (456).

L'établissement de la latence virale dans les neurones ainsi que le nombre important de
geénes viraux visant a contrecarrer la réponse immunitaire rendent difficile I'immunisation contre
le VHS (475). Plusieurs types de vaccins ont été utilisés pour tenter d'immuniser les personnes.
La vaccination a l'aide de virus de types sauvages, stratégie similaire a celle utilisée pour la
variole, n'ont pas donné de résultats intéressants (200, 440), méme que dans certains cas,
l'immunisation a résulté en la réactivation de virus latent (51, 311) et ces essais ont donc été
abandonnés (46). Plusieurs tentatives ont été effectuées avec des virus inactivés. Par contre, la
majorité des études n'avaient pas de témoins appropriés et celles qui en avaient ont obtenu des
résultats qui différaient. Il en a été conclu que la protection donnée par le vaccin n'apporte que
de faibles bénéfices a court terme et aucun a long terme (278, 568, 638). L'immunisation par
des vaccins sous-unitaires a démontré des résultats prometteurs dans les modéles animaux,
mais, lors d'essais chez 'homme, cette protection n'était pas présente (288). De plus, ces
vaccins requiérent I'utilisation d'adjuvant pour éliciter une réponse (518, 577, 583). Certains de
ces vaccins utilisent des protéines virales d'enveloppe, tels que gB et gD, pour induire une
réponse neutralisante envers le virus. Des résultats prometteurs ont été observés avec un
nouveau vaccin présentement en étude clinique qui a permis d'observer une réduction d'environ
42% de l'intensité de linfection initiale et de la réactivation chez les femmes, mais de seulement
13% chez 'homme (576). Une autre avenue est I'utilisation de virus génétiquement modifiés. Le
génome de ceux-ci est modifié par la délétion de génes critiques pour la pathogenése et la
réactivation (216, 573) ou I'ajout de génes pour augmenter le spectre de réponse immunitaire
(350). L'avantage de ces vaccins est I'induction d'une réponse humorale et cellulaire,



contrairement aux vaccins sous-unitaires qui sont majoritairement restreints a une réponse de
type Th2 (71). Par contre, la production et la conservation de virus vivants sont plus complexes.
Plusieurs de ces virus sont présentement en développement ou a I'étude (86, 113, 114, 155,
370, 422, 464, 573, 643). Le succes obtenu avec la vaccination contre le VZV avec un virus
atténué (383) ne peut que susciter I'espoir de voir bientét un vaccin efficace contre le VHS.

1.5 - Structure du VHS-1

Le génome viral du VHS-1 est un acide désoxyribonucléique (ADN) linéaire a double
brin d'environ 152 kilo paire de bases (kpb). Le génome est riche en résidus G+C, qui
représentent environ 68% des nucléotides (282). Il est caractérisé par la présence de deux
régions nommées Unique Longue (UL) et Unique Courte (US) qui vont, avec l'ordre des cadres
de lectures (ORF), déterminer le nom des génes viraux. Ces deux régions sont encadrées de
régions répétées, dénommées régions répétées inversées (626). Lors de la réplication du
génome, la présence de ces zones répétées peut mener a des événements de recombinaison
qui peuvent résulter en un réarrangement de l'ordre et de I'orientation des portions UL et US du
génome, donnant quatre organisations génomiques possibles. Ces quatre isoméres sont
retrouvés en quantité équimolaire lors de l'infection (124, 227).

Glycoprotéines
d'enveloppe

Enveloppe

Tégumenl

ADN

Nucléocapside

Figure 2. Structure du virion du VHS. L'on retrouve a la surface les glycoprotéines
qui sont insérées dans l'enveloppe. A l'intérieur nous retrouvons le tégument, la
capside et dans celle-ci le génome. Modifié de Timothy Paustian (444).

Le génome se trouve dans une capside icosaédrique d'environ 120 nanométres (nm) de
diamétre qui est composée principalement de quatre protéines VP5, VP26, VP23 et VP19C (1,
421, 507, 608, 676, 677). Dans la capside mature, on y retrouve également les protéines UL25
et UL17 qui accroitraient la stabilité de la capside contenant I'ADN (94, 103, 418, 432, 539, 599,



600, 604, 609) et UL6 qui forme le portail permettant I'entrée et la sortie de 'ADN viral (420).
Nous retrouvons également les protéines UL15, VP24, UL28 et UL33 (521). Sa structure a été
caractérisée a une résolution d'environ 8.5 A par cryomicroscopie (675). Elle est composée de
162 capsomeéres avec une symétrie icosaédrique T=16 (210, 528). La capside est composée de
deux couches, extérieure (T=16) et intermédiaire (T=4). Elles sont disposées de fagon a ce que
le canal, formé par douze unités d'UL6, présent dans les deux couches coincident, permettant
l'insertion ou la sortie de I'ADN viral de la capside (74, 528). Par contre, il est possible que ce
canal soit bloqué par des protéines, entre autres UL25, du tégument pour empécher la
décapsidation avant temps (674). Les capsides sont assemblées en premier lieu par
I'assemblage des protéines pre-VP22a ainsi que la protéine majeure de la capside VP5. Par la
suite, les triplexes de VP19C et VP23 s'assemblent et s'associent avec ceux-ci. Il est possible
de retrouver trois types de capsides au cours de l'infection di aux différents stades
d'assemblage de celle-ci. Les capsides B sont composées des protéines de la capside ainsi
que celles d'échafaudages pre-VP22a et VP21. Il est possible d'observer deux formes de
capsides B, les «large-core», ou les protéines d'échafaudages sont entiéres et les «small-core»
ou elles sont clivées (490). Dans les capsides C, les protéines d'assemblage sont remplacées
par I'ADN viral (242, 541). Les capsides A n'ont que les protéines de la capside et ne sont pas
les précurseurs des capsides B ou C. Elles seraient plutét une forme défective ou l'insertion de
I'ADN a échoué (589, 677).

La capside est recouverte d'un assemblage de protéines partiellement structurées
appelé le tégument (210, 288), étant composé d'au moins 23 protéines virales (336) (Figure 2).
Les protéines majeures du tégument sont VP16 (transactivateur viral), vhs (protéine virale
impliquée dans la dégradation des ARNm de I'héte), VP22, VP1-2, UL14, UL17 (protéine de
clivage et d'empaquetage de I'ADN), VP11/12 (activateur de chaine de phosphorylation),
VP13/14 (impliquée au niveau du transport cellulaire), US9 (impliquée au niveau du transport
axonal), US10 et US11 (bloque l'activation de PKR et s'associe aux polyribosomes et I'ARN)
(62, 138, 519, 565, 629, 651). Des travaux récents ont démontré que les protéines VP1-2 et
UL37 joueraient un réle primordial dans la structure et I'assemblage du tégument, servant a la
fois d'ancrage a la capside et de lattice pour I'assemblage de cette partie du virion (416). Le role
de VP22 n'est pas bien défini, mais elle interagit avec 'ARN, les microtubules et possiblement
les membranes et pourrait agir a titre de régulateur de la transcription (143, 251, 404). UL14
serait importante pour le repliement ainsi que pour l'import nucléaire de certaines protéines; elle
pourrait également avoir un réle dans I'apoptose (662-664). Cet assemblage se ferait par un



réseau complexe d'interactions protéine-protéine entre les différentes composantes de ce
compartiment (622).

Finalement, nous retrouvons I'enveloppe bilipidique virale qui va contenir principalement
les glycoprotéines virales : gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gL et gM (288, 336). On y retrouve
également d'autres protéines membranaires telles que UL20 (632) et US9 (169). La
composition lipidique de la membrane est similaire a celle de la membrane du Golgi et
différente de celle du noyau (614).

Il a été démontré qu'il est possible de retrouver des protéines de I'héte dans les virions
matures. Une étude a pu démontrer la présence de 49 protéines cellulaires (336) et certaines
de celles-ci ont été observées dans d'autres virus de la famille herpesviridae (27, 34, 123, 142,
264, 276, 380, 619, 678).
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Figure 3. Le cycle de réplication lytique du VHS-1. Le tout débute par I'entrée du virion
par fusion ou endocytose. La capside est partiellement détegumentée et dirigée vers le
noyau. Il y a injection dans celui-ci de I'ADN viral via le pore nucléaire et circularisation
de celle-ci. Il y a par la suite I'expression temporelle des génes viraux immédiats
précoces (IE) suivie des génes précoces (E) qui vont mener a la réplication du génome
et par la suite I'expression des genes tardifs (L), comprenant les protéines structurales.
Il y a assemblage des capsides dans le noyau et encapsidation de I'ADN. Il y a par la
suite plusieurs étapes d'enveloppement et désenveloppement pour que la capside
traverse la double membrane nucléaire, acquiére son enveloppe finale et sorte de la
cellule.



1.6 - Cycle de réplication du VHS-1

L'infection débute par I'attachement du virus aux récepteurs a la surface de la cellule.
Cet attachement peut initier la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane cytoplasmique,
mais il est également possible qu'il déclenche une entrée par endocytose suivi d'une fusion pH
dépendante avec I'endosome (Figure 3). Suite a I'entrée, il y a détégumentation des capsides et
transport de celles-ci au noyau utilisant un transport actif par des moteurs du réseau d'actine et
des microtubules. Utilisant le pore nucléaire, le génome viral est inséré dans le noyau et se
circularise. Il y a, par la suite, transcription avec régulation temporelle des génes immédiats-
précoces, précoces et tardifs. Les protéines virales nécessaires a 'assemblage des capsides
sont transportées au noyau, elles sont assemblées en capsides et il y a encapsidation de 'ADN
viral. Les étapes suivantes de I'assemblage viral sont encore débattues, mais I'hypothése la
plus supportée est que les capsides bourgeonnent entre les deux membranes nucléaires et
fusionnent avec I'enveloppe nucléaire externe. Il y a par la suite acquisition des protéines du
tégument et transport de la capside au site final d'enveloppement et sortie du virion de la
cellule. Le cycle viral complet dure environ 18-20 heures, mais cela peut varier en fonction du

type cellulaire utilisé (288).

1.6.1 - Attachement et entrée virale

Le mécanisme d'entrée du virus VHS a été longtemps décrit comme étant une fusion
entre I'enveloppe virale et la membrane plasmique a pH neutre. Par contre, des publications
récentes ont démontré une entrée du virus par endocytose pH-dépendante et -indépendante
(91, 385, 423). Les glycoprotéines virales peuvent induire la fusion a pH neutre, mais le pH peut
influencer la conformation de gB pour en exposer le domaine de fusion (68, 137, 547, 575). Le
mécanisme d'entrée soit par fusion ou endocytose est possiblement influencé par type de
cellule infectée. Une telle spécificité a été observée pour le EBV (248).

Le VHS utilise différents récepteurs pour son entrée dans la cellule. Certains donnent un
attachement de base et d'autres de haute affinité. L'interaction de gC et gB avec les molécules
de sulfate d'héparane a la surface de la cellule permet d'attacher le virus a la surface, mais pas
l'initiation de la fusion (542, 658). Cette interaction n'est pas nécessaire a l'infection, mais en
augmente l'efficacité (307, 449). Par la suite, il y a attachement de gD a un de ses récepteurs
cellulaires. Il y a trois classes de récepteurs auxquels gD peut s'attacher (571). Il y a le «herpes-
virus entry mediator» (HVEM), un membre de la famille des récepteurs pour le facteur de
nécrose des tumeurs (392, 633). Il y a également nectine-1 et nectine-2, qui sont des molécules



d'adhésion cellulaire de la superfamille des immunoglobulines (192, 633). Finalement, il y a une
forme modifiée de sulfate d'héparane, le «3-O-heparan sulfate» (546, 601). Le réle des
différents récepteurs n'est pas bien déterminé, mais I'expression de ceux-ci différe
dépendamment des tissus. Cette interaction ne résulte pas seulement en un attachement fort
du virus a la cellule, mais elle est également importante pour induire la machinerie de fusion,
possiblement due a un changement de conformation de gD, ce qui exposerait son domaine
profusion en C-terminal qui interagirait avec gB ou gH/gL (92, 232). La fusion de I'enveloppe
virale et de la membrane cellulaire requiert la présence de gD, mais également de gB et de
I'nétérodimeére gH/gL (164, 330, 522). La protéine gB semble jouer un réle important pour la
fusion puisque l'interaction avec son récepteur peut induire a elle seule la fusion. De plus, il a
été démontré que l'interaction de gB avec la chaine lourde de la myosine de type lla (NM2a) ou
la glycoprotéine associée a la myéline peut induire I'entrée virale (13, 586). Sa structure a été
démontrée similaire a celle d'autres protéines virales de fusion, comme celle de la protéine G
du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) et celle de la protéine gp64 du baculovirus (23, 233,
272, 494). La glycoprotéine gB contient des domaines fusogéniques qui seraient responsables
de la fusion (22, 221, 222). Les protéines gB, G et gp64 forment une classe a part de protéines
de fusion, celle de classe Il (21). Le role joué par gH/gL lors de la fusion est moins clair puisque
certains groupes démontrent une activité fusogénique (144, 154, 352, 585) alors que d'autres
non (256, 586). Par contre, ces deux glycoprotéines font partie du quatuor, avec gB et gD, qui
sont capables a elles seules d'induire la fusion. Les interactions entre ces différents joueurs
semblent aussi étre primordiales (14-16, 18, 89, 193).

1.6.2 - Transport au noyau

Apres la fusion, des protéines du tégument se détachent et commencent a remodeler la
cellule. Une de celles-ci est la vhs, qui inhibe I'expression génique cellulaire en dégradant les
ARNm. Il y a également des protéines qui restent associées a la capside, comme UL36, UL37
et US3, ou qui se dirigent au noyau, telle que VP16, indépendamment de la capside (32, 463).
Suivant I'entrée, la capside virale traverse l'actine corticale et est transportée sur de courtes
distances sur le réseau d'actine pour se rendre jusqu'au réseau des microtubules (343). Ceux-ci
seront utilisés pour le transport des capsides au noyau transport actif grace a des moteurs de
dynéine et dynactine possiblement par une interaction avec US11 (132, 136, 474, 567). Les
capsides arrivent a la périphérie du noyau et s'associent aux pores nucléaires (31, 567). Cette
association requiére importin B et que le cycle RanGTP/RanGDP soit intacte (435).
L'association entre le portail de la capside et le pore nucléaire se ferait par I'entremise de UL25
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et/ou UL36 (105, 442). Il y a par la suite injection du génome viral au noyau sans
désassemblage de la capside, via le portail de celle-ci, par le pore nucléaire (105, 329, 442).
Cette injection est possiblement effectuée par la pression présente dans la capside et
egalement par la transcription de I'ADN viral a sa sortie du pore nucléaire (151, 329, 417).
L'ADN viral rendu au noyau se circularisera, possiblement a l'aide de protéines cellulaires de
réparation de 'ADN (184, 457).

1.6.3 - Cycle temporel de transcription des génes viraux

Suite a l'entrée dans le noyau, il y a début de la transcription de génes viraux par 'ARN
polymérase |l (ARNpol Il). De plus, une série de modifications de la structure du noyau
s'effectuent pour permettre une réplication efficace du virus (472). Il y a regroupement des
protéines virales formant des compartiments ou les étapes de transcription, de réplication et
d'encapsidation auront lieu (367). Il y a recrutement de I'ADN viral prés des domaines
nucléaires 10 (ND-10) (356, 570, 595) ou vice-versa (150). L'association de ces sites promeut la
transcription des génes viraux, qui sont exprimés de maniére hautement régulée et selon une
cascade temporelle. De deux a quatre heures post infection (hpi), les génes immédiat-précoces
(IE) sont exprimés. L'expression des génes ne requiert pas I'expression ou la présence de
protéines virales, mais VP16, protéine du tégument, aide grandement a I'expression de ceux-ci
(606). Les génes IE consistent en ICP4, ICPO, ICP22, ICP27, US1.5 et ICP47. Cinqg de ces
génes stimulent I'expression des génes précoces (E) (127, 431, 509, 516, 563). Ces génes ne
fonctionnent pas tous de la méme fagon : ICPO bloque la machinerie de répression (217, 223,
271, 328), ICP4 réprime I'expression de maniére séquence spécifique (141, 298, 320, 381) ou
active la transcription indépendamment de la séquence (517, 669). Ces protéines vont
également promouvoir I'expression des génes tardifs (L).

La phase suivante, I'expression des génes E, se produit entre quatre et huit hpi.
L'expression de cette phase de génes requiert la présence d'ICP4 fonctionnel (288). lls codent
en partie pour des protéines qui servent a la réplication de I'ADN viral et pour le métabolisme
des nucléotides. Il y a deux sous classes d'expression dans les génes E : il y a ceux qui sont
exprimés partiellement en méme temps que les génes |E, mais qui voient leur expression
augmenter lors de I'expression de ceux-ci, par exemple ICP8 (438, 473) ou ICP6 (590). lly a
également des génes E qui sont exprimés seulement suite a I'expression des génes IE, comme
la thymidine kinase virale (TK) (185).

Les génes L sont la derniére phase de I'expression des génes viraux. lls sont divisés en
deux sous-types : les «leaky-late» et les «true late ». Les premiers sont exprimés
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indépendamment de la réplication du génome, mais voient leur expression augmenter suite a la
réplication de I'ADN viral (ICPS5, gB, gD et y34.5), et les seconds sont dépendants de la
réplication de I'ADN pour leur expression (gC, UL41, UL36, UL38 et UL11) (101, 107, 270, 549).
La distinction entre ces deux classes de génes peut s'observer en utilisant un inhibiteur de la
réplication de I'ADN viral, I'acide phosphonoacétique (PAA) (244, 365). L'expression des
classes de genes E et L requiert la présence de ICPO (509), ICP4 (289, 466), ICP27 (508),
ICP22 (464, 532) et US1.5 (433). Toutefois, la relation entre ces différentes protéines et
I'expression temporelle des génes viraux n'a pas encore été déterminée.

1.6.4 - Réplication de I'ADN viral

Les protéines virales de la classe cinétique E nécessaires a la réplication de I'ADN viral
vont s'assembler sur le génome viral aux sites de réplication virale prés des sites ND-10 (252,
612). Ces compartiments vont grandir et former les centres de réplication viraux, qui au cours
de la réplication, finissent par occuper la majeure partie du noyau et marginalisent 'ADN
cellulaire (391, 472). La réplication de 'ADN, sous forme circulaire, débute aux sites d'origine de
réplication (OriS et OriL) par I'attachement d'ICP8 et/ou UL9 (228). L'activité hélicase d'UL9
permet de séparer les brins d'ADN a ces sites et a I'aide d'ICP8 recrute la machinerie hélicase
et primase (UL5, UL8 et UL52) (79, 101, 468, 657). La synthése du brin sens et anti-sens se fait
par la polymérase d'ADN viral, soit le facteur de processivité UL42 ainsi que par la sous-unité
catalytique UL30 (407). Il y a possibilité d'implication de facteurs cellulaires, tels que les ADN
polymérase, primase, ADN ligase et topoisomérase 11 (145, 406, 649). Suite au début de la
réplication, il y a formation de l'intermédiaire de réplication théta (), qui sera suivi de la
réplication du type cercle roulant (52, 407) (Figure 4 A et B). Lors de ce second type de
réplication, il y a synthése d'un brin d'ADN a partir d'un génome circulaire, ce qui ménera a la
formation de concatémeéres de génomes viraux en succession téte a queue. A ce point, la
protéine UL9 n'est plus requise pour la synthése d'’ADN, mais ICP8, ULS5, UL8, UL30, UL42 et
UL52 le sont toujours (79, 101).
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Figure 4. Réplication de I'ADN viral et les isoméres génomiques. (A) Forme réplicative théta.
(B) Forme réplicative du cercle roulant. Ovale noir : ICP8, Gris : UL42 et UL30, Hachuré :

UL9, Lignes obliques : Complexe hélicase primase (C) Quatre différents isoformes du génome
viral du VHS avec une orientation sens et anti-sens des fragments U, et Us. Modifié de Fields
Virology (288).

Il y a des protéines accessoires a la réplication de I'ADN qui, quoique non essentielles,
permettent une réplication efficace du virus. Nous retrouvons entre autres les protéines
nécessaires au meétabolisme des nucléotides, telles que la thymidine kinase virale (284), la
déoxyuridine triphosphate phosphatase (49) et la ribonucléotide réductase virale (RR) (97). Il y
a également dans cette catégorie des enzymes de réparation d'ADN telles que I'uracile N-
glycosylase (72) et l'alcaline nucléase (170, 484).

La recombinaison joue également un réle important dans la réplication de I'ADN viral
(407, 650). Cette recombinaison résulte en un échange entre les sections du génome qui sont
bordées de régions répétées. Ces régions UL et US peuvent s'assembler en quatre isomeéres
différents suivant des événements de recombinaison (Figure 4C). Plus rarement, cette
recombinaison peut s'effectuer a l'intérieur de ces régions, souvent due a des bris d'un des
brins d'’ADN ou encore a l'action de nucléases cellulaires (247, 635). Les protéines
responsables de ces événements de recombinaison n'ont été que partiellement caractérisées.
Des études ont démontré que les enzymes cellulaires Rad51, Rad52 et Rad54 et les protéines
virales ICP8 et UL12 sont impliquées dans ce processus (26, 299, 405, 483). Le VHS est
également connu pour activer, au cours de l'infection, la machinerie de réparation de bris
d'ADN, qui pourrait également y jouer un role (544, 650). La réplication de 'ADN induit la
formation de formes branchées d'ADN, qui peuvent étre sous forme de X ou Y (537, 5638). La
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recombinaison peut souvent résulter en la formation de ces structures branchées qui aident a
I'efficacité de la réplication de I'ADN (368, 597). La recombinaison aide également a la
réparation des bris d'ADN doubles brins (425). Des études génomiques déemontrent que la
recombinaison est un événement trés fréquent pour le VHS-1 (428, 436).

1.6.5 - Encapsidation des génomes viraux

Parmi les protéines virales, certaines de celles-ci sont transportées au noyau pour
former la capside virale. Certaines sous-unités de la capside peuvent s'assembler au
cytoplasme (489). Comme décrit précédemment, il y a trois sortes de capsides, les A, B et C;
chacune a 120nm de diamétre. Leur couche externe est composée de pentons et d’hexons de
VPS5, la protéine majeure de la capside (488). Celles-ci sont assemblées utilisant des triméres
composés de deux molécules de VP23 et une de VP19c. Les capsides B sont en plus
composées des protéines VP22a et VP21, des protéines d'échafaudages, et de la protéase
virale VP24 (242). L'activité de celle-ci est importante pour la maturation de la capside et son
infectivité (183, 493). Cet assemblage requiert I'action d'aucune protéine cellulaire (419) et se
produit dans les compartiments de réplication viraux, prés des sites de réplication d'ADN (90,
120).

Suite a la réplication de I'ADN viral, une copie du génome provenant du concatémere est
insérée dans la capside et celui-ci est clivé. Ces deux processus sont intrinséquement liés
(175). Au moins six génes ont été démontrés comme étant essentiels a I'empaquetage de
génomes viraux; soit UL6, UL15, UL17, UL28, UL32 et UL33 (2, 4, 302, 303, 366, 443, 596,
665). La protéine UL25 n'est pas essentielle au processus, mais I'est pour le maintien du
génome dans la capside apres I'empaquetage en bloquant le portail (581). L'ADN est inséré
dans la capside et il y a déplacement des protéines d'échafaudage VP21 et VP22a. Le clivage
du génome, suivant l'insertion, se fait sur des sites précis, dénommés pac1 et pac2 (122, 387,
560, 618). La méthode exacte d'empaquetage n'est pas connue, mais il a été proposé que le
complexe de clivage balaie la séquence d'ADN jusqu'a ce qu'il reconnaisse un de ces signaux,
le clive et insére I'ADN dans la capside jusqu'a ce qu'il rencontre un autre signal de clivage. Les
protéines UL15, UL28 et UL33 sont proposées comme jouant le réle de la terminase (33, 119,
240). La protéine UL6 formerait le portail d'entrée de la capside (420) et la protéine UL25 ferait
office de bouchon, empéchant I'ADN de ressortir (366, 432).
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1.6.6 - Du noyau au cytoplasme

Suite a I'encapsidation du génome viral, la capside doit se rendre au cytoplasme et par
la suite, sortir de la cellule. La membrane interne du noyau est recouverte d'une matrice dense
de protéines, dénommeées lamines, qui sont dissociées lors de l'infection par les protéines
virales UL31 et UL34 (486). La protéine US3 est également impliquée en activant UL31 par
phosphorylation (399). Les étapes suivantes sont débattues, mais trois cheminements possibles
sont proposés (378, 379) (Figure 5). Le cheminement par enveloppement et désenveloppement
est le plus supporté. Ce modéle propose l'acquisition d'une premiére enveloppe virale a la
membrane nucléaire interne. Le virus se retrouve entre les deux membranes sous forme
enveloppé et, par la suite, fusionne avec I'enveloppe externe du noyau (286, 481, 558).

Il a également été proposé que les virions enveloppés présents entre les membranes
nucléaires soient matures et suivent le cheminement du réticulum endoplasmique. Par la suite,
ils utilisent des vésicules sécrétoires jusqu'a I'extérieur de la cellule (267). Plusieurs groupes ont
obtenu des résultats allant a I'encontre de ce modéle, notamment, que les protéines de virions
matures ne se retrouvent pas au site initial d'enveloppement (177, 203), que des capsides non
enveloppées sont visibles au cytoplasme (129) ou encore que les lipides composant
I'enveloppe virale finale correspondent a ceux du Golgi et non du noyau (614). De plus,
certaines protéines présentes dans le tégument des virions nucléaire ne sont pas présentes
dans les virions matures, tel que UL31 et UL34 du virus PRV(204), ou que certaines ne sont
pas présentes dans les virions enveloppés primaires, mais le sont dans les virions matures,
entre autres UL36, UL37, UL49, UL46 et UL47 du PRV (174, 285, 292).

Finalement, le dernier modéle a été proposé suite a des expériences en microscopie
électronique utilisant la technique de cryo-FESEM (cryogeny - field emission scanning electron
microscopy). Il propose que les pores nucléaires soient élargis et permettent le passage des
capsides, normalement bien au-dela de la limite de ces transporteurs, au cytoplasme (322, 646,
647). Par contre, il a été démonté que les pores nucléaires gardent leur intégrité jusqu'a tard
lors de l'infection (241). La plupart des résultats expérimentaux sur la sortie virale supportent le
modéle d'enveloppement et de désenveloppement, qui, apres la traversée de la double
membrane nucléaire, voit les capsides se retrouver au cytoplasme, poursuivre leurs processus
de maturation et acquiérent les derniéres composantes du virion, le tégument et I'enveloppe

virale.
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Figure 5. Modéles d'enveloppement du virus VHS. (A) Modéle majoritairement supporté
d'enveloppement et de désenveloppement. (B) Sortie virale par enveloppement simple et
transport via des vésicules de transport. (C) Passage de la capside du noyau au cytoplasme
par des pores élargis et enveloppement cytoplasmique. Modifié de Fields Virology (288).

1.6.7 - Traversée cytoplasmique du virion

Suivant la sortie du noyau, la capside continue d'acquérir d'autres protéines du
tégument jusqu'a son enveloppement final. Le virus acquiert un bagage de protéines qui
aideront aux étapes finales de la maturation du virion et seront importantes pour une infection
efficace de la prochaine cellule. Le tégument est assemblé par un réseau complexe
d'interaction entre protéines (377). Le tout débute par des interactions entre la capside,
possiblement la protéine UL25, avec la protéine VP1/2 (416). Par la suite, celle-ci, en
collaboration avec UL37, forme une matrice qui permet 'assemblage des couches suivantes du
tégument (316). La suite de I'assemblage du tégument est moins bien définie, puisque des
essais avec différents virus déficients pour des protéines du tégument ont démontré que les
virus sont toujours capables de s'assembler. Par contre, une des protéines essentielles a cette
étape est VP16, puisqu'une déficience pour celle-ci résulte en un blocage de I'assemblage des
virions (398). Il est possible qu'elle recrute d'autres protéines importantes du tégument, tel que
vhs (559) et VP22 (146).

Le déplacement de la capside du noyau au site d'acquisition de I'enveloppe finale se fait
par transport actif, initialement par le réseau d'actine sur de courtes distances par I'actine de
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myosine V (491). Le déplacement au site d'enveloppement utilise le reseau des microtubules et
la kinésine-2. L'interaction avec ces moteurs se ferait par I'entremise des protéines du tégument
interne (653), possiblement VP1/2 (342). L'implication d'un autre moteur de transport sur les
microfilaments a également été démontrée. En effet, NM2a est impliquée dans le transport

jusqu'au site d'acquisition de I'enveloppe virale (615).

1.6.8 - Acquisition de I'enveloppe virale et sortie virale

Suite a la sortie du noyau, la tégumentation et le transport dans le cytoplasme, le virus
arrive au site final d'enveloppement et va par la suite sortir de la cellule. Il reste beaucoup
d'étapes a élucider dans ce mécanisme, mais il a été démontré que des glycoprotéines virales,
telles que gE, gl et gM, qui ne sont pas essentielles pour une infection productive, sont
néanmoins importantes pour l'efficacité de cette étape du cycle viral (58). Un réle important
pour la protéine du tégument UL11 a également été démontré a ce niveau (291). Les capsides
tégumentées vont par la suite acquérir leur enveloppe finale au trans-golgi (377-379, 610).
Certains groupes ont démontré que ces sites d'assemblage des virions de la famille herpés
pourraient également étre : les compartiments intermédiaires du réticulum endoplasmique et du
Golgi (520), les endosomes (61, 168, 224), le tégusome (496), les aggresomes (429) ou les
vacuoles associées au Golgi (243). Lors de l'acquisition de I'enveloppe finale, les glycoprotéines
virales gB et gD jouent un rble plus tardif que gE et gl (269). Des protéines de I'hbte, telles que
la protéine kinase D, Rab1a/b et Rab 43, sont également impliquées dans ce processus (482,
671). Les complexes d'assemblage de virions ont été bien décrits pour certains virus de la
famille herpés, comme le CMV (116). Par contre, jusqu'a présent, une telle organisation n'a pas
été démontrée pour le VHS-1. Le transport du site d'enveloppement requiert un transport actif
qui va entre autres étre effectué par la myosine Va, qui va jouer un réle dans le transport des
vésicules contenant les virions du réseau du trans-Golgi a la membrane en traversant l'actine
corticale (491). Suite au ré-enveloppement et au transport jusqu'a la membrane plasmique les
vésicules contenant des virions matures fusionnent avec la membrane plasmique. Peu est
connu sur les protéines impliquées, mais il est possible que les protéines virales UL20 et gK
jouent un réle (25, 176, 212, 376).

2- Interactions entre le VHS-1 et la cellule hote

La propagation des virus dépend de la cellule hote puisqu'ils utilisent les différentes
ressources et la machinerie de celle-ci pour se répliquer. lis doivent le faire tout en minimisant
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ses moyens de défense et en bloquant la mort de I'héte jusqu'au moment de la relache des
virions. Les virus ont co-évolué avec leur héte et ont réussi a développer de multiples moyens
pour en prendre le contrble et le réorganiser pour favoriser leur réplication. La section ci-
dessous décrit la relation entre les virus, en mettant 'emphase sur la relation entre le VHS et la

cellule hote.

2.1 - Le noyau et ses compartiments

La différence primordiale entre les procaryotes et eucaryotes est la présence d'un
compartiment séparant I'ADN génomique du reste de la cellule. Le noyau est connu
principalement comme le compartiment contenant I'ADN cellulaire, mais plusieurs autres
processus primordiaux pour la cellule se déroulent également au noyau. Entre autres, la
synthése et maturation des ARN messagers, la synthése des ARN ribosomaux et 'assemblage
des ribosomes.

Le noyau est enveloppé d'une double membrane lipidique, dont la membrane externe
fait partie du réticulum endoplasmique. Le noyau posséde un nucléoquelette qui soutient sa
forme et lui donne une élasticité. |l est composé de lamines (191), titine (348, 349), actine (620),
la myosine nucléaire Ic (77), la kinésine KIF4A et K1D (360). L'on y retrouve également certains
moteurs de transport cytoplasmique tels que les myosines Va, Vb et VI (332, 624). Ce systéeme
est lié a la chromatine directement par des liens a I'ADN, les histones et les complexes de
modification de la chromatine (340, 552). Les échanges entre le cytoplasme et l'intérieur du
noyau se font par I'entremise de ces pores. Les ARN, protéines et molécules diverses peuvent
y passer passivement ou activement, dépendamment de leur taille (452, 605).

Le noyau est le centre de controle de la cellule ou une grande majorité des processus
cellulaires sont régulés. Il est donc normal, avec tous ces réles, de retrouver au noyau des
sous-compartiments spécialisés pour certaines fonctions. La majeure partie du noyau est
composée d'ADN, soit sous forme condensée, hétérochromatine, ou euchromatine, qui est
trancriptionellement active. Nous retrouvons également au noyau une panoplie de sous-
compartiments ayant des réles spécialisés et qui, contrairement au cytoplasme, ne sont pas
séparés du reste du noyau par une membrane. Nous avons les corps de Cajal, site important
de maturation des petits ARN (395) et les gems, qui ont un réle relié au corps de Cajal dans la
biogenése des petites ribonucleoprotéines nucléaires (snoRNP) (211). La fonction des
«promyelocytic leukaemia bodies» (PML), aussi connus sous le nom ND-10, n'est pas bien
définie, mais ils recrutent plusieurs protéines impliquées dans une grande variété de processus
cellulaires, parfois pour séquestration (300). Les «splicing speckles» sont importantes pour
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I'épissage des pré-ARNm et sont trés dynamiques dans leur contenu (572). Finalement, nous
avons le nucléole, un sous-compartiment nucléaire multifonctionnel qui est le plus visible en
microscopie optique de par sa taille et sa forte densité protéique (53).

2.2 - Le nucléole, un compartiment multifonctionnel

Le nucléole est un sous-compartiment nucléaire trés dynamique qui contient une grande
diversité de protéines qui peuvent étre en constant échange avec le nucléoplasme (598). Sa
structure est maintenue par un réseau d'interactions protéine-protéine et il est divise en trois
couches : le centre fibrillaire (FC), la composante fibrillaire dense (DFC) et la composante
granulaire (GC). Le nucléole s'assemble en un ou plusieurs compartiments distinct(s) lors de
linterphase dans des régions riches en ADN ribosomal (ADNr). Il se désassemble seulement
lors de la condensation de la chromatine pour la division cellulaire. Non seulement le nucléole
est le site primaire de la biogenése des ribosomes, mais il joue également un rdle dans la

régulation du cycle cellulaire et la réponse au stress.

2.2.1 - La biogenése des ribosomes

La synthése des ARN ribosomaux (ARNF) est la principale fonction du nucléole et
Iactivité de celle-ci en influence la taille (397, 578). Le genome humain compte plus de 400
copies des génes d'ADNFr sur cing chromosomes (13, 14, 15, 21 et 22), répartis en régions
nommées «nucleolus organizer regions» (NOR) (235, 476). La synthése des ARNr débute a la
frontiere des FC par 'ARN pol | en une forme caractéristique de sapin (384). L'ARN
polycistronique 47S naissant est clivé pour former les ARNr 18S, 5.8S et 28S (295). L'ARNr 5S
est transcrit par I'ARN pol 11l (637). Ces quatre ARNr forment la base pour I'assemblage des
unités ribosomales (393). Le 18S est un des composants de la sous-unité 40S et les 5.8S, 5S et
28S de la sous-unité 60S (157). Par la suite, un assemblage de 80 snoRNP modifie ceux-ci
durant leur maturation (283). Il y a également plusieurs endonucléases et exonucléases qui
sont impliquées dans le traitement des ARNr (450). Aprés cette étape, il y a assemblage des
sous-unités ribosomales 40S et 60S, composées des ARNr et de multiples protéines, dans un
processus hautement dynamique et complexe qui se déroule en progressant vers I'extérieur du
nucléole, traversant les DFC et GC, avant I'export vers le cytoplasme (157).

2.2.2 - Protéomique du nucléole
L'utilisation de techniques d'isolation de nucléoles (67) a grande échelle combinées a

I'utilisation de spectrométrie de masse ont permis d'importantes avancées dans l'identification
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de protéines résidentes du nucléole. Une premiére étude par le groupe de Lamond a permis
d'identifier 271 protéines, et une deuxiéme a permis d'en identifier environ 350 de plus (8, 525).
Par ailleurs, une étude plus récente, par le méme groupe que la premiére, a permis d'identifier
plus de 700 protéines résidentes du nucléole. Cette étude s'est également penchée sur la
dynamique du nucléole dans différentes conditions telles que lors de l'inhibition de la
transcription, résultant en une différence des protéines présentes. De celles-ci, la maijorité sont
impliquées dans la synthése des ribosomes et la maturation des ARNr, mais ils ont également
retrouvé des protéines reliées au cycle cellulaire, a la réparation de I'ADN, des facteurs
d'épissage et spécifiques a plusieurs autres fonctions (7). Le méme laboratoire a récemment
publié une mise & jour qui pousse le nombre de protéines identifiées a 4500 (3).

2.2.3 - Le nucléole et le cycle cellulaire

Depuis plus d'un siécle, le nucléole a servi de modéle pour décrire les phases que
traverse le noyau durant le cycle cellulaire, soit la désorganisation au début du cycle cellulaire,
la transmission aux deux cellules sceurs et le réassemblage suivant la fin de la mitose (133).
Par contre, plusieurs des étapes du désassemblage et des mécanismes les contrdlant restent
encore a étre élucidés. Au cours de l'interphase, il y a une forte biogenése des ribosomes,
activité qui cesse lors de l'initiation de prophase (190). Au début de cette phase, ily a
relachement des complexes de maturation nucléolaire et une inhibition de l'activité de 'ARN pol
| d'environ 30% qui progressera jusqu'a un arrét complet a la fin de la prophase (465). Les
complexes qui sont relachés ne sont pas totalement désassemblés. |l a été démontré que
plusieurs protéines du nucléole s'associent en localisation péri-chromosomale (187-189, 455),
mais il semble que les interactions entre les constituants de ces compartiments soient
différentes de celles présentes dans le nucléole (9). Ces complexes interagissent avec I'ADNr
(189) et migrent avec les chromosomes lors de la ségrégation de ceux-ci durant I'anaphase
(524). Des protéines, telles que des sous-unités de I'ARN pol | et UBF restent associées aux
NORs durant la mitose (501, 557). Les changements qui surviennent au nucléole lors de
linitiation de la mitose semblent étre en grande partie dus a un changement de phosphorylation
des facteurs de transcription de 'ARN pol | (231, 556, 557), de B23 (679) et des facteurs de
maturation nucléolaire telle que la nucléoline (451). Cette phosphorylation est effectuée en
grande partie par la kinase cycline B1-CDK1 (413). L'ajout de ces groupements explique la
répression de l'activité de transcription de 'ADNr et des changements d'interactions protéine-
protéine menant au désassemblage du nucléole. Cette phosphorylation est renversée par des
phosphatases PP1 lors de l'anaphase et une diminution du niveau de la cycline B1-CDK1 (413).
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Le processus de réassemblage des nucléoles est relativement long (403) et debute par
I'activation de la transcription des ADNr et de la machinerie de maturation des ARNr lors de la
fin de la télophase (235). Il y a alors assemblage des corps prénucléolaires (PNBs), qui se
composent de plusieurs proteines nucléolaires (524). Ces compartiments servent a séquestrer
ces protéines pour contréler leur disponibilité et réguler l'assemblage du nucléole (403). La
fibrillarine est la premiére protéine qui est relachée des PNBs. Elle s'associe a 'ADNr dans les
NORs et pour former le DFC des nucléoles. Par la suite, les autres protéines séquestrées au
PNBs sont graduellement reldchées pour permetire la formation compléte des nucléoles. Ace
point, l'activité transcriptionelle de I'ADNr s'accroit graduellement avec l'augmentation dela
quantité de facteurs se trouvant au nucléole (501). La formation compléte du nucléole dépend
également du recrutement de I'ARNr 45S produite lors de la prophase et se retrouve dans les
complexes péri-chromosomaux lors de la mitose (140, 263). Il peut y avoir fusion de nucléoles
lors de leur assemblage au début de la phase G1 (524). La maturation de ce sous-
compartiment se fait par l'activité des phosphatases PP1 menant a une déphosphorylation des
facteurs nucléolaires et a une réorganisation de protéines présentes dans le nucléole sous trois
différents compartiments : le FC, le DFC et la GC (337).

En plus d'étre un sous-compartiment trés dynamique au cours de la division cellulaire, le
nucléole joue un réle important au niveau de la régulation de la progression du cycle cellulaire.
Il y a une dynamique de protéines qui s'associent et se dissocient du nucléole au cours du
cycle; elles peuvent y subir des modifications post-traductionnelles qui influencent leur activité
(162, 215, 353). Une de ces modifications est la sumoylation et une protéase spécifique a cette
modification, SENP5, joue un réle important au niveau de la progression du cycle cellulaire et
de la morphologie nucléaire (130, 202). Le nucléole joue également un role important dans la
régulation par la phosphorylation de facteurs du cycle cellulaire. Des protéines, telles que
Cdc14, sont séquestrées au nucléole et sont relachées par la phosphorylation de protéines
d'ancrage (545, 621). Cette séquestration permet une régulation temporelle de leur fonction, tel
que pour Cdc14, qui agit sur la ségrégation compléte des chromosomes (112). La phosphatase
PP1y est elle aussi séquestrée au nucléole lors de l'interphase (607) et suite a la dissolution
des nucléoles lors du début de la mitose, elle se retrouve diffuse dans le cytoplasme,
concentrée au kinétochore et jouerait un réle dans la condensation des chromosomes (613). La
transcriptase inverse des télomérases est également séquestrée au nucleole, probablement par
une interaction avec la nucléoline (281), et relachée seulement lorsque les téloméres ont été

répliqués a la fin de la phase S (655).
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2.2.4 - Le nucléole et la réponse au stress

Comme décrit précédemment, le nucléole compte une grande variété de protéines et
certaines d'entre elles sont impliquées au niveau des voies de signalisation de stress cellulaire.
Une de ces voies est celle de p53 qui, en temps normal, est constamment dégradée et n'est
que faiblement détectable, mais qui, suite a un stress cellulaire, voit sa dégradation interrompue
et engendre son accumulation. La stabilité de p53 dans les cellules humaines est
principalement médiée par HDM2 et p14ARF (467). La seconde est localisée principalement au
nucléole (43) et fonctionnerait en séquestrant HDM2 au nucléole en situation de stress cellulaire
(656). Ce stimulus agirait également en inhibant la biogenése des ribosomes. Cet arrét
passerait par le facteur de transcription TIF-1A qui est phosphorylé par la kinase-2 N-terminale
C-jun (JNK2) résultant en un blocage de son rdle dans la stimulation de 'ARN pol | et en sa
relocalisation du nucléole au cytoplasme (359). Ce blocage, menant a un arrét de la chaine de
production de protéines, va de pair avec les observations faites au niveau de la réponse au
stress du réticulum endoplasmique et la formation des aggresomes. Ces mécanismes
cellulaires induisent la formation de «siress bodies» a l'intérieur du nucléole composés de

protéines associées au protéasome (308).

2.2.5 - La nucléoline

La nucléoline est une des protéines les plus abondantes du nucléole (63). Elle a une
masse moléculaire de 77 kilo Dalton (kDa). Elle est hautement conservée chez les vertébrés et
des homologues sont présents dans les levures (196). C'est une protéine multifonctionnelle qui
est divisée en trois régions. La partie N-terminale est riche en résidus acides et est le site de
nombreuses phosphorylations par la kinase caséine 2 (CK2) et la kinase dépendante des
cyclines 1 (CDK1). Le centre de la protéine contient quatre domaines de reconnaissance de
I'ARN et la portion C-terminale est riche en arginine et glycine. Le domaine GAR, pourrait
également interagir avec 'ARN et certaines protéines ribosomales (196, 230). Elle se localise
au nucléole, au nucléoplasme et a la membrane plasmique (196).

La nucléoline joue un rdle dans la transcription par I'ARN pol | et ll, directement ou
indirectement, suite & une phosphorylation par CK2 (37). Son action peut réguler a la hausse,
mais également a la baisse I'expression de certains transcrits (208, 209, 497, 667). Dans le
nucléole, elle est présente dans la GC, région impliquée dans la transcription des ARNr (477). 1l
a été démontré que la quantité de nucléoline présente correspond avec l'activité de 'ARN pol |
et le rythme de prolifération de la cellule (128).
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En plus de son rdle comme facteur de transcription, la nucléoline joue également un réle
sur un autre mécanisme de conirdle d'expression génique, la structure de la chromatine. L'ADN
cellulaire est complexé avec des histones, formant des nucléosomes, qui, selon des
modifications, augmentent ou diminuent la compaction de I'ADN, ce qui influence sa
disponibilité pour des interactions avec des facteurs de transcription. Plusieurs enzymes jouent
un réle a ce niveau en modifiant les histones de maniére covalente en ajoutant ou en retirant
des groupements qui altérent leur charge et qui modifient leur affinité pour 'ADN, résultant en
un changement de condensation de 'ADN (30). Une autre modification consiste a déplacer les
histones le long de I'ADN pour rendre certaines régions plus disponibles, un mécanisme appelé
le glissement du nucléosome (55). Plus ce mécanisme est actif, plus les régions promotrices
sont actives (439). Il a été démontré dans les levures que la nucléoline interagit avec deux
joueurs impliqués dans ce mécanisme, le complexe SWI/SNF et ACF, en augmentant leur
efficacité (10). De plus, les nucléosomes contenant la protéine macroH2A sont habituellement
résistants a I'activité de SWI/SNF ou ACF. Toutefois, en présence de la nucléoline, ces
complexes peuvent remodeler ces nucléosomes (11). La nucléoline agirait en facilitant
l'interaction entre le complexe et le nucléosome, mais ne semble pas étre impliquée
directement dans son activité (10). Le role ambigu de la nucléoline dans l'activation ou la
répression, discuté précédemment, pourrait s'expliquer par sa collaboration avec un autre
facteur, le «transcription termination factor I» (TTF-1). Ce demier interagit avec 'ADN
directement et dirige le positionnement des nucléosomes sur certaines parties de I'ADN (305,
306).

La nucléoline peut également jouer le réle de chaperonne des histones. Pour la
formation d'un nucléosome, il y a tout d'abord déposition sur FADN d'un tétramére d'histone 3 et
4 (H3-H4) et par la suite de deux diméres d’histone 2A et 2B (H2A-H2B) (66). Parmi les
protéines impliquées dans ce processus, la nucléoline interagit directement avec les diméres
H2A-H2B et faciliterait leur association avec le tétramére H3-H4 (10, 199). Cette activité est
similaire a celle exécutée par les protéines nucléoplasmine et «nucleosome assembly protein
1», qui sont deux chaperonnes d'histones bien caractérisées. La nucléoline peut également
aider au transfert des diméres H2A-H2B d'un nucléosome formé a un tétrameére, action qui
facilite la transcription par I'ARN pol 11 (10).

De plus, la nucléoline agit dans la biogenése des ribosomes. En plus de stimuler
lactivité de I'ARN pol |, elle serait impliquée au niveau des étapes précoces de la maturation
des ARNTr, spécialement au niveau du clivage primaire des bouts 5' par son interaction avec le
«small nucleolar RNA» U3 (snoRNA) (195). Elle serait également impliquée au niveau du
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transport des complexes ribosomaux hors du noyau et dans limportation des protéines

ribosomales par linteraction avec celles-ci via son domaine GAR (54).

2.2.6 - Le nucléole et les infections virales

Les indices abondent de plus en plus que les virus interagissent avec le nucléole, soit en
y dirigeant des protéines ou en perturbant ses fonctions (239). Par contre, cet effet semble étre
dirigé vers certaines proteines nucléolaires et ne semble pas étre un effet global, du moins pour
certains virus (148, 301). Notamment, la redistribution de protéines nucléolaires est un
processus qui a été observe pour plusieurs virus. Les interactions peuvent étre utilisées par le
nucléole soit pour augmenter leur efficacité de réplication ou pour bloquer l'inhibition de leur
cycle par des processus du nucléole (238).

L'adénovirus redistribue la nucléoline, B23 et la fibrillarine au cytoplasme pour stimuler
la réplication de 'ADN viral (354, 437, 469). L'adénovirus redistribue également la protéine B23
aux centres de réplication de I'ADN viral ou elle agirait comme une chaperone de la chromatine
virale en interagissant avec des protéines impliquées dans la réplication de I'ADN adénoviral
(236, 515). De plus, elle agirait en initiant la réplication par son interaction avec les régions
terminales de I'ADN linéaire (310). Cette redistribution semble étre due a une action de la
protéine virale V, qui joue un réle dans la livraison de I'ADN viral dans la cellule hote (355).

Le virus de la poliomyélite bloque I'importation nucléaire de la nucléoline pour stimuler la
traduction de sites d'initiation utilisant la séquence «internal ribosome entry site» (IRES) (255,
627) et par l'interaction avec la région 3' non traduite (627). Egalement, lors de l'infection par ce
virus, il y a inhibition des trois ARN pol et celle de I'ARN pol | est médiée par la protease virale
3CP" (29, 636).

Chez le virus de l'immunodéficience humaine (VIH), deux protéines, Rev et Tat, se
localisent au nucléole (448, 504). Rev semble jouer un rdle au niveau de 'accumulation d'un
des isoformes de la protéine B23, B23.1, et est impliqué dans la dérégulation du cycle cellulaire
(70, 386). De plus, Rev serait le facteur impliqué dans le transport des ARNm viraux (93). Il
utilise également le nucléole pour favoriser I'export nucléaire de ses ARNm. Cette stratégie est
également utilisée par le virus herpés Saimiri (HVS) et le KSHV, puisque leurs ARNm sont
incompatibles avec la machinerie cellulaire d'export qui est combinée a la machinerie
d'épissage. Ces virus redistribuent des protéines clés d'export des ARNm au nucléole et
utilisent, soit Rev pour le VIH ou ORF57 pour le HVS, afin d'aider leurs transcrits qui passent
par le nucléole pour se rendre au cytoplasme (56, 57, 382, 487). Les virus hépatite delta et
coronavirus redistribuent la fibrillarine et interagissent avec la nucléoline, via les protéines
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HDAgs ou la protéine N respectivement. Ceci est fait pour a la fois augmenter leur réplication,
inhiber la progression du cycle cellulaire et inhiber I'activité de I'ARN pol | (84, 314).

Plusieurs études publiées sur la famille des nidovirales ont établi un lien entre une
localisation de la protéine N (nucléocapside) au nucléole et une réplication virale efficace (313,
447). Cette localisation résulte, du moins pour le virus du syndrome respiratoire aigue sévere
(SRAS), en une inhibition de la phosphorylation de B23 (670). De plus, le virus du nil occidental
affecte la stabilité de p53 par le cheminement p14ARF/HDM2/p53 (666).

2.2.7 - La relation entre le nucléole et le VHS-1

Plusieurs protéines du VHS-1 se localisent du moins transitoirement au nucléole, telles
que ICPO, ICP4, ICP27, US11, UL24, UL27.5, vp22 et y34.5 (76, 85, 321, 335, 369, 394, 498,
514). La structure méme des nucléoles est affectée lors de l'infection; ils se retrouvent en
bordure du noyau, marginalisés, et 'ARNr y est partiellement séquestrée (45). Une diminution
de 'ARNr mature a également été observée dans des cellules infectées par le VHS-1 (44, 45,
550, 579, 628). Toutefois, il a été récemment publié que cette diminution ne serait pas due a
une inhibition de la fonction de 'ARN pol |, mais a une différence dans le processus de
maturation de 'ARNr dans les cellules infectées. || ménerait a une réduction des formes 41S,
32S, 21S et 12S, a une stabilisation dans la quantité de 45S et 30S et a 'apparition de trois
nouvelles formes d’ARNr (38). Les protéines ribosomales ainsi qu'un nombre restreint d'autres
génes cellulaires sont toujours traduits (206), faisant en sorte que la biogenése, quoique
réduite, n'est pas inhibée (553). Pour plusieurs protéines nucléolaires, telles que la nucléoline,
B23, UBF, RPA194 et fibrillarine, il y a changement de localisation lors de l'infection (42, 344-
346). Parmi ceux-ci, certaines protéines sont utilisées afin de promounvoir la réplication du VHS-
1. La protéine UBF, facteur d'initiation pour I'ARN pol I, est relocalisée aux centres de
réplication viraux lors de l'infection, possiblement en conjonction avec la synthése de I'ADN viral
a des temps tardifs (346, 582). La proteine US11 agirait comme inhibiteur de HIPK2, qui joue un
role dans I'apoptose par la protéine p53, et don, bloquerait I'arrét du cycle cellulaire médiée par
HIPK2 (197). La nucléoline a été démontrée comme importante pour une infection productive et
serait impliquée, entre autres, au niveau de la sortie virale du noyau (69, 511).

2.2.8 - L'infection par le VHS-1 et les corps nucléaires PML/ND10

Les corps PML sont nommeés ainsi vu un de leur principal constituent, la protéine
«promyelocytic leukemia». Ce sous-compartiment nucléaire est également constitué de deux
autres protéines majeures, hDaxx et Sp100. Les corps PML sont impliqués dans la régulation
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de divers processus cellulaires et ont été impliqués, entre autres, dans l'oncogenése (513), la
réparation des dommages a I'ADN (125), I'apoptose (40, 592), la réponse au stress (357), la
sénescence (48), l'ubiquitination et la régulation genique (673). Ces domaines sont hautement
associés a la réplication de I'ADN viral et la formation des compartiments de réplication (252,
356). Les corps PML sont réorganisés lors de l'infection et cela requiert la présence de la
protéine virale ICPO (356). Cette réorganisation résulte en une dégradation des protéines PML
et Sp100 (82, 401, 441). La perturbation des domaines ND10 est associée a la stimulation de la

réplication lytique ou la réactivation virale (149).

2.3 - Localisation nucléaire et nucléolaire des protéines

Plusieurs protéines, autant cellulaires que virales, sont dirigées vers le noyau et le
nucléole. Ces compartiments sont distincts et afin que les protéines y soient dirigées, elles
doivent posséder un signal de localisation ou encore, interagir avec une protéine ciblée pour
ces compartiments. Une protéine peut se retrouver au noyau par diffusion simple par les
complexes de pores nucléaires (NPCs), toutefois ce processus est limité (182). Plusieurs
protéines et ARN utilisent un mécanisme de transport actif dans le but de traverser la double
membrane nucléaire puisque leur taille dépasse la limite des NPC et aussi afin de rendre leur
translocation plus efficace. Puisque bien des processus cellulaires sont controlés par des
mécanismes nucléaires, il n'est pas surprenant de voir autant de virus se diriger vers ces
compartiments. Les virus & ADN vont, pour la plupart, se diriger vers le noyau et utiliser des
facteurs cellulaires nécessaires a la réplication de leur génome. Egalement, certains virus
utiliseront cet organite dans le but de modifier certains processus cellulaires et ultimement

induire une réplication virale plus efficace (147, 237).

2.3.1 - Signaux consensus de localisation

La localisation intracellulaire se fait généralement par l'utilisation de séquences a
lintérieur de la protéine qui la dirige vers la machinerie cellulaire transportant ainsi la protéine
jusqu'a sa destination. |l a été reconnu en 1984 par Karledron et al. qu'une courte séquence
d'acides aminés (aa) est capable d'induire une localisation nucléaire (273). Cette séquence est
reconnue par une chaine de protéines agissant a titre de transporteur et permettant la
translocation du cytoplasme au noyau en passant par les NPCs. Ces pores permettent le
passage a travers la membrane et sont composés d'environ 30 copies de différentes protéines,
appelées nucléoporines (110, 502). Différents cheminements peuvent étre utilisés pour le
transport actif a travers la double membrane nucléaire (347). La majorité des chemins passent
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par une classe de protéines dénommeées les B-karyopherins et avec l'aide d'importines. Ces
deux protéines interagissent avec le signal de localisation nucleaire et permettent la traversée
du pore nucléaire par un processus actif hydrolysant Ran-GTP (580). D'autres mécanismes
spécifiques existent pour l'import des protéines ribosomales (259) et des histones (396) qui ont
des signaux de localisation non-classiques (312).

Les signaux de localisation nucléaire (NLS) classiques sont composés d'un ou deux
regroupements d'aa basiques, tels que l'arginine, la lysine et lhistidine. Ces régions sont d'une
longueur d'environ quatre a cing résidus et lorsqu'en deux parties, elles sont séparées d'environ
dix 2 douze résidus (304). Un exemple de signal simple est celui du grand antigéne T du virus
SV40 ('PKKKRRV'*) et pour le signal en deux parties, celui de nucléoplasmine
(’SSKB_PAATKKAGQAK_K_&I_(W). Une variation peut étre observée au niveau de la séquence. Par
contre, elle doit permettre une interaction suffisamment forte avec l'importin a pour permettre le
transport, sans toutefois empécher la séparation du transporteur et du cargo une fois rendu au
noyau (194).

La structure du nucléole est trés dynamique et son intégrité n'est pas maintenue par une
membrane, mais bien par des interactions protéine-protéine, protéine-ADNr et protéine-ARNT. i
n'existe pas, a notre connaissance, de mécanisme bien défini responsable de la localisation
nucléolaire, tel que ceux existant pour le noyau. Cette localisation serait plutot due a une
interaction avec des protéines résidentes du nucléole (75), rendant ainsi l'identification de
signaux consensus de localisation tres difficile (527). Notamment, un NLS est présent dans la
protéine nucléoline, mais aucun signal de localisation nucléolaire (NoLS) n'a pu y étre identifié.
Il est postulé que son interaction avec I'ARNF et la protéine B23 serait responsable de sa
localisation (108, 327, 527). Tout comme le NLS, le motif de NoLS est composé de résidus
basiques, principalement d'arginine et de lysine, et peut aller de sept a trente aa de longueur
(47, 479). |l est possible que ces signaux pourraient permettre une interaction avec d'autres

facteurs résidents du nucléole.

2.3.2 - Localisation de protéines virales au noyau et nucléole

Comme discuté précédemment, plusieurs protéines virales se localisent au nucléole et
pour certaines d'entre elles, un motif NoLS a été découvert. Chez la protéine UL54 du virus
pseudorabies (PRV), un homologue de ICP27 du VHS-1, la séquence (RRRRGGRGGRAR) a
été démontrée comme étant importante pour sa localisation au nucléole (325). Un signal NoLS
similaire a également été identifié pour la protéine N du virus du syndrome respiratoire et
reproductif porcin (PRRSV) (503), de Tat et Rev du VIH (93, 555), de NS1 du virus influenza
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(219, 372) et de la protéine y34.5 du HSV-1 (85). Un signal de forme bipartite a éte identifie
pour la protéine ORF57 du HVS (57).

Pour plusieurs autres protéines virales qui se situent au nucléole, le signal de
localisation n'a pas été déterminé. Il est possible que cette localisation soit due a des
interactions avec des facteurs ciblés pour une localisation a ce sous-compartiment, tels que
pour la protéine US11 du VHS-1 (661). Dans certains cas, non seulement des protéines virales
se localisent au nucléole, mais des génomes viraux et des sites d'assemblages de virions s'y
localisent. Le site de réplication du génome du virus de la maladie de Borna (BDV) (470) et la
transcription du virus de 'hépatite deita (326) ont été rapportés comme se localisant au
nucléole. Les capsides du virus associé aux adénovirus 2 sont assemblées aux nucléoles, et
cette activité est dirigée par la protéine «assembly-activating protein» (569). L'identification de
signaux NoLS peut se faire par bioinformatique (531), mais l'incertitude quant a la séquence

requise fait en sorte que ces données doivent atre confirmées expérimentalement (514).

2.4 - Le cytosquelette

Le cytosquelette est un regroupement de protéines jouant un réle important dans le
maintien de la structure de la cellule. Il est principalement associé aux cellules eucaryotes, mais
certaines formes de protéines de structure cellulaire ont été identifiées chez les procaryotes. |l
joue également un rdle important dans le transport cytoplasmique ainsi que dans le soutien de
lintégrité de certains organites. L'hypothese de la présence d'un tel assemblage coordonnant
les fonctions de la cellule a été proposé par Rudolph Peters en 1929 (453), mais le terme
cytosquelette a été introduit par Paul Wintrebert en 1931(172).

2.4.1 - Les composantes du cytosquelette

Le cytosquelette est un systeme cytoplasmique composé principalement de trois fibres :
les microfilaments, les filaments intermédiaires et les microtubules (Résumé dans la Figure 6 A,
B et C). Ces filaments sont dynamiques et impliqués dans une grande partie des procédés
cellulaires : du déplacement cellulaire & la ségrégation des chromosomes en passant par le
systéme excrétoire de la cellule. La polymérisation de ces filaments se fait par I'hydrolyse de
I'ATP, processus pouvant étre a f'origine de certaines fonctions du cytosquelette. Par contre, la
majorité des fonctions passent par les protéines motrices (Figure 6C). Ces protéines s'attachent
sur le cytosquelette et, tout en utilisant I'ATP, se déplacent le long des filaments, déplagant
avec eux des vésicules, des macromolécules, des organites et des points d'ancrage de la
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membrane plasmique. Le noyau posséde son propre cytosquelette de filaments intermédiaires,
les lamines, qui soutiennent la forme du noyau et fournissant aux pores nucléaires et a la

chromatine un point d'ancrage (334).
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Figure 6. Les composantes du cytosquelette. (A) Les microfilaments et l'actine. La
polymérisation se fait a partir de monomeéres (G-actine) et peut se faire par les deux
extrémités, mais est favorisée a la terminaison (+). (B) Les filaments intermédiaires
s'assemblent en diméres et par la suite s'associent en forme décalée pour finalement
former le protofilament. Ceux-ci se tressent pour former les filaments intermédiaires.
(C) L'assemblage des microtubules se fait & partir de diméres (a et § tubuline). En
premier lieu, ils forment un feuillet qui se circularise pour former un cylindre. La
polymérisation pour I'¢longation est favorisée a l'extrémité (+). (D) Les moteurs d'actine
sont nommés myosine et ceux des microtubules kinésines et dynéines. Leur
mouvement est restreint a une direction. Modifié de Molecular cell biology (334).

L'actine est la protéine cellulaire la plus abondante dans la plupart des cellules. Elle est
trés conservée chez les eucaryotes; les protéines d'actine des amibes et des animaux ont 80%
d'identité et certains homologues ont été identifiés chez les procaryotes (186). On retrouve six
génes de l'actine chez 'homme : quatre isoformes de a-actine, un de B-actine et un de y-actine
(617). Malgré la similarité de séquence entre elles, les différentes isoformes d'actine sont
présentes dans différentes structures : les structures contractiles, les fibres de stress et a la
pointe de mouvement des cellules (280). L'actine existe sous deux formes : les monomeéres G-
actine et la forme assemblée ou filamenteuse, la F-actine. L'assemblage des filaments requiert
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I'énergie par 'hydrolyse de 'ATP en ADP et certains ions, tels que Mg®*, K" ou Na". Le
processus d'assemblage est réversible, puisque la dépolymérisation des microfilaments
entraine la transformation de F-actine en G-actine. L'assemblage débute par la formation d'un
noyau de trois & quatre molécules d'actine, suffisamment stable pour permettre I'élongation en
un filament de 7 nm de diamétre, impliquant entre autres le complexe Arp2/3 (500). Les
filaments d'actine, ou microfilaments, sont polaires, c'est-a-dire qu'il posséde un bout ou la
pochette contenant I'ATP est exposée (+) alors que l'autre bout ne I'est pas (-); la
polymérisation est plus rapide a I'extrémité (+). L'assemblage est régulé par des protéines qui
interagissent avec G-actine, telle la thymosin B4, qui contrdle la disponibilité des monomeres
(315). Il y a des protéines de terminaison d'assemblage qui mettent fin au processus tandis que
d'autres coupent les filaments. Les filaments formés sont par la suite assemblés a l'aide de
protéines de «cross-linking», telles que fimbrine et fascine, qui avec leurs deux domaines de
liaison a l'actine permettent l'attachement des différents microfilaments entre eux.

Les filaments intermédiaires sont présents dans une grande majorité des animaux, mais
pas chez les plantes et les champignons. Leur rile est principalement structural et ils
s'associent aux membranes plasmique et nucléaire par des protéines d'ancrage apportant un
support mécanique. Contrairement aux microfilaments et microtubules qui sont des filaments
dynamiques, les filaments intermédiaires forment une structure stable, mais ils possédent une
certaine plasticité et élasticité. lls forment un filament de 10 nm qui est structuré en forme
d'hélice a, contrairement aux chaines linéaires formées par l'actine ou les tubes creux de
microtubules. Leur assemblage demeure nébuleux, mais les monoméres ne s'attachent pas
directement aux molécules d'ATP ou de GTP. |l existe différents types de monomeéres, classés
selon les tissus ou sous-compartiments ou ils sont retrouvés, et qui varient grandement dans
leur séquence. Les lamines forment le cytosquelette du noyau, les kératines sont exprimées
dans les cellules épithéliales, les neurofilaments sont seulement retrouvés dans les neurones et
les filaments intermédiaires de type Il regroupent les filaments exprimés dans plusieurs types
cellulaires (171). Malgré la divergence de séquence, les différentes protéines des filaments ont
une structure commune, formant une région centrale en hélice a bordée de domaines
globuleux. La dépolymérisation des filaments intermédiaires est médiée par la phosphorylation,
un processus bien illustré par la phosphorylation des lamines par la kinase dépendante de
cycline 2 (Cdc2) lors de la mitose. Les filaments intermédiaires sont reliés entre eux par les
protéines associées aux filaments intermédiaires (IFAPs), telles que les plakines. lls s'associent
également a d'autres structures cellulaires telles que la membrane plasmique, les
microfilaments et les microtubules (73, 201, 471).
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Les microtubules sont composés de sous-unités globulaires de tubuline qui
s'assemblent en un cylindre de diamétre de 25nm, le plus large des filaments cellulaires. lis
sont également plus rigides que les autres filaments cellulaires. Leur structure leur permet
d'effectuer des mouvements de haute force de poussée sans se briser (323, 536). Les
microtubules sont présents dans toutes les cellules eucaryotes et leur séquence est hautement
conservée, méme que des homologues sont présents chez les procaryotes. Les cellules
possédent deux types de population de microtubules, stable et instable. Les filaments stables
composent les structures telles que les cils, les flagelles, les axones, ainsi qu'une structure
permettant le déplacement de vésicules. Les structures instables sont par exemple celles
formées lors de la mitose, qui s'assemblent rapidement et sont dépolymeérisées une fois la
division cellulaire terminée.

Il existe trois génes de tubuline, les deux premiers forment un hétérodimére qui
compose les microtubules (a et §) alors que le troisiéme aide a I'assemblage du dimére (y).
Chacune des deux sous-unités s'attache a une molécule de GTP, mais seulement celle liée a B-
tubuline est hydrolysée suivant I'attachement a un autre dimére (427). Les hétérodimeres
interagissent non seulement avec les autres unités suivantes dans la chaine, mais également
avec celles de chaque coté (426). L'assemblage se fait d'abord par la formation de chaines, qui
forment par la suite des feuilles et vont par la suite former un cylindre. Puisqu'ils sont formes
d'hétérodimeres, les microtubules sont polarisés : une extrémité est exclusivement composée
de a-tubuline (-) et l'autre de B-tubuline (+) (323). L'assemblage et le désassemblage des
microtubules sont favorisés a l'extrémité (+) et sont contrdlés, tout comme pour les filaments
d'actine, par la disponibilité de sous-unités. La vaste majorité des microtubules s'assemblent en
tubes simples. Par contre, certains organites présentent des structures spécifiques de tubuline,
tels que des arrangements doubles (flagelie, cilia) ou triples (centrioles, corps basal) (334).
Plusieurs protéines sont impliquées dans le réarrangement des microtubules et sont appelées
"microtubule-associated proteins" (MAPs). Elles sont divisées en deux classes : celles qui
stabilisent la structure des microtubules, telles que MAP1A et MAP1B, et celles qui
déstabilisent, telle que la katanine (645).

Les déplacements sur les structures du cytosquelette se font par des moteurs de
déplacement spécifiques a chaque filament (526). Les déplacements sur les microfilaments
sont générés par les molécules de myosine. Elles consistent d'une ou de deux chaines lourdes,
composées de domaines téte, cou et queue, et de chaines légéres qui régulent l'activité du
moteur. La téte hydrolyse 'ATP pour générer le mouvement et la queue s'attache au cargo. Le
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mouvement s'effectue en direction de I'extrémité (-), excepte pour la myosine V, qui elle se
dirige vers le (+) (115).

Le transport sur les microtubules est effectué par deux classes de moteurs : les
kinésines et les dynéines. Leur structure est similaire a la myosine, ayant une téte, un cou et
une queue. L'activité y est aussi régulée par des chaines légéres (512, 623). La plupart des
kinésines dirigent le transport vers I'extrémité (+) alors que les dynéines se déplacent vers
I'extrémité (-). L'exception est la kinésine Ncd impliquée dans la mitose, plus spécifiquement
dans les fuseaux reliés au centriole, qui migre vers l'extrémité (-) (660). L'attachement des
moteurs a leur cargo passe normalement par des molécules a la surface des vésicules ou
présentes dans la membrane, mais également par des protéines intermédiaires telles que la
dynactine (530). Les filaments intermédiaires ne possédent pas de moteurs étant donné leur

role structural.

2.4.2 - Roles du cytosquelette

Les différentes parties du cytosquelette ont un réle important a jouer dans différentes
fonctions cellulaires. Les filaments intermédiaires sont les plus restreints dans leur fonction,
jouant un rdle primordial dans le maintien de la structure de la cellule, du noyau et des axones.
Leur structure forte, mais élastique, leur permet de résister au stress sans se briser (173, 294).

L'actine peut, en se polymérisant et se dépolymérisant, induire une force permettant
d'effectuer plusieurs types de mouvements. L'attachement de moteurs a une surface fixe, telle
la membrane plasmique, suivi d'une polymérisation d'actine induit un phénoméne appelé "actin
treadmilling” qui, grace & la polarité des microfilaments, permet d'induire un mouvement
directionnel (459). Ces mouvements peuvent mener a un déplacement de la cellule, ou encore
a la formation de pseudopodes (99). L'actine est également impliquée dans les déplacements
intracellulaires, entre autres dans le recyclage des membranes (109). Les microfilaments ont
également été impliqués dans I'endocytose (492). L'actine joue un réle important dans la
division cellulaire ol plusieurs roles lui ont été découverts; en plus d'étre responsable de la
formation du sillon de division a l'aide de la myosine Il (458), I'actine est importante pour le
déplacement des centrosomes (499), le mouvement des chromosomes (324) et la ségrégation
des protéines endommagées (333). Un des roles les plus connus de l'actine réside dans la
contraction des muscles squelettiques ou lisses. L'actine agit de concert avec la myosine dans
des assemblages complexes, nommés sarcomeéres, qui résultent en une force contractile (478).

Les microtubules jouent un role central dans 'organisation de la cellule. Le centre
d'organisation des microtubules (MTOC) oriente les projections de microtubules et détermine la
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polarité de la cellule. Ce role organisateur est également visible dans la dépendance de
I'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique sur un réseau de microtubules intacts pour
leur structure (207, 338). La relation s'étend également a l'appareil sécrétoire ou les moteurs et
le réseau des microtubules est important pour le déplacement des vésicules (78, 625, 672).
Les mouvements des cils et des flagelles impliquent cette partie du cytosquelette (214, 331,
591) ainsi que la croissance axonale (415, 588, 593). Finalement, les microtubules sont
également impliqués dans la division cellulaire a plusieurs niveaux, entre autres dans la

ségrégation des chromosomes (126), la formation des centrosomes et des fuseaux (594).

2.4.3 - Le cytosquelette et I'infection virale

Puisque le cytosquelette est primordial a plusieurs mécanismes cellulaires, il n'est pas
surprenant que les virus aient trouvé plusieurs moyens de détourner ses fonctions a leur
avantage. Les premiéres observations de changement au cytosquelette lors d'infections virales
sont survenues lorsqu'il a été démontré que la morphologie de cellules infectées change,
devenant sphérique (16, 17, 18). La subversion du cytosquelette survient majoritairement pour
aider a trois étapes cruciales du cycle du virus : I'entrée virale, 'assemblage des virions et la
sortie de la cellule. Les virus doivent utiliser le cytosquelette pour un transport efficace dans le
cytoplasme étant donné que le fort poids moléculaire des particules virales rend impossible le
déplacement par diffusion simple (59, 339). Considérant une direction constante de
mouvement, la vitesse maximale de diffusion libre dans le cytoplasme d'une capside de HSV
serait de 5 um a I'heure (566).

L'entrée virale se fait a la surface de la membrane plasmique et I'actine est importante
méme a ces étapes précoces. L'interaction de certains virus avec leurs récepteurs peut
enclencher un phénomeéne de regroupement des récepteurs a la surface. Par exemple, suite a
Iinteraction du VIH avec ses récepteurs CD4 et CXCR4, ily a induction d'un regroupement de
ceux-ci par un processus dépendant des GTPases de la famille RHO et des protéines de
remodelage de l'actine, comme la filamine et la cofiline (262). L'actine peut également
contribuer, en collaboration avec la myosine Il, a un phénoméne appelé «viral surfing», ouun
virus est transporté a la surface de la membrane jusqu'a un site permissif a son entrée (317).
Une autre restriction a 'entrée est la présence d'une structure dense d'actine sous la membrane
plasmique, I'actine corticale. L'attachement du VIH induit un remodelage de cette structure en
dépolymérisant 'actine corticale (668).

Une autre stratégie pour faciliter 'entrée virale et augmenter le taux d'infection est de
stimuler un remodelage de la membrane plasmique. Le VHS agit 4 la surface de la cellule en
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stimulant la formation d'extension de membranes cytoplasmiques par la polymérisation d'actine
sous la surface, conduisant a une entrée virale par endocytose plutét que par fusion (91). Ce
type de projection permet non seulement 'entrée de virions a la surface, mais également de
ceux a proximité. Certains virus entrent dans la cellule par la voie endosomale en stimulant
I'activité de I'actine dans la formation de vésicules, d'autres en stimulant la macropinocytose
(373, 510) ou encore en stimulant la formation de vésicules clathrine dépendantes (111, 226).

Suite a l'entrée, la particule virale doit étre transportée par un mécanisme actif pour se
rendre au site de réplication virale. Plusieurs interactions entre des capsides virales et des
moteurs d'actine ou de microtubules ont été documentées. Certaines capsides interagissent
avec les myosines pour un transport de courte distance jusqu'aux microtubules pour ensuite
pouvoir utiliser les dynéines pour le transport au centre de la cellule. L'interaction avec ces deux
moteurs peut se faire séquentiellement ou simultanément. Le transport de virus sur les
microtubules jusqu'au MTOC a été documenté pour plusieurs virus tels que l'influenza, I'herpés
et I'adénovirus (6, 80, 374, 474, 574, 587), mais certains groupes ont rapporté un transport
indépendant des microtubules pour certains virus (198). Plusieurs virus contiennent des
protéines qui interagissent avec la dynéine ou une molécule accessoire. Il y a par exemple la
dynactine, utilisée pour le transport tel que I'nexon de la capside de I'adénovirus (60), VP35 du
virus de I'Ebola (297), le complexe de transcription inverse du VIH (361) et les protéines VP1/2
et VP26 du tégument du VHS-1 (139, 474, 674). Le transport par la dynéine se termine au
MTOC. Pour la plupart des virus & ARN, dont le cycle de réplication se déroule dans le
cytoplasme, ce site convient a la formation de leur site de réplication, mais certains virus,
spécialement les virus & ADN, doivent se rendre jusqu'au noyau (205, 644, 648).

Dans la plupart des cellules, le MTOC est situé a proximité du noyau, mais la traversée
de cette distance par le virus, quoique courte, requiert d'autres facteurs cellulaires. L'adénovirus
nécessite la présence du facteur d'export nucléaire CRM1, protéine qui peut interagir avec la
kinesin-1 pour son transport du MTOC jusqu'au noyau (584). Peu est connu sur les stratégies
utilisées par d'autres virus pour le transport jusqu'au noyau, mais certains modéles proposent
une plus grande affinité de la capside pour le noyau ou certains de ses facteurs, que pour le
MTOC (24). Certaines expériences avec le VIH ont démontré un réle potentiel pour l'actine
dans ce transport (12, 65). Egalement, une interaction des capsides du VHS-1 avec des
moteurs dynéine et kinésine simultanément pointe vers une possibilité de transport dirigé vers
I'extrémité (+) des microtubules suivant I'arrivée au MTOC pour se diriger au noyau (474).

Suivant l'arrivée au site de réplication, le virus continue de remodeler la cellule pour
soutenir et rendre plus efficace sa réplication. Les complexes de réplication de certains virus
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sont associés a l'actine. Le génome du virus parainfluenza humain de type 3 est associé a des
ribonucléoprotéines qui sont elles associées a l'actine. Cette association aux microfilaments est
requise pour la synthése d'ARN (213). La synthése protéique de certains virus est également
liée a une interaction avec le cytosquelette. Les ARNm du virus de la vaccine co-localisent avec
les microtubules et une dépolymérisation de ceux-ci inhibe la traduction virale (351, 529).
Similairement pour le virus influenza, la traduction efficace des transcrits passe par une
interaction avec l'actine (460). Il a également été observe pour plusieurs virus @ ARN négatif
que la présence de monoméres de g-actine ainsi que de profiline amplifie la réplication et
I'assemblage, mais le mécanisme exact n'est pas connu (225).

Les virus non-enveloppés peuvent déclencher la lyse cellulaire pour leur sortie (603).
Toutefois, la sortie de virus enveloppés requiert l'utilisation de mécanismes de transport
cellulaire pour permettre une sortie efficace des virions de la cellule. Les virus tels que le PRV
et VHS se répliquent et s'assemblent dans le noyau. Il a été démontré, par diverses
expériences, qu'il y a transport des capsides a llintérieur du noyau sur des filaments d'actines
par la myosine V jusqu'a l'enveloppe nucléaire (161, 163). A la membrane nucléaire, comme il a
été décrit précédemment, il y a dépolymérisation des lamines pour permettre le passage des
capsides. Une fois dans le cytoplasme, le principe est similaire au processus d'entrée, mais les
moteurs utilisés sont différents, vu la directionalité de ceux-ci, utilisant des kinésines plutét que
des dynéines (78, 135). Il y a, tout d'abord, un transport le long des microtubules jusqu'a la
membrane plasmique. Par la suite, I'actine corticale peut aider a la sortie par l'interaction des
virions avec des moteurs de myosine, mais la densité de cette structure forme également une
barriere. Ce rdle ambivalent est démontré lors du traitement a court terme de cellules avec un
dépolymérisant d'actine-a, ce qui augmente la relache du virus de I'anémie infectieuse équine
(83), par contre I'exposition a long terme inhibe la sortie du VIH (523). L'intégrité de I'actine est
également importante pour le maintien de structures membranaires, telles que les radeaux
lipidiques, qui sont importants pour l'enveloppe de certains virus, telle que celle du virus de
l'influenza (554).

Les virus peuvent également réorganiser le cytosquelette afin de promouvoir l'infection
cellule-cellule par la formation de synapses virales, comme pour le virus du VIH ou «human T-
cell lymphotropic virus» (HTLV) (249, 414, 454). Le virus de la vaccine utilise également f'actine
pour promouvoir l'infection de cellules avoisinantes. Une des formes du virus, les virus
enveloppés intracellulaires, fusionne avec la membrane plasmique tout en restant associée a
celle-ci par la protéine B5R. Ceci déclenche une cascade de phosphorylation menant a une
rapide polymérisation de l'actine, formant des projections qui rapprochent le virus des cellules
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avoisinantes (480, 561, 562). D'autres virus, tels que le VHS et les virus de la famille des
paramyxoviridae et des rétroviridae, lors de leur sortie, induisent une polymérisation de I'actine
(39, 158, 159, 218, 317, 540, 616).

2.4.4 - Myosine non-musculaire de type Il a

Une des protéines d'intérét du projet est la myosine non-musculaire de type Il a (NM2a)
(Figure 7). Cette protéine fait partie des moteurs moléculaires des microfilaments, famille ou f'on
retrouve plus de 15 classes différentes (535) ayant en commun trois caractéristiques : ils
interagissent avec l'actine, hydrolysent I'ATP et produisent du mouvement (375, 534). Les
myosines |l sont les plus étudiees et elles forment une structure conventionnelle d'assemblage
en homodimére par la formation de serpentins entre les régions de queues. Ces protéines
possédent également un domaine cou flexible ainsi qu'un domaine globuleux qui interagit avec
I'actine et qui est responsable de I'hydrolyse de I'ATP (634). Les myosines non-musculaires de
type Il (NM2) sont séparées en trois sous-types : a, b et c. Leur distribution intracellulaire est
différente possiblement due a une différence dans leur réle (229, 277, 358, 388, 389, 408, 495).
Plusieurs taches sont associées a NM2 : la contraction cytoplasmique (100), la cytokinese
(121), la polarisation de la locomotion cellulaire (640), la croissance des neurites (659) ainsi que
le trafic des membranes cellulaires (250). Ces moteurs, en plus des deux chaines lourdes,
possédent deux chaines légéres (MLC) qui régulent leur stabilite (MLC17) et leur activité
(MLC20). Une phosphorylation de MLC20 résulte en une augmentation de I'état d'activation de
NM2. Plusieurs groupes ont établi une relfation entre le VHS-1 et NM2a. Certains ont démontre
un role pour ce moteur dans la sortie virale de la cellule en interagissant avec la protéine du
tégument VP22. lis ont observé une relocalisation de NM2a aux sites d'assemblage des virions.
Cette interaction serait importante pour la production efficace de particules virales ainsi que
pour la formation de projections membranaires (615). De plus, NM2a a également été proposée
comme récepteur viral, interagissant avec gB. Le moteur serait activé et relocalisé a la
membrane suivant l'attachement du virus, augmentant la susceptibilité des cellules a l'infection.
Iis ont démontré qu'un blocage de cette interaction inhibe l'infection, la fusion cellule-cellule et

réduit la pathogenése (13).
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Figure 7. Structure du moteur d'actine Myosine non musculaire de type Il a (102).

3 - La protéine virale UL24

3.1 - UL24 du VHS-1

Le nom UL24 vient du fait que ce géne est le 24¢™ ORF de la région unique longue du
génome viral. Les premiéres observations sur une potentielle activité de ce gene ont été
réalisées dans le cadre d'expériences sur la région promotrice du géne UL23, la thymidine
kinase. Lors d'insertion de mutations dans cette région, certaines de celles-ci ont mené a la
formation de petites plages de lyse (96). Ces mutations se sont retrouvées dans le cadre de
lecture d'UL24 vu son orientation téte-a-téte avec le géne UL23. Des essais ont par la suite
démontré l'importance de ce géne pour une réplication virale efficace. Selon les séquences
disponibles, ce géne est également conservé a travers l'ordre des herpesviridae, avec comme
seule exception le «channel catfish virus» (117, 258). Vu les différences génomiques entre les
virus, les homologues ne portent pas tous le nom UL24. Chez les autres HHV, les homologues
sont : UL24 (HSV2), ORF35 (VZV), Bxrf1 (EBV), UL76 (CMV), U49 (HHV6 et 7) et ORF20
(KSHV). Dans la séquence d'UL24, plusieurs domaines ont été identifiés, dont un motif
d'endonucliéase (290), qui sera discuté ultérieurement, ainsi que des signaux de localisation
(445). Le géne encode une protéine de 269 aa qui est trés basique. Il a été détermine dans
notre laboratoire qu'UL24 a une localisation dynamique au cours de l'infection virale. Utilisant un
virus muni d'une étiquette hémagglutinine (HA), il a été démontré qu'UL24 se localise
transitoirement au nucléole au temps précoce de l'infection. Par la suite, elle se retrouve en
périphérie du noyau ainsi que dispersee dans le cytoplasme aux temps tardifs. De plus, la
dispersion d'une protéine du nucliéole, la nucléoline, a été démontrée comme dépendante de la
présence d'UL24 (345). Il a également été publié qu'UL24 pourrait induire un arrét du cycle
cellulaire en G,/M, suite a une inhibition du complexe cycline B/Cdc2 possiblement menant a
I'apoptose (410, 411).
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3.1.1 - Phénotype UL24-déficient en culture cellulaire

Comme décrit précédemment, l'identification du gene UL 24 s'est faite par l'observation
d'une réduction de la taille des plages de lyse. En effet, une déficience en UL24 résulte en la
formation de plages de deux  trois fois plus petites qu'un virus de type sauvage (258). Ce
handicap de réplication est également détecte lorsque I'on observe la cinétique de réplication
virale, qui est inférieure d’'un demi & un logs, lorsque comparé au virus de type sauvage KOS.
Un autre phénotype relié a I'absence d'UL24 est une réduction du nombre de capsides
cytoplasmiques (344). Ce virus deficient, UL24X, forme également des plages de lyse
syncytiales, c'est-a-dire que les cellules infectées fusionnent pour former des cellules
multinucléées géantes, phénotype qui est plus pénétrant a haute température (257, 258). Seuls
trois autres génes du VHS-1 sont associés a ce phénotype et ils sont regroupés sous la
dénomination «syn alleles». lis codent pour les protéines gB, gK et UL20 (506). UL24, tout
comme gK et UL20, semble jouer un role inhibiteur sur la formation de ce type de plages (19,
20, 88, 165). Par contre, des mutations dans la séquence de gB favorisent la formation (1 31,
152, 181). Le VHS-1 ne forme pas normalement ce type de plages. Toutefois, d'autres virus de
la famille des herpesviridae sont plus propices a la formation de syncytia, comme le virus VZV
qui favorise la formation de polykaryocytes pour répandre l'infection de cellule a cellule (98).

3.1.2 - Expression de la protéine UL24

La protéine UL24 est exprimée avec une cinétique «leaky-late», c'est-a-dire qu'elle est
exprimée tardivement au cours du cycle de réplication virale, mais que son expression n'est pas
strictement dépendante de la réplication de 'ADN viral (445). Cet ORF est a l'origine de
plusieurs transcrits, six au total, qui débutent a trois sites d'initiation différents et qui se
terminent a deux sites de poly-adénylation différents (Figure 8). Deux des sites d'initiation sont
situés avant le début de 'ORF d'UL24 et un est situé a lintérieur, tronquant 113 aa de la portion
N-terminale (104, 364). Les transcrits utilisent également deux sites de polyadénylation, celui du
géne UL24 situé a environ 1.4 kilo paires de bases (kb) du premier site d'initiation et un autre
situé a environ 5.6 kb, le site de polyadénylation du géne UL26. La combinaison de ces
différents sites donne trois transcrits courts (0.9, 1.2 et 1.4 kb) ayant une cinétique d'expression
précoce alors que les transcrits longs (5.2, 5.4 et 5.6 kb) ont une expression tardive
correspondant temporellement & 'expression de la protéine UL24 (104, 445). De plus, il a été
démontré que les transcrits utilisant le premier site d'initiation, formant les transcrits de 1.4 et
5.6 kb, sont importants pour 'expression de la protéine (445). L'expression d'UL24 requiert
également la présence de la protéine ICP27, une protéine multifonctionnelle impliquée, entre
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autres, dans le transport des ARNm (220). Son absence résulte en une réduction de la
localisation cytoplasmique des transcrits longs, mais pas des transcrits courts (446). La
cinétique d'expression des transcrits et celle de la protéine UL24, ajouté au fait que l'absence
d'ICP27 affecte les transcrits longs, indiquent que ces ARNm sont probablement responsables

de l'expression de la protéine.

UL26.5
 ——
tk uL24q UuL2s UL26
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_ 12
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Figure 8. Figure représentant les transcrits contenant I'ORF d'UL24. Il y a trois sites
d'initiation de la transcription et deux de polyadénylation, celui de UL24 et de UL26.
Des trois sites d'initiation, un est situé a l'intérieur de I'ORF d'UL24. Le site de
polyadénylation d'UL24 est faible alors que celui d'UL26 est fort. La combinaison de
ceux-ci donne naissance a six transcrits : trois transcrits court et trois longs. (445)

3.2 - Domaines conservés de UL24

La comparaison de la séquence d'UL24 du VHS-1 et des homologues de plusieurs
autres virus herpés a permis de découwrir la présence de cinq domaines hautement conserveés,
dénommeés domaines d'homologie (HD), qui démontrent une identité de 65% au niveau des aa
(258, 290). Ces regions se retrouvent principalement dans la région N-terminale d'UL24, qui est
plus conservée que sa portion C-terminale. Certains résidus présents dans ces domaines sont
conservés a plus de 90% au travers des différents homologues comparés. Ces résidus sont :
H22, Y26, E69, V70, L72, R75, D78, 197, 198, E99, K101, Q117, G121, Q124 et Q154 (Figure
9).
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uL24

269 aa

Figure 9. La protéine UL24 du VHS-1. Dénotés en noir avec les chiffres romains
sont les domaines d’homologies. Certains des résidus hautement conservés sont
inscrits.

3.3 - Homologues d’'UL24

3.3.1 - UL24 du VHS-2

La séquence d'UL24 du VHS-2 est trés similaire a celle de du VHS-1, démontrant
environ 75% d'identité au niveau des aa. Elle encode une protéine de 281 aa avec une masse
moléculaire de 32 kDa (363) et on y dénote la présence d'un signal de localisation nucléaire.
Elle est également exprimée tardivement au cours de l'infection, détectée a partir de 9 hpi et
son expression plafonne entre 12 et 24 hpi. Par contre, contrairement a UL24 du VHS-1, son
expression dépend strictement de la réplication du génome viral. Elle se localise en périphérie
du noyau a 9 et 12 hpi et au noyau dans des sous-compartiments a 16 hpi. En transfection,
UL24 se localise dans le cytoplasme, mais elle est majoritairement nucléaire et une possible
localisation nucléolaire peut étre observée dans certaines cellules. La protéine est également
détectée dans les virions, possiblement dans le tégument interagissant faiblement avec la
capside contrairement & ce qui a pu étre observé pour VHS-1 (336), mais qui est en accord
avec certaines observations pour le CMV (631). Les auteurs suggérent un réle possible d'UL24
au niveau de la maturation du virion (245). |l a également été démontré pour le VHS-2 que le
phénotype syncytial, d @ une mutation dans UL24, passe par un mécanisme différent que les

syncytiums résultant d'une mutation dans gB (400).

3.3.2 - ORF35 du virus varicelle zoster
Le géne ORF35 du VZV code pour une protéine de 285 aa qui démontre une identité de
séquence de 33% avec UL24 du VHS-1. La disposition de ce géne et de celui de la thymidine
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kinase, ORF36, est également en orientation téte a téte, mais sans chevauchement des cadres
de lecture. Le produit de ce géne se retrouve au noyau, tant en transfection que durant
Minfection. La délétion de ORF35 résulte en la formation de plages de lyses plus petites.
Egalement, l'impact de la délétion de ce géne sur la cinétique de croissance dépend du type
cellulaire infecté, allant d'une différence négligeable dans des cellules lymphocytaires a une
réduction d'un logs dans des cellules épithéliales. Le VZV forme normalement des syncytia lors
de sa réplication (98, 288). Par contre, la délétion de ORF35 provoque une formation aberrante
de ces polykaryocytes. En effet, 'arrangement des noyaux ainsi que du Golgi est affecté et les
projections faisant des ponts entre les cellules infectées sont absentes. Le patron distinct de
localisation de gE dans le cytoplasme et au niveau de la membrane plasmique est devenu
diffus suite a cette délétion du géne pour ORF35 (253).

3.3.3 - UL76 du cytomégalovirus

Le géne UL76 du CMV code pour une protéine de 325 aa, dont plus de 20% sont des
résidus basiques et ayant une masse moléculaire de 38 kDa. Elle démontre 27% d'identité avec
UL24 du VHS-1 et posséde également un signal de localisation nucléaire. Les premiéres
observations sur UL76 ont été faites lors de la recherche d'un nouveau transactivateur de
génes viraux, stimulant les régions régulatrices majeures des génes immédiats précoces
(MIEPs). |l a été rapporté que cette protéine est exprimée de maniére précoce lors de
linfection. Par contre, certaines observations tendent & démontrer qu'elle est en en fait
exprimée de maniére tardive, puisque deux transcrits, de 4.5 et 5.5 kbp, ont été observés avec
une cinétique tardive. La présence d'UL76 t6t lors de linfection serait plutét due au fait qu'elle
proviendrait du virion entrant, puisqu'elle est détectable dans des cellules nouvellement
infectées en présence d'un inhibiteur de synthése protéique. En effet, il a été démontré que la
protéine fait partie du virion et serait présente dans le tégument (631). En transfection, une
version étiquetée d'UL76 est majoritairement nucléaire et concentrée dans des régions
globulaires, non sans rappeler le nucléole, et en infection la protéine est également nucléaire
(630, 631). Le role de transactivateur d'UL76 a été démontré par la transfection d'un plasmide
d'expression pour celle-ci en paralléle avec des génes rapporteurs pour certaines régions
promotrices. lls ont observé que, lorsque présente en faible quantité, UL76 active les régions
MIEPs, mais a plus forte concentration, elle a un effet inhibiteur (630). Une lignée stable
exprimant UL76 a été créée et l'on observe chez celle-ci une réduction de la croissance
cellulaire ainsi qu'une réduction de la production virale et de la réplication du génome du CMV
(631). Dans ces mémes cellules, il a été rapporté que de nombreuses aberrations
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chromosomales pourraient étre le résultat de bris d'ADN et de la présence de centrosomes
surnuméraires (548). UL76 pourrait jouer un rdle d'interrupteur sur l'expression des genes
immédiats-précoces, de par sa présence dans le virion, pour contrdler la latence. |l a également
été publié que UL76 pourrait induire un arrét du cycle cellulaire en G,/M, suite a une inhibition

du complexe cycline B/Cdc2 (410).

3.3.4 - BXRF1 du virus Epstein Barr

Trés peu est connu sur cet homologue d'UL24, sauf qu'il est toujours en orientation téte-
a-téte avec le géne de la thymidine kinase, BXLF1, mais que les ORF ne se chevauchent pas. Il
encoderait une protéine de 248 aa qui aurait une masse moléculaire prédite de 27 kDa et 28%
d'identité avec UL24 du VHS-1.

3.3.5 - U49 du virus de I'herpés humain 6

Deux sous-types du HHV-6 existent : a et b. L'homologue d'UL24 chez ce virus est le
géne U49. |l code pour une protéine de 252 aa de masse moléculaire prédite de 29.3 kDa. Il
posséde une identité de séquence protéique de 23% avec celle du VHS-1. Sa situation dans le
génome est différente de celle retrouvée dans les autres virus humains puisqu'il se retrouve en
orientation téte a téte avec le géne de gH (U48), sans chevaucher I'ORF. Par contre, il
chevauche en partie C-terminale le cadre de lecture du géne U50, qui code pour une protéine

reliée a UL25 du VHS-1. Le géne de la thymidine kinase est situé au cadre de lecture U69.

3.3.6 - U49 du virus de I'herpés humain 7

Ce virus appartient au méme genre que le HHV-6. Son homologue d'UL24 se nomme
également U49 et présente la méme situation génomique vis-a-vis gH et U50 que chez le HHV-
6. Egalement, I'on retrouve la thymidine kinase au cadre de lecture U69. Il code pour une
protéine de 239 aa ayant une masse moléculaire prédite de 28.6 kDa qui présente 25%
d'identité avec UL24 du VHS-1.

3.3.7 - ORF20 du virus du sarcome de Kaposi

Pour cet homologue, une seule étude a été faite et elle demontre que ORF20 pourrait
induire un arrét du cycle cellulaire en G,/M, suite & une inhibition du complexe cycline B/Cdc2
(410). Avec les séquences publiées, on peut constater que le géne ORF20 posséde 36%
d'identité avec UL24 du VHS-1 et donnerait une protéine de 28.5 kDa. lly a chevauchement
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avec le géne de la thymidine kinase, ORF21. Par contre, ce chevauchement n'est que de deux

nucléotides.

3.3.8 - ORF20 du murine gamma herpes virus 68

Le virus herpés murin gamma 68 (MHV-68) est un parent proche du virus EBV et du
KSHV (362). Beaucoup de similitudes existent entre les trois, ce qui fait de MHV-68 un bon
modéle d'étude pour EBV et KSHV (412, 551). De plus, plus d'information est disponible sur
son homologue d'UL24, ORF20. Cette derniére est une protéine de 28 kDa qui posséde une
localisation nucléaire. Lors de I'établissement de lignées d'expression stables pour ORF20, les
cellules ne se divisent plus et finissent par entrer en apoptose. Ces observations ont mené a la
découverte d'une fonction de cette protéine dans la progression du cycle cellulaire. Plus
spécifiquement, elle induit un blocage en G»/M et semble déclencher l'apoptose. Cet arrét est
probablement d( & une augmentation du niveau de cycline B, mais dans sa forme phosphorylée
(inactive), ce qui entraine une inhibition du complexe cycline B/Cdc2, nécessaire a la
progression du cycle cellulaire (411). En comparant un virus sauvage ou déficient pour ORF20,
aucune différence n'a été observée au niveau de la cinétique de croissance ou au niveau de la
progression du cycle cellulaire. Des études in vivo avec ces virus n'ont pas démontré de
différence au niveau des titres viraux, de I'établissement de la latence ou dans I'étendue de
linfection. Par contre, un délai dans la résorption de l'infection a été observé, puisque le virus
déficient en ORF20 a pu étre détecté dans une souris pour quatre jours de plus que le virus

sauvage (409).

3.3.9 - UL24 du Bovine Herpes Virus 1

Ce virus fait partie de la famille des alphaherpesvirus et il encode un homologue d'UL24
chevauchant de deux nucléotides le géne de la thymidine kinase de par leur orientation téte a
téte. Ce géne démontre 38% d'identité avec UL24 et 81% au niveau des HDs. Le géne est
présent sur un transcrit de 5.2 kb qui a en commun le méme site de polyadénylation que trois
autres transcrits de 4.5, 2.2 et 1.3 kb. Seul le transcrit de 5.2 kb porte I'ORF de I'homologue
d'UL24 et I'ablation de celui-ci n'a pas d'impact sur la croissance du virus en culture. En effet,
un virus déficient n'est pas affecté quant a sa cinétique de croissance ou aux plages de lyse
formées, méme qu'aucune formation de syncytia n'a été observée (641). Il est possible que
I'utilisation de différentes lignées cellulaires explique cette différence puisqu'il a été rapporté que
le phénotype syncytial de UL24 du VHS-1 est dépendant du type cellulaire utilisé (602).
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3.3.10 - ORF37 du virus de I'herpés équine 1

Le virus de I'herpés équine 1 (EHV-1) est un virus de la sous-famille des
alphaherpesvirinae et du genre varicellovirus. Il cause des infections respiratoires et
neurologiques et il peut engendrer des terminaisons de grossesse (5). Il posséde un homologue
d'UL24, le géne ORF37. Il code pour une protéine de 272 aa qui a une masse prédite de 29.2
kDa et une identité de 37% avec UL24 du VHS-1. |l est orienté téte a téte avec le géne de TK
(ORF38), mais sans chevaucher son ORF. Son absence dans le virus n'affecte ni la taille des
plages virales ni la cinétique de réplication du virus in vitro. Par contre, dans un modeéle murin,
un virus déficient pour ORF37 démontre une absence de symptémes neuronaux ainsi qu'une
forte réduction de la pathogenicité. Les souris infectées par le virus déficient en ORF37 n'ont
pas démontré de perte de poids et I'observation de coupes histologiques ne démontrait pas de
différences importantes avec des animaux non-infectés. Par contre, les animaux infectés par le
virus sauvage ou restitué démontrent une perte de masse importante ainsi que des effets

importants en histopathologie au niveau des poumons et du cerveau (275).

3.4 - UL24 et la pathogeneése

3.4.1 - Importance d'UL24 du VHS-1 pour la pathogenése et la réactivation

L'étude de l'impact d'UL24 in vivo a été compliquée par le chevauchement avec le géne
de tk, important au niveau de la réplication dans les neurones, mais également essentiel pour la
réactivation (95). Les virus ayant mené a la découverte d'UL24 in vitro ne pouvaient donc pas
&tre utilisés in vivo puisque ceux-ci portaient des mutations dans le géne tk ou ses régions
promotrices. Pour contourner ce probléme, un nouveau virus, portant I'ajout de codons stop au
résidu 53 a été généré : le virus UL24X (257). Chez ce virus, I'expression et l'activité de la TK
ne sont pas affectées, mais le gene UL24 est interrompu et ce virus démontre les phénotypes
associés a une déficience en UL24 (258).

La réduction de l'efficacité de réplication observée in vitro avec un virus n'exprimant pas
UL24 est également observée dans un systeme in vivo d'infection oculaire de souris par la
scarification de la cornée et l'impact différe selon le tissu infecté (318). En effet, on observe une
diminution de la réplication du virus UL24X d'environ un logq au niveau des muqueuses des
souris lors de la réplication oculaire. La réplication aigué au niveau des neurones est plus
dramatiquement affectée avec une réduction de plus de quatre logs dans les ganglions
trijumeaux en comparaison avec le virus de type sauvage, KOS. Une réduction drastique de
plus de 80% dans la réactivation virale ex vivo a également été observée suivant
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létablissement de la latence (257). La latence était établie puisque 'ADN viral de KOS et
UL24X pouvait étre détecté dans les ganglions du trijumeau infectés, quoiqu'a un niveau
substantiellement inférieur pour UL24X avec une réduction de 2 logqp de la quantité d'ADN viral.
Les transcrits LATS, seuls transcrits abondamment exprimés lors de la latence, étaient
également présents, mais avec une réduction d'un logso par rapport au virus KOS (257). Il
semble donc que UL24 du VHS-1 soit un facteur important de pathogenése (257, 319) et son
absence a un impact profond sur les titres viraux dans les neurones, ou les ressources
disponibles pour la réplication des virus sont plus faibles, ainsi que dans la réactivation a partir

de la latence.

3.4.2 - UL24 du VHS-2 et la pathogenése

L'impact d'UL24 du VHS-2 sur la pathogenése a également éte testé en utilisant un virus
mutant visant a rendre UL24 non fonctionnel, tout en conservant TK fonctionnel. Ce virus porte
linsertion d'une cassette B-glucuronidase dans le géne UL24 résultant en une délétion des
derniers 100 aa, sans affecter I'activité de TK. Cette insertion résulte, in vitro, en la formation de
plages syncytiales, mais n'affecte pas la cinétique de croissance virale a basse ou haute
multiplicité d'infection.

Dans un modéle murin d'infection intra-vaginale, une réduction drastique de 70 a 100%
de mortalité a été constatée avec un virus déficient pour UL24 comparé au virus de type
sauvage ou reconstitué. Une quasi-absence de lésions herpétiques a également été observée
avec le virus déficient. La sévérité de la maladie, classifiée selon les symptomes, est également
réduite et sa progression est retardée comparée au virus de type sauvage ou reconstitué. Des
résultats similaires ont été obtenus avec un modéle d'infection de cochons d'Inde par voie
intravaginale. L'intérét de ce modéle est qu'il reproduit la phase de réplication aigué et de
latence du virus. Les observations démontrent que le virus déficient en UL24 peut se réactiver
et que son ADN est détectable chez 70% des animaux infectés (50).

3.4.3 - La pathogenése du VZV en relation a ORF35

La réplication du VZV, hautement associé a la cellule et la spécificité pour 'héte lors de
linfection, rend I'étude in vivo des facteurs de pathogenése de ce virus plus difficile que pour le
VHS-1 (296). Un modéle utilisant des souris SCIDhu, dont le systéme immunitaire est absent et
portant des xénogreffes de peau et de cellules T humaines, permet ces études (390). /n vitro,
limpact de la délétion de FORF35 dépend du type de cellules infectées, ce qui est également
observable in vivo. Dans les xénogreffes de peau, un impact important est observé avec la
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délétion de ORF35 puisque cela résulte en une réduction d’un a deux et demi logqo du titre viral.
Une réduction est également observée dans les greffes de cellules T, mais moindre avec une
réduction d'un logyo aux temps précoces suivant linfection (253). Ces résultats concordent avec
les observations que l'impact de la délétion de I'ORF35 est dépendant du type cellulaire. Par
ailleurs, l'impact plus important de la mutation sur la réplication au niveau épithélial va en
accord avec le fait que la formation de syncytia est importante pour la propagation a ce niveau
(254).

3.5 - Motif endonucléase putatif d'UL24

Une étude en bioinformatique a identifie un motif putatif d'endonucléase dans la
séquence d'UL24, mais la fonction de celui-ci n'a toujours pas éte démontrée. Ce motif, de type
PD-(D/E)XK, est retrouvé chez plusieurs protéines impliquées dans la recombinaison etchez
des enzymes de restriction. Entre autres, nous retrouvons des enzymes de réparation d'ADN et
des résolvases de jonctions Holiday dans cette famille. Les résidus d'UL24 identifies comme
appartenant a ce motif sont présents dans les HDs Il et 111, quoique d'autres aa hautement
conservés correspondent & des résidus importants pour l'activité enzymatique dans d'autres
membres de cette famille. Certains de ceux-ci pourraient jouer un role important au niveau de la
structure ou de la spécificité du substrat, tels que H22, Y26, E69, R75 et Q117 (indiqué dans la
Figure 10). Utilisant des outils de prédiction de structure, il a &té déterminé que la portion N-
terminale d'UL24 serait hautement structurée. Par contre, la portion C-terminale, qui est moins
conservée, serait peu ou pas structuree (290). La prédiction de ce motif est trés difficile tant au
niveau de la séquence qu'au niveau de la structure. Il est donc primordial, avant d'assumer des
fonctions (293), de confirmer la fonctionnalité de ce motif, mais cette démonstration reste
élusive.

Une enzyme virale possédant ce type de motif est UL12 (64). Cette enzyme posséde
une activité endo- et exonucléase et sa delétion résulte en une réduction drastique de formation
de virus infectieux (234). La plupart des virions formés contiennent des génomes anormausx,
dénotant un role de cette enzyme au niveau de la résolution des structures ramifiées formées
lors de la réplication (461, 462). lly a également eu de nombreuses démonstrations du réle de
cette enzyme dans la recombinaison, processus important lors de la réplication virale (461, 483,
485).
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Figure 10. Séquence d'aa d'UL24 du VHS-1 indiquant les HDs, les résidus
hautement conservés et ceux faisant partie du motif endonucléase qui seront
analysés dans cette étude.

4 - Hypothése de travail

Au début de ce projet, peu d'information était disponible sur la protéine UL24. Le géne
codant est hautement conservé et en utilisant des virus déficients pour la protéine, plusieurs
phénotypes ont été observes. Notamment, une réduction de la réplication ainsi que la formation
de plages syncytiales ont été observées in vitro. Dans un modéle murin d'infection, un virus
déficient en UL24 démontre une réplication diminuée dans les muqueuses ainsi que des titres
viraux largement réduits dans les neurones. Le virus UL24 déficient démontre également une
forte réduction de sa réactivation. La multitude et la diversité des conséquences dues a
rabsence de cette protéine durant l'infection indiquent fortement qu'UL24 serait
multifonctionnelle. Au laboratoire, il avait été démontré lors du début de mon projet qu'UL24 est
importante pour la dispersion d'une protéine du nucléole lors de linfection, la nucléoline. Ces
informations nous ont conduits & formuler 'nypothése qu'UL24 est une protéine multifonctionelle
et qu'elle effectue en partie ses fonctions par des interactions protéine-protéine. Une
combinaison de stratégies de virologie moléculaire, biologie cellulaire et biochimique a été
utilisée pour aborder cette question.

Le premier objectif de cette these était d'identifier les domaines fonctionnels de la
protéine UL24. En premier lieu, nous avons testé si UL24 est directement responsable de la
dispersion de la nucléoline ou si d'autres facteurs viraux étaient impliqués. Par la suite, nous
voulions identifier les domaines de la protéine importants pour les phénotypes observés. Nous
avons testé limportance des différents HDs identifiés ainsi que le rdle des portions N- et C-
terminales de la protéine. Nous avons aussi tenté d'identifier les séquences importantes pour la
localisation d'UL24.
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Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes penchés sur l'importance des résidus
hautement conservés dans la fonction d'UL24. Certains de ceux-ci font partie du domaine
putatif endonucléase tandis que d'autres non; nous voulions déterminer l'impact de la
substitution de ces aa sur les fonctions d'UL24. Notre étude a voulu déterminer l'importance du
motif endonucléase sur la dispersion de la nucléoline ainsi que sur les phenotypes observés in
vitro lors de l'infection pour tenter de faire un lien entre cette activité d'UL24 et l'infection.

Finalement, nous voulions identifier des interactions protéine-protéine impliquant uL24
qui pourraient nous aider a élucider son mode d'action lors de la réplication virale. La fonction
de ces protéines, si connue, nous aidera a réconcilier phénotype et fonction pour mieux

comprendre l'impact d'UL24 au cours de la réplication virale.
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Bertrand L. and Pearson A. (2008) The conserved N-terminal domain of herpes simplex virus 1
UL24 protein is sufficient to induce the spatial redistribution of nucleolin. J Gen Virol.
May;89(pt5):1142-51

Résumé de la premiére publication

Titre : La portion N-terminale de la protéine UL24 du virus de I'herpés simplex 1 est suffisante

pour induire une dispersion de la nucléoline.

Le géne UL24 est hautement conservé dans la famille herpesviridae mais sa fonction lors de
Minfection n'est pas bien définie. Un lien a été établi auparavant entre UL24 et la dispersion de
la nucléoline lors de l'infection. Dans cette publication, en exprimant cette protéine virale de
maniére transitoire hors du contexte d'infection, nous démontrons que cette protéine se localise
au noyau ainsi qu'au Golgi. La majorité des cellules démontrent une localisation diffuse au
noyau, mais pour certaines d'entre elles, UL24 se retrouve sous forme de points qui
correspondent au nucléole. Son expression correspond avec une dispersion de la nucléoline,
protéine majeure du nucléole, hors de ce sous-compartiment pour se retrouver diffuse dans le
noyau. Cette relocalisation ne semble pas refléter une désorganisation majeure de la structure
méme du nucléole puisque la fibrillarine persiste toujours sous forme de point dans les cellules
transfectées. L'expression de la portion N-terminale d'uL24, contenant les cing domaines
d'homologie, est suffisante pour induire cette dispersion. Par contre, la délétion d'un de ces
domaines bloque cet effet, mais n'empéche pas la localisation au nucléole ainsi qu'aux autres
sous-compartiments. Par ailleurs, les 60 premiers résidus sont suffisants a eux seuls pour
induire cette localisation. En conclusion, nos résultats démontrent que la portion N-terminale
d'UL24 est suffisante pour induire directement la dispersion de la nucléoline.
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Summary

UL 24 is widely conserved among herpesviruses but its function during infection is poorly
understood. Previously, we discovered a genetic link between UL24 and the herpes-simplex-
virus-1-induced dispersal of the nucleolar protein nucleolin. Here we report that in the absence
of viral infection, transiently expressed UL24 accumulated in both the nucleus and the Golgi. In
the majority of transfected cells, nuclear staining for UL24 was diffuse, but a minor staining
pattern, whereby UL24 was present in nuclear foci corresponding to nucleoli, was also
observed. Expression of UL24 correlated with the dispersal of nucleolin. This dispersal did not
appear to be a consequence of a general disaggregation of nucleoli, as foci of fibrillarin staining
persisted in cells expressing UL24. The conserved N-terminal region of UL24 was sufficient to
cause this change in subcellular distribution of nucleolin. Interestingly, a bipartite nuclear
localization signal predicted within the C-terminus of UL24 was dispensable for nuclear
localization. None of the five individual UL24 homology domains were required for nuclear or
Golgi localization, but deletion of these domains resulted in the loss nucleolin dispersal activity.
We determined that a nucleolar-targeting signal was contained within the first sixty amino acids
of UL24. Our results show that the conserved N-terminal domain of UL24 is sufficient to
specifically induce dispersal of nucleolin in the absence of other viral proteins or virus-induced
cellular modifications. These results suggest that UL24 directly targets cellular factors that

affect the composition of nucleoli.
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Introduction

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) encodes over 80 proteins. The UL24 gene is conserved
among all three Herpesvirinae sub-families. UL24 is required for efficient viral replication both in
cell culture and in a mouse model of ocular HSV-1 infection, as well as for efficient reactivation
(Jacobson et al., 1998). UL24 homologues in HSV-2 and varicella zoster virus (VZV) have also
been shown to play a role in viral pathogenesis (Blakeney et al., 2005; lto et al., 2005). In cell
culture, UL24 is one of a limited number of HSV-1 genes that when mutated causes the
formation of syncytial plaques. The molecular basis for the phenotypes associated with UL24

mutations is unknown.

UL24 of HSV-1 is a highly basic protein of 269 amino acids (aa). In contrast to the C-
terminal domain of UL24, the N-terminal portion of the protein is highly conserved (Jacobson et
al., 1989). Within this region, five clusters of well-conserved stretches of amino acids have
been identified, termed UL24 homology domains (HD) (Fig. 1). More recently, a bioinformatics
analysis suggested a PD-(D/E)XK endonuclease motif within the conserved region, the specific
residues of which are contained within the second and third HD (Knizewski et al., 2006). A
putative bipartite nuclear localization signal has been identified in the C-terminal domain of the
protein, the importance of which has yet to be determined. In both cellular fractionation studies
and confocal microscopy, UL24 protein has been found associated with the nucleus and is also
present in the cytoplasm of infected cells (Lymberopoulos & Pearson, 2007; Pearson & Coen,
2002).

HSV-1 DNA replication, transcription and capsid assembly occur within nuclear
structures termed viral replication compartments (reviewed in Knipe et al., 2007). Infection with
HSV results in dramatic changes to nuclear structure and organization. These include the
marginalization of chromatin following the expansion of viral replication compartments (Monier
et al., 2000) and changes to the nuclear lamina (Scott & O'Hare, 2001; Simpson-Holley et al.,
2004). The centromeric proteins CENP-A, -B, -C are degraded (Everett et al., 1999; Lomonte &
Morency, 2007; Lomonte et al., 2001 ). Promyelocytic leukemia or PML bodies are disrupted
(Maul et al., 1993; Maul et al., 1996; Uprichard & Knipe, 1997), however, new subnuclear
compartments are formed including VICE domains, which are positioned on the external
periphery of viral replication compartments and are involved in the unfolded protein response
(Burch & Weller, 2004). Electron microscopy has also revealed that during HSV infection, the
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morphology of nucleoli is altered showing a more elongated structure (Besse & Puvion-Dutilleul,
1996).

Nucleoli constitute the sites of ribosome biogenesis, and more recently have been
ascribed roles in cell cycle control as sites of sequestration of cell cycle modulators, and in
response to stress (reviewed in Boisvert et al., 2007). In previous work, we discovered that
upon HSV-1 infection, UL24 partially localizes to nucleoli. Furthermore, we found that in
addition to changes in the sub-nuclear distribution of the nucleolar protein fibrillarin, infection
entrains the dispersal of the nucleolar protein nucleolin throughout the nucleus, in a manner
dependent on the expression of UL24 (Lymberopoulos & Pearson, 2007).

The principal aim of this study was to test the hypothesis that UL24 is not only
necessary, but is sufficient to induce the dispersal of nucleolin, as part of our larger goal of
understanding the role of nucleolar-localized UL24 in the modification of nucleolar organization

during infection.

Methods

Cell Culture. COS-7 cells were propagated in Dulbecco’s Modified Eagle Media (D-MEM) with
high glucose, supplemented with 5% newborn calf serum, 50 units ml” of penicillin and 50 mg
mi™! of streptomycin. Cells were maintained in a humidified incubator at 37 °C with 5% CO..

Plasmid construction. To generate a mammalian expression vector allowing the easy
subcloning of the HSV-1 UL24 gene, a DNA fragment containing the T7 promoter followed by a
Pfi23I| restriction site was produced by annealing the synthetic oligonucleotides 5’
GATCTTAATACGACTCACTATAGGGCGTACGACTCGG and &' GATCCCGAGTCG
TACGCCCTATAGTGAGTCGTATTAA (Integrated DNA technologies) and was ligated with T4
DNA ligase (New England Biolabs) into the BamH1 site of a pCG-Zeo based vector (von
Messling et al., 2003) (provided by Veronika von Messling), forming pLBPfl. The UL24 gene
from the vector pAGS5 (Griffiths & Coen, 2003) (provided by Donald M. Coen) or a version
expressing UL24 fused with a hemagglutinin epitope tag (HA) from pKOSHA-UL24
(Lymberopoulos & Pearson, 2007) were excised using Pf23Il (Fermentas) and BamH1 (New
England Biolabs) and inserted into pLBPfl that had been digested with the same restriction
enzymes, forming the vectors pLBPfl-UL24 and pLBPfl-HA-UL24 respectively.
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Deletions of the sequences corresponding to individual UL24 HDs were generated by
PCR-based site-directed mutagenesis using pairs of primers flanking each HD, and the vector
pKOSHA-UL24 as a template. Primers were either obtained with 5’ phosphate groups, or weré
phosphorylated in vitro using T4 polynucleotide kinase (Fermentas). Deletion of the individual
HDs were performed as follows: delHD1 (aa 14 to 28 inclusively) was constructed using the
primers DelHD1-5’ and DelHD1-3"; delHD2 (aa 61 to 81 inclusively) with DelHD2-5' and
DelHD2-3’; delHD4 (aa 111 to 131 inclusively) with DelHD4-5’ and DelHD4-3’ and delHD5 (aa
140 to 165 inclusively) with DelHD5-5’ and DelHD5-3’. The clone obtained for the deletion of
HD3 using primers DelHD3-5’ and DelHD3-3’ contained an unexpected additional deletion of
two aa at the 5’ end of the domain HD3, resulting in a deletion of aa 92 to 107 instead of 94 to
107. This mutation was particularly difficult to obtain, and thus we went forward with this clone

despite the deletion of the two extra residues.

A deletion corresponding to the N-terminal portion of UL24, which includes all five HDs,
was obtained by restriction digest of pKOSHA-UL24 with Pl231l and Bst1 1071 (Fermentas).
The plasmid was then re-ligated by inserting a synthetic linker that restored the sequence from
the Pf123l1 site to the end of the sequence corresponding to the HA tag (annealed
oligonucleotides HADelN-top and HADelIN-bot). This resulted in an 86 aa protein beginning at
residue 190 of UL24. To generate the C-terminal truncated version of HA-UL24, stop codons
were introduced into the UL24 open reading frame (ORF) in all three frames by inserting the
annealed oligonucleotides DelC-top and DelC-bot into the Bst1107I restriction site, causing

translation to end at aa 192 inclusively.

Vectors expressing fragments of UL24 as fusion proteins with the enhanced green
fluorescent protein (eGFP) were constructed as follows. Segments of UL24 flanked by &’ Hindlll
and 3’ Kpn1 restriction sites were either amplified by PCR using Pfu polymerase or constructed
by annealing two oligonucleotides. The primers $1-S and S2-E were used for for fragment S1-
S2, $1-S and S3-E for S1-S3, 82-S and S3-E for S2-S3 and $3-S and S6-E for S3-S6. Primer
sequences are detailed in Supplementary data. The PCR products were cloned into the
plasmid pCR-TOPO-Bluntll (Invitrogen) and subsequently excised with Hindlll and Kpn1 (New
England Biolabs). The inserts obtained were each ligated to the vector pEGFP-N1 (Clontech)
that had been digested with Hindlll and Kpn1.

Protein expression. To assess protein expression levels, 1x10° COS-7 cells were seeded per
well in 6-well plates. The following day, cells were transfected with 3 pg (unless indicated
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otherwise) of pLBPfl-HAUL24 or mutant versions using Lipofectamine transfection reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The luciferase expression vector
pGL3 (Promega) was co-transfected to normalise loading volumes. Two days post-transfection,
cells were washed with PBS, lysed in Luciferase assay lysis buffer, and assayed for luciferase
activity using LARII luciferase assay reagent according to the manufacturer’s instructions
(Promega). Lysates were resolved by polyacrylamide gel electrophoresis on a denaturing SDS
12.5% gel. The proteins were then transferred to a PVDF membrane, and analyzed by Western
blotting using a monoclonal antibody directed against HA (Covance) and a secondary antibody
coupled to horseradish peroxidase (Calbiochem). Detection was by enhanced
chemiluminesence using ECL plus reagents (GE).

Confocal microscopy 4x10* COS-7 cells were seeded on glass coverslips in 24-well plates.
24 hours later, cells were transfected with expression plasmids using Fugene6 transfection
reagent (Roche) according to the manufacturer’s instructions. Two days post-transfection, cells
were immunostained as described previously (Lymberopoulos & Pearson, 2007). The following
primary antibodies were used: anti-HA high affinity (Roche), anti-Nucleolin (Santa Cruz or
Abcam), anti-Fibrillarin (Covance), anti-GM130 (BD Bioscience), anti-Golgin-97 (Invitrogen),
anti-Mannosidasell (Abcam) and anti-a-Tubulin (Calbiochem). Secondary antibodies included
anti-rat, anti-mouse or anti-rabbit polyclonals coupled to Alexa-488, Alexa-568, or Alexa 647
(Invitrogen), as indicated in the text. Following the immunostaining, where indicated, the
coverslips were washed three times in PBS, and incubated for five minutes with Draqb
(Biostatus) diluted 1:10000 in PBS. The coverslips were washed twice more in PBS and
mounted on glass slides using Prolong Gold Anti-Fade reagent (Invitrogen). For the nocodazole
assays, cells were exposed to either 1% DMSO or 1% DMSO with nocodazole (Sigma) at a final
concentration of 1 ug mi™" at twelve hours post-transfection, and then fixed a further twelve
hours later. The slides were visualized using the BioRad Radiance 2000 confocal with an
argon—krypton laser at 488 and 568 nm (diode 638 nm) mounted onto a Nikon E800
microscope. Images were prepared using Adobe Photoshop CS2.

Results

Construction of UL24 mammalian expression vectors In order to study the activity of UL24
in the absence of other viral proteins, and as part of a structure-function analysis, we generated
a series of mammalian expression vectors encoding UL24 of HSV-1 with an N-terminal HA tag.
We previously demonstrated that HA-UL24 retains wild-type activity when introduced into the
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viral genome in replacement of the endogenous UL24 gene (Lymberopoulos & Pearson, 2007).
A diagram showing the various constructs is presented in Fig. 1a. In addition to the wild-type
version (HA-UL24), plasmids encoding only the N-terminal (HA-UL24Nterm) or C-terminal
domain (HA-UL24Cterm) of the protein, or full-length versions lacking individual HDs (HA-
UL24delHD 1 to 5) were engineered. Expression of the modified proteins was confirmed by
Western blot analysis of lysates prepared from transiently transfected COS-7 cells (3 ug plasmid
DNA) (Figs. 1b and c). We noted that steady-state levels of the proteins were similar, except for
HA-UL24Nterm and HA-UL24Cterm for which we detected lower and higher levels respectively
than those seen for the full-length forms of the protein. In order to observe both HA-UL24Nterm
and HA-UL24Cterm on the same Western blot, 20 times less vector DNA corresponding to HA-
UL24Cterm (0.15 ug) was transfected than for HA-UL24 wild type and HA-UL24Nterm (3 ng)
(Fig. 1c).

Localization of UL24 in the absence of other viral proteins We tested how the subcellular
localization of HA-UL24 in transfected cells compared to what we had found during infection by
confocal microscopy (Lymberopoulos & Pearson, 2007). We observed pronounced perinuclear
staining in virtually all transfected cells, as well as nuclear staining (Fig. 2). Two patterns of
nuclear staining were evident. In the majority of nuclei, staining for HA-UL24 was diffuse (Fig.
2b), however, in a minority of cells, HA-UL24 was present in nuclear foci (Fig. 2c). No immuno-
staining was detected when only the secondary antibody was used (Fig. 2a). We next
undertook co-staining experiments to determine the nature of the cellular structures targeted by
HA-UL24.The pattern of perinuclear staining was suggestive of Golgi, which is composed of
three major compartments, the cis-Golgi, medial-Golgi and trans-Golgi. Evidence points to
Golgi- and possibly endosome-derived vesicles as playing roles in the secondary envelopment
of viral particles during egress (Harley et al., 2001; Turcotte et al., 2005). To determine if
indeed the perinuclear staining we observed for HA-UL24 corresponded to Golgi, we co-stained
for HA and golgin-97, a trans-Golgi-associated protein, and found that the staining overlapped
directly with HA in 64% of cells (75 cells counted in total) (Fig. 3a). In contrast, staining for
GM130, a cis-Golgi marker, appeared to surround that of HA-UL24 in most cells. We only
observed direct overlap of the HA and GM130 staining in 15% of cells expressing HA-UL24 (86
cells counted in total) (Fig. 3b). We obtained an intermediate result when we co-staining using
an antibody specific for mannosidase || (Fig. 3c), a marker for medial-Golgi, in that most cells
exhibited partial overlap of staining with HA. The perinuclear staining we observed for HA-UL24
could also be indicative of the formation of aggresomes, which consist mainly of an
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accumulation of misfolded proteins. To distinguish between these two possibilities, we tested
the effect of nocodazole treatment, a microtubule depolymerisation agent (De Brabander et al.,
1976), on the cytoplasmic staining pattern seen for HA-UL24. Aggresome formation is tightly
linked to the microtubule-organizing center, but once formed, its localization and shape is not
affected by the disruption of the microtubule network (Johnston et al., 1998). In contrast, the
Golgi becomes fragmented under these same conditions (Rogalski & Singer, 1984). We found
that treatment of HA-UL24 expressing cells with 1ug ml™' nocodazole twelve hours post
transfection (Fig. 3e), but not with DMSO alone (Fig. 3d), resulted in the absence of perinuclear
staining for HA-UL24. These results support the notion that the perinuclear staining seen for
HA-UL24 represents genuine Golgi localization.

To determine if the nuclear foci of HA-UL24 labelling we observed corresponded to
nucleoli, cells were co-stained for HA and fibrillarin (Fig. 4a). Where foci of HA-UL24 staining
were observed, the staining co-localized with that of fibrillarin, indicating that nucleolar
localization of HA-UL24 was possible in the absence of other viral proteins. Interestingly, when
we co-stained for nucleolin, we observed two patterns. In cells exhibiting foci of HA-UL24
staining, these foci co-localized with foci of nucleolin staining (Fig. 4b). However, in those cells
where HA-UL24 staining was diffuse throughout the nucleus, the major staining pattern, staining
for nucleolin was also diffuse (Fig. 4c).

UL24-induced dispersal of nucleolin To establish that the dispersal of nucleolin was
indeed associated with UL24, we quantitated the effect of UL24 expression on the percentage
of cells exhibiting this staining pattern. To identify transfected cells, the reporter construct
pEGFP-N1 was co-transfected with either pLBPfl-UL24 or pLBPfl-HA-UL24, or the
corresponding empty vector. We assumed that the majority of cells expressing eGFP would
also contain the second expression vector. When we stained cells for nucleolin and counted the
number of eGFP-positive cells that retained foci of nucleolin staining, we found that there was a
positive correlation between UL24 expression and nucleolin dispersal (Fig. 5a). The effect was
similar for UL24 and HA-UL24, in that an average of 70% of eGFP-positive cells co-transfected
with a UL24 expression plasmid exhibited diffuse staining for nucleolin, as opposed to under
10% of cells transfected with the empty vector. Thus, UL24 was sufficient to induce the
dispersal of nucleolin. This effect appeared to be specific, because in over 75% of cells
expressing either UL24 or HA-UL24, foci of fibrillarin staining were detected (Fig. 5b).
Furthermore, in triple labelling experiments, we found that foci of fibrillarin staining persisted in
cells exhibiting diffuse nuclear staining for both HA-UL24 and nucleolin (Fig. 5¢).
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The N-terminal domain of UL24 is sufficient for targeting to the nucleus and dispersal of
nucleolin. Analysis of the primary sequence of UL24 identified a putative bipartite nuclear
localization signal in the C-terminal non-conserved region of HSV-1 UL24 (Pearson & Coen,
2002). We tested whether this domain functioned as the nuclear localization signal for UL24,
and hence contributed to its ability to reach the nucleolus. We compared the localization and
effect on nucleolin of the N-terminal domain, which contains the five HDs, to that observed with
the C-terminal domain (Fig. 6). Because we had observed an approximately 40-fold difference
in expression levels of HA-UL24Nterm and HA-UL24Cterm, we adjusted the relative amounts of
plasmid DNA transfected accordingly (25 ng for HA-UL24Cterm and 1 ug for HA-UL24Nterm).
We found a clear segregation with regards to the subcellular localization of the two parts of the
protein. Surprisingly, the C-terminal domain containing the putative nuclear localization signal
was excluded from the nucleus and accumulated in the Golgi (Figs. 6a and c). In contrast, the
conserved N-terminal domain was detected exclusively in the nucleus (Figs. 6b and d), primarily
in a diffuse pattern similar to what we had observed for full-length HA-UL24. Furthermore, foci
of nucleolin were intact in cells expression only the C-terminus of UL24 (Fig. 6a), while those
expressing the N-terminal domain exhibited diffuse nucleolin staining (Fig. 6b). We obtained the
same results when identical amounts of each plasmid (200 ng) were used (data not shown)
Furthermore, we confirmed that the staining pattern we observed for HA-UL24 did not change
over a plasmid range 5 ng to 1 g (Supplemental data). Thus, we concluded that the putative
C-terminal nuclear localization signal was not required for the nuclear localization of UL24, and
that the N-terminal domain of UL24 was sufficient for nucleolin dispersal.

UL24 homology domains are dispensable for nucleolar targeting Having determined that
the conserved N-terminal domain of UL24 accumulated efficiently in the nucleus and induced
the dispersal of nucleolin, we next tested the role of the HDs on these activities. A series of
expression vectors encoding versions of UL24 lacking individual HDs were tested in transient
transfection experiments (Fig. 7). Co-staining of cells for GM130 and HA-UL24 revealed that
the HDs were dispensable for localization of the protein to the Golgi (data not shown). We also
found that HA-UL24 proteins lacking any one of the five HDs were still able to localize to nuclear
foci. When averaging the results from two independent experiments where between 93 and 266
cells were counted each time for each construct, we found the following. The percentage of HA-
UL24-expressing cells exhibiting nucleolar foci of staining was only 4.6 +/- 2.4% for HA-UL24
wild-type, as expected; in contrast, the value was greater than 90% for each of the deleted-
forms of HA-UL24, with values of 91.1 +/- 2.4% for HA-UL24del1; 95.9 +/- 1.3% for HA-

60



UL24del2; 96.7 +/- 0.05% for HA-UL24del3; 95.9 +/- for HA-UL24del4; and 97.0 +/- 0.74% for
HA-UL24del 5. Co-staining for fibrillarin revealed that these foci were nucleoli (data not shown).
Interestingly, similar foci were also seen for nucleolin, indicating that, unlike wild-type UL24 (Fig.
7a), the deleted forms of UL24 had lost the ability to induce nucleolin dispersal (Figs. 7 b-f).
Thus, the integrity of each of the HDs was required for UL24 to induce the dispersal of nucleolin,

but not for targeting to nucleoli.

Identification of a nucleolar targeting signal in UL24 To identify the sequence in UL24 that
directs nucleolar targeting, we undertook a systematic analysis. Vectors expressing various
segments of UL24 as fusion proteins with eGFP were transiently transfected into COS-7 cells,
and the ability of the fragments to direct eGFP to nucleoli was determined by confocal
microscopy. Transiently expressed eGFP was distributed between the nuclear and cytoplasmic
compartments, but was excluded from nucleoli (Fig 8c, left-hand panel), thus allowing the
unambiguous determination of nucleolar-targeting in this assay. A schematic illustrating the
various constructs tested is presented in Fig 8a. Full-length eGFP fusion proteins to fragments
$1-S2, S2-S3, S1-S3 and S3-S6 were detected by Western blot (data not shown). Through
standard deletion analysis we found that the N-terminal 60 aa fragment of UL24, when fused to
eGFP, was sufficient to direct the protein to nucleoli (Fig. 8b). We found that in approximately
40% cells expressing eGFP-S1-S2, the eGFP signal was not excluded from the nucleolus as
seen with eGFP alone. Of those, between 15 and 20% exhibited a prominent nucleolar signal
as shown in Fig. 8c, middle panel. , Thus, we concluded that fragment S1-S2 contains a

nucleolar localization signal.

Discussion

Localization of UL24 in the absence of other viral proteins The staining pattern we
observed for HA-UL24 when expressed out of the context of infection showed similarities with
the localization of HA-UL24 in infected cells (Lymberopoulos & Pearson, 2007). In each case,
co-localization with nucleolar markers was observed, as well as perinuclear staining. However,
while the perinuclear staining in transfected cells co-localized with the trans-Golgi marker
golgin-97, in HSV-1-infected Vero cells, the Golgi becomes fragmented (Avitabile ef al., 1995;
Campadelli et al., 1993). The staining pattern for golgin-97 is greatly altered in HSV-infected
Vero cells and we have not observed co-localization with HA-UL24 (Lymberopoulos and
Pearson, unpublished data). Thus, it is possible that the perinuclear accumulation of HA-UL24
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upon transient transfection and in the context of infection correspond to different structures, or
perhaps virus-modified Golgi-related vesicles in the case of infected cells.

Our observation that wild-type UL24 of HSV-1, while able to target nucleoli, is more often
detected dispersed throughout the nucleus may explain previous reports of dispersed nuclear
staining, but not nucleolar localization, of the VZV UL24 homologue, gp35 (lto et al., 2005), and
the murine gammaherpesvirus 68 homologue ORF20 (Nascimento & Parkhouse, 2007).
However, foci of nuclear staining suggestive of nucleoli have been observed for the HSV-1
UL24 homologues of HSV-2 (Hong-Yan et al., 2001) and human cytomegalovirus (Wang et al.,
2000). That cells were observed where both UL24 and nucleolin were dispersed but fibrillarin
exhibited the typical staining pattern for cells in interphase, strongly suggests that UL24-induced
dispersal of nucleolin is not a consequence of a general disaggregation of nucleoli. We propose
that wild-type UL24 targets nucleoli leading to the dispersal of nucleolin, which is associated
with the dispersal throughout the nucleus of UL24 itself.

UL24 induces dispersal of nucleolin Ribosome biogenesis is downregulated during HSV
infection (Stenberg & Pizer, 1982; Wagner & Roizman, 1969). Nucleolin functions in both RNA
polymerase | transcription and rRNA maturation, and thus plays an important role in ribosome
biogenesis (Rickards et al., 2007, and reviewed in Mongelard & Bouvet, 2007). An attractive
hypothesis is that during infection, UL24 contributes to this change in cellular metabolism
through an effect on nucleolin. It remains to be determined if UL24 is either necessary or
sufficient to direct this down-regulation, and if so, whether the effect is direct or indirect.
However, our finding that UL24 was sufficient to induce dispersal of nucleolin indicates that
UL24 interacts directly with one or multiple cellular components. Nucleoli are also involved in
cell cycle regulation (reviewed in Boisvert et al., 2007). Because the spatial distribution of
nucleolar proteins varies during the cell cycle, dispersing in M phase, it is possible that the effect
of UL24 on nucleolin is related to an effect on cell cycle progression. Consistent with this
hypothesis, it was recently reported that the UL24 homologue of murine gamma herpesvirus 68,
orf 20, when expressed in 293T cells, is associated with a cell-cycle block in G2 (Nascimento &
Parkhouse, 2007).

Functional dissection of UL24 We discovered that the C-terminal domain of UL24 was both
necessary and sufficient for targeting to the Golgi. Because Golgi-derived vesicles appear to
play a role in the final envelopment of viral particles, one hypothesis is that this C-terminal
domain would play a role in the modulation of membrane fusion events late in infection.

62



Disruption of these activities would then explain the syncytial plaque phenotype associated with
UL24 mutations. However, it is also possible that while Golgi-targeting information is contained
within the C-terminus, functions encoded in the N-terminal portion of the protein are still required

for fusion-related activities.

We found that the nucleolin dispersal activity was contained within the conserved N-
terminal domain of UL24, suggesting that this function may be shared among virtually all
herpesviruses, and represent a critical function in the viral life cycle. Our observation that
deletion of any one HD abrogated the ability to disperse nucleolin could reflect the loss of
specific interactions with cellular components, but it is also possible that the deletions impede
correct folding without changing steady-state levels of the protein or inhibiting the nucleolar
localizing activity. Contained within the UL24 HDs are the sequences that make up the putative
PD-(D/E)XK endonuclease motif. At present, the functionality of this motif is unknown, however,
the amino acids constituting the predicted catalytic domain are highly conserved among
herpesviruses of all families. The experiments presented here do not allow us to establish if the
putative endonuclease motif plays a role in nucleolin dispersal. Further analyses involving
mutations that specifically target the core residues of the putative catalytic site will be required
to establish the importance of this motif in nucleolar modifications.

We found that a fragment corresponding to the first 60 aa of UL24 was able to target
nucleoli, however, it did not appear to be sufficient to disperse nucleolin, which suggests that
functions in the remainder of the N-terminal domain of UL24 must be important for this activity.
This result is consistent with our finding that each of the HD deletions variants could target

nucleoli but not affect the distribution of nucleolin.

Our discovery that expression of UL24 alone is sufficient to modify the composition of
nucleoli leads to further questions regarding the function of this cellular modification and the
mechanisms involved. It will be of particular interest to determine the relationship between the
nucleolin-dispersal activity of UL24 and UL24-mutant phenotypes observed in cell culture and in

an animal model of infection.

Acknowledgements

We would like to acknowledge Marcel Desrosiers of the INRS-Institut Armand-Frappier Imaging

Facility for technical assistance with the fluorescence microscopy experiments. We thank D. M.

63



Coen and V. von Messling for providing plasmids. We thank A. Griffiths for critical reading of
the manuscript. This work was supported by grants from the Canadian Institutes for Health
Research, the Canada Foundation for Innovation, and the Fonds pour la Recherche en Santé
du Québec (FRSQ)to A.P. LB.isa recipient graduate scholarships from the FRSQ and the
Fondation Armand-Frappier. A.P. was named a Research Scholar of the FRSQ.

References

Avitabile, E., Di Gaeta, S., Torrisi, M. R., Ward, P. L., Roizman, B. & Campadelli-Fiume, G.
(1995). Redistribution of microtubules and Golgi apparatus in herpes simplex virus-
infected cells and their role in viral exocytosis. J Virol 69, 7472-7482.

Besse, S. & Puvion-Dutilleul, F. (1996). Intranuclear retention of ribosomal RNAs in response
to herpes simplex virus type 1 infection. J Cell Sci 109 ( Pt 1), 119-129.

Blakeney, S., Kowalski, J., Tummolo, D., DeStefano, J., Cooper, D., Guo, M., Gangolli, S.,
Long, D., Zamb, T., Natuk, R. J. & Visalli, R. J. (2005). Herpes simplex virus type 2
UL24 gene is a virulence determinant in murine and guinea pig disease models. J Virol
79, 10498-10506.

Boisvert, F. M., van Koningsbruggen, S., Navascues, J. & Lamond, A. I. (2007). The
multifunctional nucleolus. Nat Rev Mol Cell Biol 8, 574-585.

Burch, A. D. & Weller, S. K. (2004). Nuclear sequestration of cellular chaperone and
proteasomal machinery during herpes simplex virus type 1 infection. J Virol 78, 7175-
7185.

Campadelli, G., Brandimarti, R., Di Lazzaro, C., Ward, P. L., Roizman, B. & Torrisi, M. R.
(1993). Fragmentation and dispersal of Golgi proteins and redistribution of glycoproteins
and glycolipids processed through the Golgi apparatus after infection with herpes
simplex virus 1. Proc Natl Acad Sci U S A 90, 2798-2802.

De Brabander, M. J., Van de Veire, R. M., Aerts, F. E., Borgers, M. & Janssen, P. A. (1976).
The effects of methyl (5-(2-thienylcarbonyl)-1 H-benzimidazol-2-yl) carbamate, (R 17934;
NSC 238159), a new synthetic antitumoral drug interfering with microtubules, on
mammalian cells cultured in vitro. Cancer Res 36, 905-916.

Everett, R. D., Earnshaw, W. C,, Findlay, J. & Lomonte, P. (1999). Specific destruction of
kinetochore protein CENP-C and disruption of cell division by herpes simplex virus
immediate-early protein Vmw110. EMBO 18, 1526-1538.

Griffiths, A. & Coen, D. M. (2003). High-frequency phenotypic reversion and pathogenicity of
an acyclovir-resistant herpes simplex virus mutant. J Virol 77, 2282-2286.

Harley, C. A., Dasgupta, A. & Wilson, D. W. (2001). Characterization of herpes simplex virus-
containing organelles by subcellular fractionation: role for organelle acidification in
assembly of infectious particles. J Virol 75, 1236-1251.

64



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

ito, H., Sommer, M. H., Zerboni, L., Baiker, A., Sato, B., Liang, R., Hay, J., Ruyechan, W. &
Arvin, A. M. (2005). Role of the varicella-zoster virus gene product encoded by open
reading frame 35 in viral replication in vitro and in differentiated human skin and T cells
in vivo. J Virol 79, 4819-4827.

Jacobson, J. G., Chen, S. H., Cook, W. J., Kramer, M. F. & Coen, D. M. (1998). Importance
of the herpes simplex virus UL24 gene for productive ganglionic infection in mice.
Virology 242, 161-169.

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

Johnston, J. A., Ward, C. L. & Kopito, R. R. (1998). Aggresomes: a cellular response to
misfolded proteins. The Journal of cell biology 143, 1883-1898.

Knipe, D. M., Howley, P. M., Griffin, D. E., Lamb, R. A. & Martin, M. A. (2007). Fields
virology. Philadelphia: Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins.

Knizewski, L., Kinch, L., Grishin, N. V., Rychlewski, L. & Ginalski, K. (2006). Human
herpesvirus 1 UL24 gene encodes a potential PD-(D/E)XK endonuclease. J Virol 80,
2575-25717.

Lomonte, P. & Morency, E. (2007). Centromeric protein CENP-B proteasomal degradation
induced by the viral protein ICP0. FEBS letters 581, 658-662.

Lomonte, P., Sullivan, K. F. & Everett, R. D. (2001). Degradation of nucleosome-associated
centromeric histone H3-like protein CENP-A induced by herpes simplex virus type 1
protein ICPO. J Biol Chem 276, 5829-5835.

Lymberopoulos, M. H. & Pearson, A. (2007). Involvement of UL24 in herpes-simplex-virus-1-
induced dispersal of nucleolin. Virology 363, 397-409.

Maul, G. G., Guldner, H. H. & Spivack, J. G. (1993). Modification of discrete nuclear domains
induced by herpes simplex virus type 1 immediate early gene 1 product (ICPO0). J Gen
Virol 74 ( Pt 12), 2679-2690.

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

Mongelard, F. & Bouvet, P. (2007). Nucleolin: a multiFACeTed protein. Trends Cell Biol 17,
80-86.

Monier, K., Armas, J. C., Etteldorf, S., Ghazal, P. & Sullivan, K. F. (2000). Annexation of the
interchromosomal space during viral infection. Nat Cell Biol 2, 661-665.

Nascimento, R. & Parkhouse, R. M. (2007). Murine gammabherpesvirus 68 ORF20 induces
cell-cycle arrest in G2 by inhibiting the Cdc2-cyclin B complex. J Gen Virol 88, 1446-
1453.

65



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

Rickards, B., Flint, S. J., Cole, M. D. & LeRoy, G. (2007). Nucleolin is required for RNA
polymerase | transcription in vivo. Mol Cell Biol 27, 937-948.

Rogalski, A. A. & Singer, S. J. (1984). Associations of elements of the Golgi apparatus with
microtubules. J Cell Biol 99, 1092-1100.

Scott, E. S. & O'Hare, P. (2001). Fate of the inner nuclear membrane protein lamin B receptor
and nuclear lamins in herpes simplex virus type 1 infection. J Virol 75, 8818-8830.

Simpson-Holley, M., Baines, J., Roller, R. & Knipe, D. M. (2004). Herpes simplex virus 1
U(L)31 and U(L)34 gene products promote the late maturation of viral replication
compartments to the nuclear periphery. J Virol 78, 5591-5600.

Stenberg, R. M. & Pizer, L. I. (1982). Herpes simplex virus-induced changes in cellular and
adenovirus RNA metabolism in an adenovirus type 5-transformed human cell line. J Viro/
42, 474-487.

Turcotte, S., Letellier, J. & Lippe, R. (2005). Herpes simplex virus type 1 capsids transit by the
trans-Golgi network, where viral glycoproteins accumulate independently of capsid
egress. J Virol 79, 8847-8860.

Uprichard, S. L. & Knipe, D. M. (1997). Assembly of herpes simplex virus replication proteins
at two distinct intranuclear sites. Virology 229, 113-125.

von Messling, V., Springfeld, C., Devaux, P. & Cattaneo, R. (2003). A ferret model of canine
distemper virus virulence and immunosuppression. J Virol 77, 12579-12591.

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

Wang, S. K., Duh, C. Y. & Chang, T. T. (2000). Cloning and identification of regulatory gene
UL76 of human cytomegalovirus. J Gen Virol 81, 2407-2416.

66



(a) HO1 HD2 HDIHD4  HDS (b) (C)

» \
HA-! 4
o (A M)  JS88dE oo e
S S & ¥ & &
HA-UL24delHD1 1 ] e F PSS w F & S
1&7)(5)- 1%
HA-UL24delHD2 ﬂ ] t ----- 1 |  so- 50
37- 37
HA-UL24delHD3 ] !'“; . ] - R «HA.UL24
= D s, S i
25- .
25- P o -
HA-UL24detHD4 [{ - I{ ....... F " - 20- | +HA-UL24Nterm
. 15- - +~HA-UL24Cterm

HA-UL24detHD5 [l EL ....... | ] s
1 10-
HA-UL24Ctem [} F B & s , . .

HA-UL24Nterm ] 1!& ....................

Fig. 1. UL24 deletions. Diagram illustrating the deletion series of HA-tagged UL24 proteins
used. (a) The N-terminal HA tag is represented by a hatched box. For the wild-type protein, the
HDs are shown in solid black; the remainder of the protein is in grey. Dotted lines represent the
deleted regions. (b) Western blot showing the expression of the UL24 HD deletions. (c) Western
blot showing the expression of the C-terminal and N-terminal portion of UL24. The positions of
molecular mass markers are indicated to the left of the panels, and the position of the different

UL24 proteins are indicated by arrows to the right.
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Fig. 2. Cellular localization of UL24 in the absence of viral infection. The localization of HA-
UL24 in transiently transfected COS-7 cells was assessed by confocal microscopy. Nuclei were
stained with Drag5 (blue) and HA-UL24 was visualised by indirect immunofluoresence using a
primary antibody specific for HA and a secondary antibody conjugated to the fluorophor Alexa
488 (green). (a) Negative control showing staining with the secondary antibody only. (b) The
major staining pattern observed for HA-UL24. (c) The minor HA-UL24 staining pattern.
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Fig. 3. Cytoplasmic localization of UL24. Confocal microscopy images showing cells dual-
labelled for HA-UL24 and cellular markers. Transiently transfected COS-7 cells expressing HA-
UL24 were co-stained for HA and either (a) Golgin-97, a marker for the trans-Golgi, (b) GM130,
which localizes to the cis-Golgi, or (c), mannosidase ll, a marker for the medial-Golgi,.
Secondary antibodies coupled to either Alexa 488 (green) and Alexa 568 (red) were used to
visualise HA-UL24 and the different Golgi markers respectively. Merged images are shown in
the right hand panels. Arrows indicate sites of co-localization. (d) Twelve hours post-transfection
with a plasmid expressing HA-UL24, cells were exposed to DMSO alone for another twelve
hours, and then triple-stained for HA-UL24, a-tubulin, and mannosidase Il. The secondary
antibodies used were coupled to Alexa 488 (green), Alexa 568 (red) and Alexa 647 (white)
respectively. (e) Twelve hours post-transfection with a plasmid expressing HA-UL24, cells were
exposed to 1 g ml”" of nocodazole in DMSO for another twelve hours, and immunostained as
in (d).
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Fig. 4. Targeting of UL24 to nucleoli. Confocal microscopy images showing staining patterns
for HA-UL24 and nucleolar markers. (a) COS-7 cells transiently expressing HA-UL24 were co-
stained for HA and the nucleolar protein fibrillarin. Shown is a cell that exhibits the minor HA-
UL24 distribution pattern. (b) Shown is a cell that exhibits the minor HA-UL24 distribution
pattern co-stained for HA and nucleolin. (c) Shown is a cell that exhibits the major HA-UL24
distribution pattern co-stained for HA and nucleolin. Secondary antibodies coupled to Alexa 488
(green) and Alexa 568 (red) were used for HA and nucleolar proteins respectively. Merged
images are shown in the right hand panels. Arrows indicate sites of co-localization.
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Fig. 5. UL24 induces dispersal of nucleolin. Quantification of the effect of UL24 on nucleolin
dispersal. COS-7 cells were co-transfected with the eGFP expression plasmid pEGFP-N1 and
either an expression plasmid for UL24, HA-UL24 or the corresponding empty vector. (a) Cells
were stained for nucleolin and analyzed by confocal microscopy. The percentage of eGFP-
positive cells retaining foci of nucleolin staining was scored. (b) Cells were stained for fibrillarin,
and the percentage of eGFP positive cells exhibiting wild type foci of fibrillarin staining was
assessed. Results represent the average of three independent experiments, in which 46 to 201
cells were counted for each individual co-transfection assay. Error bars represent the standard
deviation. (c) COS-7 cells transiently expressing HA-UL24 were triple-stained for HA, fibrillarin
and nucleolin, using secondary antibodies coupled to Alexa 488 (green), Alexa 568 (red) and
Alexa 647 (blue) respectively. The merged image is shown in bottom right corner.
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Fig. 6. The N-terminal portion of UL24 is sufficient to induce the dispersal of nucleolin. Confocal
images showing the localization of the N- and C-terminal portions of UL24 in transiently
transfected COS-7 cells. Shown in the upper two rows of panels are cells expressing either HA-
UL24Cterm (a) or HA-UL24Nterm (b) that were co-stained for HA (green) and nucleolin (red). In
the bottom two rows of panels are cells expressing HA-UL24Cterm (c) or HAUL24Nterm (d) that
were co-stained for HA (green) and GM130 (red). Secondary antibodies coupled to Alexa 488
or Alexa 568 were used respectively. Merged images are shown in the right-hand panels.
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Fig. 7. Cellular localization of UL24 HD deletion variants. Confocal images showing co-staining
for HA and nucleolin of cells expressing HA-UL24 proteins harboring HD deletions. (a) The
major staining pattern for wild-type HA-UL24 is shown. (b-f) Localization of UL24 variants with
deletions corresponding to HD 1 to 5 respectively. Secondary antibodies used were as
described in Fig. 4. Merged images are shown in the right-hand panels. Arrows indicate sites of

co-localization.
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Fig. 8. ldentification of a UL24 nucleolar-targeting domain. (a) Diagram illustrating UL24
fragments fused to eGFP. Fragments S1 to S6 correspond to the regions between HDs. (b)
Summary of the nucleolar targeting activity detected for different UL24 fragments. (c) Confocal
images showing, from left to right, the localization of unfused eGFP, eGFP fused to the
fragment S1-S2 and eGFP fused to the fragment S2-S3.
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Supplemental fig. 1. Intracellular localisation of UL24 in relation to the amount of DNA
transfected. COS-7 celis transfected with different DNA concentration, indicated in the lower left
corner of the panels. HA-UL24 was detected by indirect immunofiuoresence using Alexa-488
(green) and nuclei visualised using Draq5 (blue).
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Supplemental table 1. Primer sequences. List of primers used in the article and their

sequence.

Name Sequence

DelHD1-5' 15Phos/GCGTCTGCGTTCGACCAGGC

DelHD1-3' GCCAAAGAGGTGCGGGAGTTTC

DelHD2-5' 15Phos/ICTCGAACACCGAGCGACC

DelHD2-3' TTCGAATTCGCCAATGACAAG

DelHD3-5' CCCGCCCAGCGTCTTGTC

DelHD3-3’ TCTTCCGGGGACACCGCC

DelHD4-5 GTCCCCGGAAGAAATATATTTGC

DelHD4-3' CAGTCCCTCGCGCCTCCG

DelHD5-5' ACCCGGAGGCGCGAGGG

DelHD5-3' CGGCTCGTCCCGCAGAAG

HADelN-top GTAC GTCGGTTGCTATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGCCTA
HAdelN-bot TAGGCAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACATAGCAACCGAC
DelC-top TACGGTCCCTGACTGACTGACCATTGA

DelC-bot TCAATGGTCAGTCAGTCAGGGACCGTA

S1-8 GAGCTCAAGCTTATGGCCGCGAGAACGCGC

S2-8 GAGCTCAAGCTTATGGCCAAAGAGGTGCGGGAG

S2-E CGGTACCGTCTCGAACACCGAGCGACCC

$3-S GAGCTCAAGCTTATGGTGTTCGAATTCGCCAATGACAAG
S3-E CGGTACCGTCCCGCCCAGCGTCTTGTC

S6-E CGGTACCGTCGTATACGTGGACAGGCTCTG
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Résumé de la deuxiéme publication

Titre : Les résidus conservés d'UL24 du virus herpés simplex sont importants pour la dispersion

de la protéine nucléolaire nucléoline.

La famille des protéines UL24 est largement conservée dans les herpesviridae. Nous avons
précédemment démontre I'importance d'UL24 pour la dispersion de la nucléoline lors de
linfection. De plus, nous avons démontré que la partie N-terminale d'UL24 se localise au
nucléole et est capable d'induire cette dispersion en absence d'autres protéines virales. Dans
cet article, notre hypothése était que les résidus hautement conservés d'UL24 sont importants
dans la fonction de dispersion de la nucléoline. Nous avons construit un éventail de mutations
dans UL24 résultant en la substitution d’acides aminés conservés et nous avons testé celles-ci
pour leur effet sur la localisation de la nucléoline. Nous n'avons pas observé de changement de
localisation sauf que certaines versions démontraient une localisation nucléolaire plus
importante. Celles démontrant une localisation plus importante étaient également plus fortement
affectées dans leur role de dispersion de la nucléoline. Deux régions d'UL24 étaient
particulierement sensibles a ces mutations et correspondaient & des acides aminés dans un
motif potentiel d'endonucléase. Deux de ces mutations ont été testées en infection utilisant des
virus recombinants. Leurs phénotypes de dispersion de la nucléoline concordaient avec les
observations obtenues en transfection transitoire. Les mutations E99A/K101A et G121A
résultaient en la formation de plages syncytiales, phénotype observé chez un virus déficient en
UL24. Par contre, seule la mutation E99A/K101A résultait en une réduction de l'efficacité de
réplication virale, lorsque comparée au virus de type sauvage KOS. Ce résultat démontre une
séparation des phénotypes de réduction de réplication virale et la formation de plages
syncytiales, supportant un réle multifonctionnel d'UL24 lors de l'infection. Notre étude a identifié
plusieurs résidus importants dans la fonction de dispersion de la nucléoline et supporte
Fimportance du motif putatif d'endonucléase dans la fonction d'UL24.
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Abstract

The UL24 family of proteins is widely conserved among herpesviruses. We demonstrated
previously that UL24 of herpes simplex virus 1 is important for the dispersal of nucleolin from
nucleolar foci throughout the nucleus of infected cells. Furthermore, the N-terminal portion of
UL24 localizes to nuclei and can disperse nucleolin in the absence of any other viral proteins.
In this study, we tested the hypothesis that highly conserved residues in UL24 are important for
the ability of the protein to modify the nuclear distribution of nucleolin. We constructed a panel
of substitution mutations in UL24, and tested their effect on nucleolin staining patterns. We
found that modified UL24 proteins exhibited a range of sub-cellular distributions. Mutations
associated with a wild type localization pattern for UL24 correlated with high levels of nucleolin
dispersal. Interestingly, mutations targeting two regions, namely within the first homology
domain, and overlapping or near the previously identified PD-(D/E)XK endonuclease motif,
caused the most altered UL24 localization pattern as well as the most drastic reduction in its
ability to disperse nucleolin. Viral mutants corresponding to the substitutions G121A and
E99A/K101A both exhibited a syncytial plaque phenotype at 39°C. vUL24-E99A/K101A
replicated to lower titers than did vUL24-G121A or KOS. Furthermore, the E99A/K101A
mutation caused the greatest impairment of HSV-1 induced dispersal of nucleolin. Our results
identified residues in UL24 that are critical for the ability of UL24 to alter nucleoli, and further
support the notion that the endonuclease motif is important for the function of UL24 during

infection.
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Introduction

The UL24 protein is conserved throughout the Herpesviridae family and, to the best of
our knowledge, a UL24 homolog has been identified in all Herpesvirales genomes sequenced to
date with the exception of the channel catfish virus (9, 10, 19). UL24 of HSV-1 is required for
efficient virus replication both in vitro and in vivo, and for reactivation from latency in a mouse
model of ocular infection (18). UL24 is one of the few HSV-1 genes, along with gB, gK and
UL20, in which mutations have been identified that cause the formation of syncytial plaques (2,
7, 34, 36, 39). The UL24-associated syncytial phenotype is only partially penetrant at 37°C, but
is fully penetrant at 39°C. Indications are that gK and UL20 have an inhibitory effect on the
formation of syncytia (1), while certain mutations in gB entrain an uncontrolled fusogenic activity
(11, 13, 15).

UL24 is a highly basic protein of 269 amino acids (aa) that is expressed with leaky-late
kinetics (31). Five homology domains (HD), which consist of stretches of amino acids with high
percentage of identity between homologs, are present in the UL24 open reading frame (ORF)
(19). In addition, a PD-(D/E)XK endonuclease motif has been identified that falls within the HDs
(20); however, a role for this motif has yet to be demonstrated. In infected cells, UL24 is
detected in the nucleus and the cytoplasm, and transiently localizes to nucleoli (23). In the
absence of other viral proteins, UL24 accumulates in the Golgi apparatus and in the nucleus,
where it usually exhibits a diffuse staining pattern, but in a minority of cells is detected in

nucleoli (3).

During infection, the formation of the viral replication compartments in the nucleus and
the action of several viral proteins result in a remodeling of the nucleus. Chromatin is
marginalized (29, 40), Promyelocytic Leukemia bodies are dispersed (26, 27) and the nuclear
lamina is disrupted (33, 37). HSV-1 infection also affects the nucleolus, a prominent nuclear
sub-structure implicated in the synthesis of ribosomal RNA (rRNA), cell cycle regulation and
nucleo-cytoplasmic shuttling (5). Nucleoli become elongated following infection, and the
synthesis of mature rRNA is reduced (4, 38, 42). Several HSV-1 proteins have been shown to
localize to, or associate with, the nucleolus (12). The viral protein VP22 associates with the
nucleolus and with dispersed nucleolin in HSV-1 infected cells (22), and RL1, US11 and ICPO
have also been shown to localize to nucleoli (24, 30, 35). Previously, we showed that nucleolin
is dispersed throughout the nucleus upon HSV-1 infection, and that UL24 is involved in this
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nuclear modification (23). We further found that the N-terminal portion of UL24 is sufficient to
induce the redistribution of nucleolin in the absence of other viral proteins (3).

In this study, we sought to test the hypothesis that the endonuclease motif, which is
made up of some of the most highly conserved residues in UL24, is important for the dispersal
of nucleolin. A panel of substitution mutations in UL24 were generated, and the impact on the
function of UL24 assessed.

Material and Methods

Cells and viruses. Vero and COS-7 cells were propagated as described previously (3). The
virus strains KOS and UL24XG (18) were generously provided by Donald M. Coen (Harvard
Medical School). For the plaque morphology assays, infected cells were incubated in D-MEM
media containing high glucose, with 0.33% methylicellulose, and supplemented with 2%
newborn calf serum, 50 U/ml of penicillin and 50 mg/mi of streptomycin.

Plasmid construction. To generate mutations in the UL24 gene, polymerase chain reaction
(PCR) site-directed mutagenesis was carried out on the plasmid pAG5 (16) or pLB-HA-UL24
(3). PCR reactions were performed using complimentary sets of mutagenic oligonucleotides.
DNA from the reactions was digested with Dpn1 (Roche) to remove the wild-type template DNA,
and ligated with T4 DNA ligase (New England Biolabs). Following transformation into DH5(1
bacteria, plasmids were sequenced to verify the presence of the desired mutation, and the
absence of other sequence changes in the UL24 ORF. DNA sequencing was carried out by the
McGill University and Genome Innovation Center. The different mutations and the
corresponding mutagenic oligonucleotides used are indicated below. The nucleotide changes
are represented in bold characters. For E69A/V70A (UL24E69AV70Atop 5'- GTCACCTTAATAT
GCGCAGCGGACCTGGGACGGCGC-and UL24E69Abot 5'- GCGCGGTCCCAGGTCCGCTGC
GCATATTAAGGTGAC), for L72A (UL24L72Atop 5'- GCGAAGTGGACGCGGGACCGCGCCG
and UL24L72Abot 5- CGGCGCGGTCCCGCGTCCACTTCGC), for R7T5A/D78A
(UL24R75AD78Atop 5'- CCTGGGACCGGCCCGCCCCGCCTGCATCTGC and
UL24R75AD78Abot 5'- GCAGATGCAGGCGGGGCGGGCCGGTCCCAGG), for 1I97A/198A
(UL24197A198Atop 5'- CTGGGCGGGGTTTGTGTCGCCGCAGAACTAAAGACATGC and
UL24197AI98Abot 5'- GCATGTCTTTAGTTCTGCGGCGACACAAACCCCGCCCAG), for
E99A/K101A (UL24E99K101Atop 5'- GGGTTTGTGTCATCATAGCACTAGCGACATGCAA
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ATATATTTCTTCCG and UL24E99AK101Abot 5'-CGGAAGAAATATATTTGCATGTCGCTAG
TGCTATGATGACACAAACCC), for Q117A (UL24Q117Atop 5- CGCCAGCAAACGCGAGGCA
CGGGCCACGGGGATG and UL24Q117Abot 5'- CATCCCCGTGGCCCGTGCCTCGCGTTTG
CTGGCG), for G121A (UL24G121Atop 5- GAGCAACGGGCCACGGCGATGAAGCAGCTG
CGC and UL24G121Abot 5- GCGCAGCTGCTTCATCGCCGTGGCCCGTTGCTC), for
Q124A/L125A (UL24Q124/L125Atop 5'- GGGCCACGGGGATGAAGGCGGCGCGCCACTCC
CTGAAGC and UL24Q124A/L125Abot 5-GCTTCAGGGAGTGGCGCGCCGCCTTCATCCC
CGTGGCCC), for Q154A (UL24Q154Atop 5- CCTGGTGTTTGTCGCCGCACGGACGCTCC
GCGTC and UL24Q154Abot 5- GACGCGGAGCGTCCGTGCGGCGACAAACACCAGG), for
H22L (UL24H22Ltop 5- GCAGGGGTACGAAGCCTTACGCGCTTCTACAAG-3’ and
UL24H22Lbot 5-* CTTGTAGAAGCGCGTAAGGCTTCGTACCCCTGC-3') and for Y26A
(UL24Y26Atop 5'- CGAAGCCATACGCGCTTCGCCAAGGCGCTTGCCAAAG -3'and
UL24Y26Abot 5'- CTTTGGCAAGCGCCTTGGCGAAGCGCGTATGGCTTCG-3').

For all mutations other than H22L and Y26A, mutagenesis was performed on the plasmid pAGS,
and then subcloned into the mammalian expression vector pLBPfl-HA-UL24. For the
substitutions H22L and Y26A, mutagenesis was performed on the plasmid pLB-HA-UL24 then
subcloned back into pLBPfl-HA-UL24 in case mutations had arisen in the rest of the vector
during the mutagenesis step.

The plasmid pBamH1QeGFP was obtained by the insertion of an expression cassette
containing the CMV promoter driving the eGFP gene, into the Bsp119l site of pAG5. The CMV-
eGFP cassette was amplified from the template pEFP-N1 (Clonetech) using primers eGFP-
CMVp-Start 5-TTCGAATAGTTATTAATAGTAATCAATTACG-3’ and eGFP-STOP-End 5'-
TTCGAAATCTAGAGTCGCGGCCGC-3’, which contain Bsp119I sites at their 5’ ends. The
PCR fragment was inserted in the pCR-Bluntll-TOPO vector (Invitrogen), and then digested with
Bsp119! (New England Biolabs) along with the vector pAG5, which were ligated together using
T4 DNA ligase.

Transfection and western blotting. To assess expression of hemagglutinin epitope (HA)
tagged UL24 protein expression, 1.5x1 0° COS-7 cells were seeded per well in 6-well plates.
The following day, cells were transfected with 3 pg of pLBPfl-HAUL24 or mutant versions using
Lipofectamine transfection reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
Two days post-transfection, cells were washed with PBS and lysed in 150 ul of RIPA lysis buffer
(500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% deoxycholic Acid, 0.1% SDS and 50mM Tris pH 8.0).
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0.2 pg of a B-galactosidase expression vector was co-transfected to normalize loading
according to transfection efficiency. B-galactosidase activity was quantified using the
luminescent B-gal detection kit |l (Clontech) following the manufacturer’s instructions.
Normalized volumes of lysate were resolved by polyacrylamide gel electrophoresis on a
denaturing SDS 12.5% gel. For infected cell lysates, Vero cells were infected at an MOI of 10,
and lysed in RIPA lysis buffer 18 hpi. Proteins were transferred to a PVDF membrane
(Immobilon-P, Millipore), and analyzed by Western blotting using a monoclonal antibody
directed against HA (Covance), and a secondary antibody conjugated to horseradish
peroxidase (Calbiochem). Detection was by enhanced chemiluminesence using ECL plus

reagents (GE-Amersham).

Construction of recombinant viruses. Recombinant viruses were produced by homologous
recombination essentially as described previously (16). The virus vUL24-eGFP was obtained
by co-transfecting KOS infectious DNA and the transfer plasmid pBamH1QeGFP that had been
linearized with Xbal (New England Biolabs). Recombinant viruses with mutant versions of UL24
or in the case of the rescue virus, wild-type UL24, were obtained by co-transfection of vUL24-
eGFPb infectious DNA and the appropriate linearized transfer vector—pAGS5 for the rescue
virus, and pKOS-UL24-E99A/K101A or pKOS-UL24-G121A for the mutant viruses. DNA was
transfected into Vero cells using Lipofectamine (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. Recombinant viruses engineered to express eGFP or to contain other forms of
altered UL24 genes were screened for based on the presence or absence of eGFP expression
respectively. The UL24 ORF of each recombinant virus was sequenced to ensure the absence

of undesired mutations.

Viral growth curves. Viral yield was assayed using one-step growth curves. 2.5 x 10° Vero
cells were seeded in duplicate in cell culture tubes containing 2 ml of complete medium. The
next day, cells were infected with the indicated virus at a multiplicity of infection (MOI) of 5. At
6, 12, 18 and 24 hours post infection (hpi), the respective tubes were removed from the
incubator and placed at -80°C. Tubes were thawed, sonicated, and total virus (cell-associated

and cell-free) was titrated.

Southern blotting. Overall genome structure of vUL24-eGFPb and ¢, and vUL24-eGFPrescue
was analyzed by restriction digest with BamH1. Viral genomic DNA was isolated by
phenol:chloroform extraction of isolated virions. 1.5 pg of viral DNA were digested with BamH1
(New England Biolabs), as well as 100 ng of the plasmid pAG5, which contains the wild-type
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BamH1 Q fragment, and pBamH1QeGFP, which is the original transfer plasmid used for the
construction of vUL24-eGFP. Restriction digest products were run on an agarose gel, and
transferred by capillarity action to a positively-charged nylon membrane. The membrane was
then blotted with a dioxygenin (DIG)-labeled probe corresponding to the wild-type BamH1 Q
fragment in pBluescript I| SK+. The probe was generated using the Random primed DNA
labeling kit (Roche), according to the manufacturer’s instructions. The signal was detected
using the substrate CSPD (Roche).

Immunofluorescence. Transient transfection of COS-7 cells was performed as described
previously (3). For analysis of infected cells, 4x1 0* Vero cells were seeded on glass coverslips
the day before infection at an MOI of 10, and fixed 18 hpi. Cells were immunostained as
described previously (3). The following primary antibodies were used, as indicated in the text:
rat monoclonal anti-HA high affinity (Roche), rabbit polyclonal anti-nucleolin (Abcam), mouse
monoclonal anti-nucleolin (Santa Cruz). Secondary antibodies used were: goat anti-rat Alexa-
488-conjugated, and goat anti-mouse or anti-rabbit Alexa-568-conjugated (Invitrogen), as
indicated in the text. After immunostaining, cells were washed three times in PBS, and
incubated with Drag5 (Biostatus) diluted 1:500 in PBS at 37°C for 30 minutes. The cells were
then washed once in PBS, and coverslips mounted on glass slides using Prolong Gold Anti-
Fade reagent (Invitrogen). The slides were visualized using a BioRad Radiance 2000 confocal
with an argon—krypton laser at 488 and 568 nm (diode 638nm) mounted onto a Nikon E800
microscope using a 60x objective, with an aperture of 1.4, and a 1.6x software magnification in
Lasersharp software (Biorad). Images were prepared using Adobe Photoshop CS4.

Results

Substitution of highly conserved residues in UL24. The five UL24 HDs in HSV-1 UL24
contain clusters of amino acids that have a high degree of identity between UL24 proteins
encoded by different herpesviruses. Previously, we deleted each of these HDs individually, and
found that removal of any one resulted in a protein that localized efficiently to nucleoli, but no
longer caused the dispersal of nucleolin (3). We hypothesized that this lack of activity was a
result of misfolding of the protein due to these relatively large deletions. Thus, in order to
identify regions in UL24 that were important for its effect on nucleoli, we undertook a strategy of
site-directed mutagenesis. We compared UL24 of HSV-1 (strain KOS) and several other UL24
homologs. Based on this analysis, we generated a panel of modified versions of UL24, where
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some of the most conserved residues were substituted individually or in pairs, namely H22
(100% identity among 78 UL24 homologs), Y26 (99%), E69 (100%)/V70 (94%), L72 (96%), R75
(100%)/D78 (100%), 198 (58%)/198 (68%), E99 (100%)/K101 (100%), Q117 (100%), G121A
(100%), Q124A (99%)/L125A (97%) and Q154 (92%). The mutations generated are
represented in figure 1A. The residues D78, E99, and K101A are part of the PD-(D/E)XK
endonuclease motif. H22 and Y26, while not part of the motif, are residues that are conserved
among several members of this family of endonucleases and have been proposed to play a role
in substrate specificity (14, 20, 21). Mutations of the HA-UL24 gene were introduced into the
mammalian expression vector pLBPfl-HA-UL24. To assess for protein expression, the vectors
encoding different versions of HA-UL24, either wild-type or with point mutations, were
transiently transfected into COS-7 cells. Western blot analysis was carried out on cell lysates
prepared 48 hours post-transfection (Fig. 1B). We found that although levels of UL24-197A/I98A
were lower than for the other proteins, all the different versions of UL24 were expressed.

Differential impact of substituting conserved residues in UL24 on the dispersal of
nucleolin. We next sought to test the impact of the mutations on the ability of UL24 to induce
the dispersal of nucleolin. COS-7 cells were transiently transfected with each of the various HA-
UL24 expression vectors. 48 hours later, cells were fixed, permeabilized and immunostained
for HA (green) and nucleolin (red) (Fig. 2). Localization of HA-UL24 variants and of nucleolin
was determined by confocal microscopy. We found that all substituted forms of HA-UL24
exhibited strong perinuclear staining, which we have previously demonstrated corresponds to
the Golgi apparatus, and speckled cytoplasmic staining--both similar to what has been seen for
wild-type HA-UL24 (3). However, we observed a range of nuclear staining patterns for the
different forms of HA-UL24. For the mutations H22L, Y26A, 197A/I98A and E99A/K101A,
protein localization in the nucleus was found predominantly in the nucleolus. In contrast, the
staining pattern for L72A was similar to that seen for wild-type HA-UL24, in that there was
diffuse nuclear staining in the vast majority of cells, and few cells exhibiting punctuate nuclear
staining. The pattern for E69A/V70A, R75A/D78A, Q117A , G121A, Q124A/L125A and Q154A
was intermediate in that many cells showed the presence of weak nuclear foci of staining,
however the shape was distorted as compared to the typical nucleolar staining pattern. We next
quantitated the impact of the UL24 mutations on the distribution pattern seen for nucleolin in
these cells. For each mutation, we counted the number of cells expressing HA-UL24 that
retained nuclear foci of nucleolin staining. In each case, the status of nucleolin staining was
determined for more than 100 transfected cells, in three independent assays. The results
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presented represent the average of the three experiments and the standard deviations (Fig. 3).
We found that the localization of nucleolin also varied depending on the UL24 substitution
analyzed. For wild type UL24, only ~16% of cells expressing HA-UL24 exhibited the
characteristic punctate nucleolar staining for nucleolin, similar to what we have previously
shown. For the mutations, three groups were observed. The substitutions H22L, Y26A,
1I97A/I98A and E99A/K101A severely affected the ability of UL24 to modify nucleoli such that the
number of cells retaining clear foci of nucleolin staining was greater than 60%. The E69A/V70A,
R75A/D78A, Q117A, G121A, Q124A/L125A and Q154A mutations had only a slight to moderate
effect, with between 20 and 45% of cells exhibiting the typical strong foci of nucleolin staining,
while the majority of cells showed only weak, distorted foci of staining or diffuse staining.
Interestingly, the L72A mutation did not appear to have any effect the ability of UL24 to induce
the dispersal of nucleolin in that only 9% of cells retained foci of nucleolin staining. Thus, highly
conserved residues in UL24 were of variable importance for the ability of this protein to modify

nucleoli.

Construction and characterisation of vUL24-eGFP. To improve the efficiency of screening
for recombinants in the generation of UL24 mutant viruses, we first constructed a virus
containing an eGFP expression cassette within the UL24 gene (Fig. 4A). Two independent
isolates of vUL24-eGFP (b and c) were produced. To ensure that any phenotypes we ultimately
observed in viruses engineered to contain UL24 mutations were due to the inserted mutations
and not to a change in the starting virus, we also constructed a rescue virus for vUL24-eGFPb.
vUL24-eGFPbResc was generated by co-transfection of infectious DNA from vUL24eGFPb with
a transfer plasmid containing the wild-type UL24. The genome integrity of the viruses was
confirmed by restriction digest and Southern blot analysis. Viral genomic DNA from KOS,
vUL24-eGFPb and c, vUL24-eGFPbResc, and the plasmids pAG5 and pBamH1QeGFP, were
digested with BamHI and resolved on an agarose gel (Fig. 4B). No difference in the overall
digestion pattern was detected for the different viruses. The DNA was then transferred to a
positively charged nylon membrane and analyzed by Southern blot with a probe corresponding
to pAGS5, which contains the BamH1 Q fragment in pBluescript Il SK+ (Fig. 4C). As expected, a
band of approximately 3.5 kb was detected for each virus (see Fig. 4A), and an additional band
of 1.4 kb was seen for vUL24eGFPb and ¢. Thus, the overall genome organization for vUL24-
eGFP was as expected.

A virus yield assay was carried out on the two vUL24eGFP isolates and the rescue virus
(Fig. 4D). We found that vUL24-eGFPb and ¢ replicated to titers a half a log, lower than the
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wild-type virus KOS. This is consistent with what has been shown previously for UL24-deficient
viruses (18). In contrast, the rescue virus replicated to levels similar to KOS. To determine
plaque phenotypes, Vero cells were infected at low MOI, overlayed with medium containing
methylcellulose, and incubated at 34, 37 or 39°C. Two days post infection, images of the
plaques were taken using a phase contrast microscope (Fig. 4E). At 34°C, we did not detect a
difference between the viruses. At 37°C, UL24X, vUL24-eGFPb and ¢ appeared to form
somewhat smaller plaques than KOS or vUL24-eGFPResc. As expected, we found that both
isolates of vUL24-eGFP (b and c) formed syncytial plaques at 39°C, similar to those observed
with the UL24-null virus UL24X. In contrast, both the KOS and the rescue virus formed non-
syncytial plaques at 39°C. We concluded that our starting virus, vUL24-eGFPb, did not contain
any mutations other than the eGFP insertion that impaired replication in cell culture or conferred

a syncytial phenotype.

Construction and characterization of vUL24 E99A/K101A and vUL24 G121A. For
consistency, all recombinant viruses were made using vVUL24eGFPb as a starting virus. We
inserted the mutations E99A/K101A and G121A in UL24. Each of these residues is invariant
among all the predicted UL24 proteins from the different herpesviruses sequenced to date.
(There are currently 78 complete sequences of herpesvirus UL24 homologs available in the
NCBI database.) Two independent isolates of each virus were produced. Expression of the
modified forms of UL24 was confirmed by Western blot analysis of cell lysates harvested 18 hpi
(Fig. 5A and B). The blot was probed for UL24, and then stripped and probed for ICP8 as an
internal control. We noted that vUL24-E99A/K101A migrated slightly faster than the wildtype
UL24. We often detected a similar shift in lysates from transiently transfected cells. However,
both UL24 E99A/K101A and UL24 G121A were expressed at similar levels as UL24 in KOS.

We carried out a viral yield assay on the UL24 mutant viruses. We found that the
E99A/K101A mutation reduced viral titers by approximately half a log,o (Fig. 5C); however, the
G121A mutation resulted in replication levels similar to KOS (Fig. 5D). We next tested whether
the mutations affected plaque phenotype (Fig. 5E and F). We found that both vUL24-
E99A/K101A and vUL24-G121A, which have mutations in different HDs, resulted in the
formation of syncytial plaques at 39°C, similar to those formed by UL24X. Thus, substitutions
targeting highly conserved residues in different HDs conferred a syncytial plaque phenotype,
while only the mutation affecting the endonuclease motif appeared to affect viral replication.
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Substitution of highly conserved residues in UL24 cause defects in HSV-1-induced
dispersal of nucleolin. To determine whether the effect of the UL24 substitutions on nucleolin
in transfected cells reflected the importance of the residues during infection, we tested the
impact of the mutations on the ability of the HSV-1 to modify nucleoli. Vero cells were grown on
coverslips, and either mock-infected, or infected with vUL24-E99A/K101A a and b, vUL24-
G121A a and b, KOS or UL24X. Cells were fixed at 18 hpi, immunostained for nucleolin (green)
and the nuclei stained with Drag5 (blue) (Fig. 6A). As we have seen previously, we observed
foci of nucleolin in very few KOS-infected cells (less than 2%), while the vast majority of cells
infected with UL24X retained foci of nucleolin (73%). vUL24-E99AK101A resembled UL24X in
that the majority of infected cells showed foci of nucleolin staining (60%), and vUL24-G121A
exhibited an intermediate phenotype in that we detected clear foci of nucleolin in only 28% of
infected cells (Fig. 6B). Hence, we found that the effect of these mutations on the ability of
UL24 to disperse nucleolin in the context of infection followed a similar trend to that observed in
transfected cells. Our results provide further evidence that these highly conserved residues in
the endonuclease motif are particularly important for the ability of UL24 to induce the dispersal

of nucleolin.

Discussion

We previously demonstrated that UL24 is involved in the HSV-1-induced dispersal of
nucleolin, and that it plays an essential role in this process (3, 23). In this study, we furthered
our investigation to identify residues important for this function, and to test the hypothesis that
the previously identified endonuclease motif was important for this activity.

Effect of substituting of highly conserved residues on subcellular localization of UL24. In
transiently transfected COS-7 cells, all of the modified HA-UL24 proteins retained perinuclear
localization similar to that seen for the wild type form of the protein (3). This result is consistent
with our previous finding that the C-terminal portion of the protein alone localizes to the Golgi
apparatus. The different nuclear staining patterns observed for the various substituted forms of
the protein correlated with that observed for nucleolin. Typically, in those cells where a
particular HA-UL24 variant was present in clear nucleolar foci, nucleolin was also localized to
nucleoli. In contrast, in cells where HA-UL24 was diffuse in the nucleus, we found that nucleolin
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staining was dispersed. Because we have previously shown that nucleolar localization is
retained upon deletion of any one of the HDs, we conclude that the substitutions studied here
did not affect the targeting of HA-UL24 to nucleoli. Rather, it is likely that all of the substituted
forms tested localized to nucleoli, but forms that retained the ability to alter nucleoli exhibited a
concomitant change in distribution pattern as this organelle was modified.

Importance of the PD-(D/E)XK endonuclease motif for the ability of UL24 to disperse
nucleolin. Our results support the notion that the endonuclease motif is especially important for
the effect of UL24 on nucleoli. Substitutions targeting the putative catalytic domain
(E99A/K101A) or immediately adjacent to it (I97A/I98A), as well as residues that have been
proposed to be important for substrate specificity (H22L and Y26A) (14, 20, 21) had the most
dramatic effect. Although all substituted forms of UL24 were expressed in COS-7 cells, we
noted that UL24-197A/I98A repeatedly exhibited reduced expression levels by western blot
analysis on lysates from transiently transfected cells. Its expression could however easily be
detected in our immunofluoresence assay, and at an intensity apparently similar to that seen
with the other modified versions of UL24. Regardless, we cannot exclude the possibility that the
reduction in nucleolin dispersal seen for UL24-197A/I98A was partially due to a reduced level of
expression. Interestingly, several residues that were as equally well conserved as E99, K101,
H22 and Y26, such as L72A, Q117A, and G121A, did not appear to be of great importance for
the ability of UL24 to disperse nucleolin.

Importance of highly conserved residues in UL24 during infection. The importance of the
endonuclease motif for the dispersal of nucleolin also held true in the context of infection. Two
independently derived isolates were obtained for each of the recombinant viruses vUL24-
E99A/K101A and vUL24-G121A. We found that each pair of isolates behaved similarly. The
E99A/K101A mutation caused a decrease in HSV-1-induced dispersal of nucleolin, similar to
that seen with the UL24-null virus. In contrast, the G121A mutation had only a moderate
impact. These findings were consistent with our results in the transient transfection assays.
Thus, the E99A/K101A mutation affects a site in the protein that is important for the effect of
UL24 on nucleoli during infection. Furthermore, this mutation also caused a decrease in viral
titers suggesting that it affected a function important for efficient replication. UL12 is another
HSV-1 protein with a nuclease motif, and for which the nuclease activity has been confirmed.
UL12 may play a role in resolving X and Y DNA structures arising during viral DNA replication,
and in encapsidation (32). A nuclease activity has not yet been reported for UL24, however, the
discovery that the motif is important for the function of the protein suggests that UL24 may
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indeed possess a nuclease function. Evidence is accumulating that the nucleolus is an
organelle often targeted by viruses to increase their replication efficiency, and circumvent
cellular control systems (12, 17). Adenovirus induces the redistribution of nucleolar proteins
nucleolin and B23 to the cytoplasm (25), and poliovirus also causes the relocalization of
nucleolin to the cytoplasm (41). The nucleolus is involved in cell cycle regulation, and the
coronavirus N protein binds nucleolin and disrupts cytokenesis (8, 43). A role for nucleolar
localization and viral mRNA transport to the cytoplasm has been shown for HIV protein Rev (28)
and herpesvirus samiri ORF57 (6). Further experiments will be required to establish the
mechanism underlying the effect of UL24 on nucleoli, and the function of this cellular

modification in infection.

Substitution of highly conserved residues in UL24 causes syncytial plaques. vUL24-
E99A/K101A was impaired for viral replication in cell culture, while vUL24-G121A replicated to
similar titers as seen for KOS. However, both the E99A/K101A and G121A mutation caused a
syncytial plaque phenotype at 39°C. Therefore, even though the G121A change is a
conservative substitution, it did have an impact on at least one function of the protein during
infection. Thus, the E99A/K101A mutation resulted in a phenotype resembling that of a UL24-
null virus, while the G121A mutation appeared to only affect the formation of syncytia. In
transient transfection assays, both UL24-E99A/K101A and UL24-G121A localized to the Golgi
apparatus in a manner similar to that seen for the wild-type protein. This perinuclear localization
was consistent with our previous observation that the C-terminal portion of UL24 is sufficient to
target the Golgi apparatus (3). However, this result also suggests that the conserved N-terminal
region of UL24 is dispensable for Golgi localization, yet is important for the ability of UL24 to
inhibit aberrant cell fusion during infection. Furthermore, because vUL24-G121A replicated to
similar titers as wild type virus, this also suggests that the UL24-associated syncytial phenotype
is not inextricably associated with a reduction in HSV-1 replication in cell culture.

In summary, our mutational analysis established the importance of the endonuclease
motif in UL24 for the dispersal of nucleolin, and suggests that this motif is important for efficient
viral replication. Further studies will be required to determine whether UL24 possesses an

endonuclease activity.
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Fig. 1. Substitutions introduced into HSV-1 UL24. (A) The large rectangle represents the
UL24 protein. Black boxes illustrate the positions of the five homology domains, numbered one
to five in Roman numerals. The different single and double substitutions studied are indicated
above or below the rectangle. (B) Expression of the different versions of HA-UL24 as detected
by Western Blot analysis of lysates prepared from transiently transfected COS-7 cells, using an
antibody directed against the HA tag. Positions of molecular mass markers are indicated to the

left of the panel.
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Fig. 2. Impact of UL24 variants on the localization of nucleolin. Confocal images of COS-7
cells transiently expressing different forms of HA-UL24 with the indicated amino acid
substitutions or with the wild type UL24 sequence, and immunostained for HA-UL24 (HA :
Green), and nucleolin (Red). In each set of three panels, the left-hand, middle, and right-hand
panels correspond to HA-UL24, nucleolin and the merged image respectively. Co-localization of
the two signals is indicated by the yellow color in the merged panels.
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Fig. 3. Quantification of nucleolin distribution patterns in cells expressing HA-UL24
variants. COS-7 cells were transiently transfected with vectors expressing HA-UL24 wild-type
or the substituted forms indicated. Two days post-transfection, cells were co-stained for HA and
nucleolin. The graph shows the percentage of cells expressing HA-UL24 that exhibited clear
foci of nucleolin staining with little or no diffuse staining in the nucleus. Results shown represent
the average of three independent experiments, where more than 100 cells were analyzed for
each mutation in each experiment. Error bars represent the standard error of the mean.
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cytomegalovirus (CMV) promoter and eGFP gene represents the multiple cloning site from the
plasmid pEGFP-N1. The top section represents the wild-type BamH1 Q fragment and the
insertion site of the eGFP cassette. The middle section represents the BamH1 Q fragment
following insertion. The bottom section shows the fragments obtained after BamH1 digestion.
(B) Genome analysis of vUL24-eGFP b and ¢, and vUL24-eGFPbRescue. Ethidium bromide-
stained agarose gel shows fragments generated following BamH| digestion of viral DNA and
control plasmids. Plasmids contained either the wild-type BamH1 Q fragment (pAGS5) or the
fragment containing the eGFP insertion (pBamH1QeGFP). Positions of the molecular mass
markers are indicated to the left of the panel. (C) Southern blot analysis using a probe
corresponding to BamHI Q fragment in pBluescript Il SK+. Arrow to the left of the panel
indicates the position of the fragment generated due to the insertion of the eGFP cassette. (D)
Characterisation of vUL24-eGFP viruses and vUL24-eGFPrescue in a one-step growth curve.
Results shown represent the average of two independent experiments done in duplicate. Error
bars represent the standard error of the mean. (E) Plaque morphology was assessed for the
different viruses on Vero cells two dpi grown at the indicated temperatures.
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Fig. 5. Characterisation of vUL24 E99A/K101A and vUL24 G121A. (A) Western blot showing
expression of UL24 in Vero cells infected with vUL24 E99A/K101A (a and b) (top panel). Blot
was stripped and reblotted for the viral protein ICP8 as a control (bottom panel). (B) Western
blot showing expression of UL24 in cells infected with vUL24 G121A (a and b) (top panel). Blot
was stripped and reblotted for the viral protein ICP8 as a control (bottom panel). The position of
molecular mass markers are indicated to the left of each panel. Arrows to the right of the panels
mark the position of the protein. (C) One-step growth analysis of vVUL24-E99A/K101A (isolates a
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and b). (D) One-step growth analysis of vUL24-G121A (isolates a and b). (E) Analysis of
plaque morphology for vUL24-E99A/K101A (a and b) and (F) for vUL24-G121A (a and b) on
Vero cells at two dpi grown at the indicated temperatures.
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Fig. 6. Distribution pattern of nucleolin in Vero cells infected with UL24 mutants. (A)
Confocal images of cells either mock-infected or infected with the indicated virus. Cells were
immunostained for nucleolin (green), and nuclei were stained with Drag5 (blue). Left-hand
panels show nucleolin localization, center panels show stained nuclei, and merged images are
shown in the right-hand panels. (B) Quantification of the distribution pattern for nucleolin in cells
infected with the indicated UL24 mutants. Cells were either mock-infected, or infected at an MOI
of 10 and stained for nucleolin at 18 hrs pi. Cells were analyzed by confocal microscopy, and
the number of cells showing clear foci of nucleolin staining was scored. Results shown
represent the average of two independent experiments in which the localization of nucleolin in
more than 150 cells was analysed for each mutant virus. Error bars represent the standard error

of the mean.
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Bertand L, Ben Abdeljelil N, Pearson A. (2012) UL24 Protein of Herpes Simplex-1 Interacts with
Non-Muscle Myosin Il A and Affects its Association with Glycoprotein B. (manuscrit en

préparation)

Résumé de la troisiéme publication

Titre : La protéine UL24 du virus de I'herpés simplex 1 interagit avec la myosine non musculaire

de type Il a et affecte son association avec la glycoprotéine B.

Le gene codant pour la protéine UL24 est hautement conservé dans la famille des virus herpés.
Une déficience pour celle-ci résulte in vitro en une réduction de l'efficacité de la réplication virale
et dans la formation de plages syncytiales. Nous avons précédemment rapporté un réle pour
UL24 dans la dispersion de certaines protéines du nucléole. Dans cette étude, utilisant une
approche de sédimentation sur gradient de glycérol, nous avons démontré qu'UL24 fait partie
de complexes de haute masse moléculaire. Nous avons identifi€ NM2a comme partenaire
d'interaction d'UL24 par purification par affinité de protéines associées. NM2a est un moteur
d'actine ayant de multiples roles et qui a été impliqué comme récepteur viral par son interaction
avec la glycoprotéine B, dans la fusion cellule-cellule et dans la sortie virale du VHS-1. Nous
avons observe une colocalisation de UL24 et NM2a prés de la membrane cytoplasmique et
dans le cytoplasme dans des cellules transfectées de fagon transitoire et dans des cellules
infectées. A la lumiére d'une récente publication que NM2a est un récepteur fonctionnel de gB,
nous avons étudié |'effet de I'absence d'UL24 sur cette relation. Nous avons observé une
réduction de la co-localisation entre ces deux protéines lors de l'infection avec un virus déficient
en UL24, indiquant une possible modification de la localisation d'un des deux partenaires. Ces
resultats identifient, par immunoprécipitation, un premier partenaire d'interaction pour UL24 qui
serait lié a un réle au niveau cytoplasmique et qui pourrait étre impliqué dans la formation de
plages syncytiales résultant de I'absence d'UL24.
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Abstract

The UL24 gene is widely conserved in the Herpesviridae family. Mutant herpes simplex virus 1
(HSV-1) strains that do not express UL24 exhibit a reduction in viral replication in vitro, and form
syncytial plaques. We previously demonstrated a role for UL24 in the relocalization of the
nucleolar proteins nucleolin and B23 during infection. In this study, we discovered that UL24 is
part of high molecular weight complexes in infected cells, and demonstrated that NM2a co-
immunoprecipitates with UL24. This actin motor protein plays muitiple roles in the cell, and has
been implicated as a gB receptor for viral entry, in cell-cell fusion and in viral egress. We
observed partial colocalization of UL24 and NM2a in cells transiently expressing the viral
protein, as well as in infected cells at sites near cellular membranes and in the cytoplasm.
Given the link between NM2a and gB, we tested the hypothesis that UL24 could affect this
relationship. We observed a reduction in colocalization between these two proteins in the
absence of UL24. This effect may contribute to the syncytial phenotype observed in celis
infected with a UL24-null virus. Our results constitute the first report of an interaction partner for

HSV-1 UL24, and suggest a mechanism by which UL24 affects fusion during infection.
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Introduction

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) causes cold sores and the infection results in viral
persistence in the innervating neurons (32). Consequences of HSV-1 infection can be severe in
cases of eye involvement, resuiting in keratitis and in some cases blindness (34). Although
rare, HSV-1 can also cause encephalitis in immunocompetent individuals. In
immunosuppressed patients and in newborns, infections are often severe and can also include
extensive herpetic plaques and disseminated infections (reviewed in 19). UL24, the 24th open
reading frame in the unique long region of the viral genome, is important for pathogenicity in a
mouse model of infection (7), for efficient viral replication in mucous membranes, and for high
viral titers in neurons (26). This gene is conserved throughout the Herpesviridae family, with
possibly one exception (13). UL24 is a protein of 269 amino acids (aa) that contains five
homology domains (HD), which contain highly conserved residues present in other UL24
homologues (27) and a PD-(D/E)XK endonuclease motif (33). It is one of four HSV-1 proteins,
along with gB, gK and UL20, whose altered function appears to be associated with a syncytial
phenotype, (3, 10, 51, 58). While gB has been shown to be a fusion protein and can induce
syncytia formation (15, 18, 21), UL24, gK, UL20 and gM have an inhibitory role on celi-ceil
fusion (2, 27, 31). UL24 protein localizes to the nucleus, nucleolus and cytoplasm during
infection (40), and a similar localization is observed upon transient expression of the protein in
COS-7 cells, in addition to trans-Golgi localization (6). In our laboratory, we previously
demonstrated a role for UL24 in the dispersal of nucleolar proteins nucleolin and B23. This viral
protein is essential for the specific dispersal of these nucleolar factors during infection (39, 40).
Furthermore, we showed that the N-terminal domain of UL24 was not only necessary but was
sufficient for the redistribution of nucleolin (5, 6, 40) and B23 (39). Little is known regarding the
functions of the cytoplasmic pool of UL24 during infection.

The cellular cytoskeleton present in the cytoplasmic compartment of the cell is
composed of microfilaments, intermediate filaments and microtubules (35). It is involved in
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many functions, such as motility, cell division, organelle transport and cellular trafficking (20, 24,
45). In addition, many viruses have been shown to use the microtubule and actin cytoskeleton
for cytoplasmic transport (8, 22, 46, 53, 54). The cytoskeleton plays an essential role in the
transport of viral capsids in the cytoplasm since movement by free diffusion alone is not
sufficient (9, 37). Upon entry, HSV-1 capsids are transported to the nuclear pore via
microtubules (55). This transport is essential for viral infection (55), and occurs through the
interaction of viral tegument proteins with cellular motors (47); in one model, US11 has been
proposed to interact with the dynein motor and the dynactin complex (16, 17). The steps
following assembly of new capsids in the nucleus, including virion maturation and egress are not
fully understood (30, 42). It is widely accepted that following the acquisition of a primary
envelope at the inner-nuclear membrane, the virus fuses with the outer-nuclear membrane and
the capsid is released into the cytoplasm (reviewed in 29, 48). Final tegumentation of the virion
then occurs (reviewed in 42). Afterwards, the tegumented capsids use active transport to reach
the site of final envelopment (38, 64), most likely the trans-Golgi network and associated
vesicles (14, 56, 60). Recent work demonstrated a role for amyloid precursor protein, a
transmembrane glycoprotein linked to cellular transport both in epithelial and neuronal cells, in
directing capsids to the final site of envelopment (11).

Several interactions between HSV-1 and transport motors have been demonstrated,
related to capsid transport (17, 55, 63), protein localization (49), mRNA transport (50), and viral
entry (1, 62). Previous studies have revealed several links between the protein Non-muscle
Myosin Type Il a (NM2a) and herpesvirus infections. it has been reported that, during HSV-1
infection, NM2a retracts from the periphery of the cell, is relocalized to proposed viral assembly
sites, and furthermore, that its inhibition results in a drastic reduction of virus release in Vero
cells (63). In addition, another group identified an interaction between c-Cbl and NM2a during

Kaposi's Sarcoma Herpesvirus infection that results in the formation of blebs and promotes viral
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entry (62). Finally, NM2a was proposed as a functional viral entry receptor, more specifically as
a gB receptor, and a role for this interactions in cell-cell fusion has been suggested (1).

In this study, based on our working hypothesis that UL24 exerts its functions at least in
part through protein-protein interactions, we sought to identify UL24-associated proteins in HSV-
1-infected cells to better understand the role of this multifunctional protein. We identified the
motor protein NM2a as interacting with UL24 in extracts of infected cells. This resuit prompted
us to test the hypothesis that UL24 affects the interaction of NM2a with gB, which was
confirmed upon our discovery that the absence of UL24 during infection resulted in a decrease

in the association of gB and its newly identified receptor NM2a in the cytoplasm.

Material and methods

Cell culture and viruses

Vero cells were propagated in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen)
supplemented with 5 % newborn calf serum (NCS) (Invitrogen), 50 U/ml of penicillin and 50
Hg/ml of streptomycin (Invitrogen). Hela celis were cultured in DMEM with 8 % foetal bovine
serum (FBS) (Invitrogen) with the same concentration of antibiotics. Infections were carried out
in DMEM with 2% NCS and the same concentration of antibiotics. The HSV-1 strain KOS and
UL24X (26) were originally provided by D.M. Coen. The strain vHA-UL24, which was

constructed in a KOS background, has been described previously (40).

Preparation of whole cell extracts from infected cells

1.5 x 10" Vero or Hel a cells were seeded in T175 flasks, incubated overnight and then
infected with the indicated virus at an MOI of 10 in DMEM containing 2% NCS. Flasks were
gently shaken every 15 minutes for one hour, then the media was removed and replaced with
DMEM containing 5% NCS. At 18 hpi, the cells were washed once with Phosphate Buffered
Saline (PBS) and lysed on ice using 1ml per flask of either RIPA lysis buffer (500 mM NaCl, 1%
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Triton X-100, 0.5% deoxycholic acid, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8.0 and one tablet of complete
protease inhibitor (Roche)) or PA Buffer (120 mM Potassium Acetate, 20 mM Tris pH 7.5, 5 mM
EDTA, 10% Glycerol, 0.1% Triton X-100 and one tablet of protease inhibitor) (28) for 15
minutes. Extracts for glycerol gradients were prepared in PA buffer containing 5% glycerol (v/v).
Lysed cells were scraped and cellular debris pelieted by centrifugation at 13 000 rpm for 30
minutes at 4°C in a microcentrifuge. Supernatants were carefully removed and transferred to

pre-chilled eppendorf tubes, and stored at -80°C.

Protein fractionation by glycerol gradient sedimentation

Glycerol solutions of 8% and 25% were prepared in a glycerol gradient buffer (40mM
potassium phosphate, 1.5mM MgCl,, 0.2mM EDTA and 0.05% Triton X-100, pH 7.4). Using a
gradient mixer, 12 ml continuous gradients were poured in a 14x89 mm thin wall ultracentrifuge
tubes (Beckman). Whole cell extracts were layered on top of the gradient, and tubes were
centrifuged at 150 000xg in a SW41Ti rotor for 18 hours in a Beckman-Coulter Optima L-100K

ultracentrifuge. Fractions of 750 pl were collected dropwise.

Immunoprecipitations, sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, and
Western blotting

Whole cell extracts were pre-cleared using 50 pl of Protein G beads (Roche) for 1 hour
on an inverter at 4°C. Immunoprecipitation (IP) of HA-UL24 was performed using 50 pi of anti-
HA affinity matrix (Roche) for 3 hours at 4°C on an inverter. Tubes were then centrifuged for 5
minutes at 6 000 rpm at 4°C using a microcentrifuge, the supernatants were removed, and the
beads were washed three times with 1 ml of PA buffer. Washes were performed for 15 min at
4°C on an inverter. After the final wash, beads were resuspended in 150 pl of 6x protein
loading dye (37.5 % Glycerol, 3.75 % Sodium dodecy! sulphate (SDS), 0.05% Bromophenol
Blue, 0.5 M Tris pH 6.8, 20% B-mercaptoethanol) and boiled for 1 minute. Proteins were
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resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). For silver staining of gels,
the ProteoSilver plus kit (Sigma) was used according to the manufacturer’s instructions. For
Western blotting, proteins were transferred to a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane
(Immobilon-P, Millipore), and analyzed by Western blotting using a monoclonal antibody
directed against HA (Covance) or a rabbit polycional antibody against NM2a (Abcam), and a
horseradish peroxidase conjugated secondary antibody directed against mouse (Calbiochem) or
rabbit (Bethly). Detection was by enhanced chemiluminesence using ECL plus reagents (GE-

Amersham) according to the manufacturer's instructions.

Indirect immunofluoresence experiments
Transfections were performed using the vector pLB-HA-UL24 (6) and Fugene6

transfection reagent (Roche) according to the manufacturer's instructions. Hela cells were
seeded at a confluence of 1x10° cells per well in a 24-well plate into which sterile coverslips had
been placed. The next day, the plasmid and reagent were incubated for 15 minutes in DMEM
media, and added to Hel a cells. After 5 hours, the cells were washed and then incubated for a
further 48 hours prior to processing for immunofluoresence (IF). For analysis of infected cells,
Hela or Vero cells were seeded at 1x10° cells per well and grown overnight. The next day,
cells were infected at an MOI of 10, shaken every 15 minutes for one hour. The media was then
removed and replaced with DMEM containing 5% NCS. At the indicated time, the transfected or
infected cells were washed in PBS and fixed for ten minutes using a 2% paraformaldehyde
solution prepared in PBS. Cells were then washed with PBS, and the coverslips processed for
IF as described previously (6). Rat anti-HA (Roche), rabbit anti-NM2a (Abcam), mouse anti-gB
(Abcam), mouse anti-gD (Abcam) and mouse anti-gL (43) primary antibodies were used at
dilutions of 1/250, 1/250, 1/200, 1/200 and 1/100 respectively. The goat Alexa-coupled
secondary antibodies against rat, rabbit and mouse (Invitrogen) were used at a dilution of
1/1000. The nuclear stain Draq5 (Biostatus) was used at a concentration of 1/5600 and was
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included with the secondary antibody solution. After immunostaining, the cells were washed
once in PBS, and the coverslips were mounted on glass slides using Proiong Gold Anti-Fade
reagent (Invitrogen). Confocal microscopy was carried out at the INRS-Institut Armand-Frappier
imaging facility using a Bio-Rad Radiance 2000 confocal with an argon—krypton laser at 488 and
568 nm (diode 638nm) mounted onto a Nikon E800 microscope using a 100x objective and a
1.6x software magnification in Lasersharp software (Bio-Rad). Images were prepared using

Adobe Photoshop CS5.

Quantification of co-localization

To quantitate the degree of colocalization of gB, gD and gL staining (green) with NM2a
staining (red), the Manders overlap coefficient (41) was calculated using the JACoP tool (52).
The different images were first background-subtracted; the program allowed adjusting
thresholds of the two images to define pixels that were positive in both channels prior to
analysis. Using the JACoP plug-in, the rate of co-localization was determined on a pixel-to-pixel
basis by scatter. The Manders overlap coefficient varies from 0 to 1, with 0 corresponding to
non-overlapping images and 1 corresponding to 100% co-localization between the two images.
At least 10 fields of view were analyzed for each condition, which represent at least 32 cells per
condition. Statistical analysis of the significance between data sets was undertaken using the t

test with a value of P<0.05 for significance.

Results

UL24 of HSV-1 is present in high molecular weight protein complexes

To determine if UL24 had interacting partners, we fractionated extracts from HSV-1-
infected Hela cells on glycerol gradients to see if a portion of UL24 sedimented at a higher
molecular weight then that corresponding to its predicted molecular mass, which would indicate
an association with other proteins. Cells were infected for 18 hours with the virus vHA-UL24
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(40), which expresses UL24 with an N-terminal hemaggiutinin (HA) affinity tag. This virus
replicates like the wild type parental virus KOS, and does not form syncytial plaques (40).
Whole cell extracts were applied to a 8%-25% continuous glycerol gradient. Following
centrifugation, gradients were separated in 16 fractions. Samples of each fraction were
resolved by SDS-PAGE, and were analyzed by western blotting using an antibody directed
against HA (Figure 1A). As a control for the efficacy of the gradient fractionation, we also
analyzed fractions from a gradient run in parallel where we stained the proteins with silver
(Figure 1B); we observed the expected general pattern of sedimentation of proteins according to
molecular weight (Figure 1B). To assign the molecular weights corresponding to the different
fractions, a native molecular weight marker was fractionated in parallel (data not shown).
Surprisingly, we found that the fractions where we detected HA-UL24 (6-9) corresponded to a
molecular weight of 242 to 720 kDa. In contrast, had UL24 fractionated corresponding to its
predicted molecular mass, we would have expected to detect it in fractions 13-14. These

results demonstrate that UL24 is present in one or multiple high molecular weight complexes.

NM2a co-precipitates with HA-UL24

To identify the proteins present in the UL24 complex, we immunoprecipitated (IP) HA-
UL24 using a anti-HA matrix. Whole cell extracts prepared from either KOS- or vHA-UL24-
infected cells, were used for immunoprecipitation using an antibody directed against HA. The
precipitated proteins were separated by SDS-PAGE, and visualized by staining with silver
(Figure 2A). We observed a band, between the 150 and 250 kDa protein markers, that was
specific for the HA co-IP performed on extracts from Hela cells infected with vHA-UL24, and
was not seen when extracts of cells infected with KOS were used. We were unable to discern if
a similar band was present in the anti-HA [P performed on infected Vero cell extracts due to the
presence of non-specific bands at the same place on the gel. The specific band was excised
from the gel and subjected to tryptic digest, and the resulting peptides were identified by mass
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spectrometry. The resuits indicated the presence of NM2a. This hit had a score of 1652, and
26 unique peptides were identified (Figure 2B). We subsequently tested the glycerol gradient
fractionation profile of NM2a in extracts of HSV-1-infected cells. We found that NM2a was
present in the peak fractions for UL24 (Figure 2C). We also observed a second peak for NM2a
at the bottom of the gradient.

To confirm the interaction of UL24 with NM2a, we performed a co-IP Western blot
experiment. We found that NM2a co-precipitated with HA-UL24 using Hela cell extracts, and
also using Vero cell lysates (Figure 3). These interactions were specific, because we did not
observe them when we used extracts from cells infected with KOS. We have thus far been
unable to detect HA-UL24 co-precipitating using an antibody directed against NM2a. This is
likely due to the high abundance of NM2a in the cells as compared to UL24, and that only a

portion of NM2a co-fractionated with HA-UL24.

Partial co-localization of UL24 and NM2a

To identify cellular compartments where UL24 and NM2a associate, we first studied the
localization of HA-UL24 and NM2a in Hela cells that transiently expressed HA-UL24 (Figure
4A). Hela cells were co-immunostained for HA and NM2a. No signal was detected using an
antibody directed against HA in mock-transfected cells (Figure 4A, top panel). We did not
observe a difference in the subcellular distribution of NM2a in the presence or absence of UL24;
however, we were able to detect several sites with overlap of staining for NM2a and HA-UL24,
especially near or at the cell membrane (Figure 4A).

We next investigated the localization of UL24 with respect to NM2a in Vero cells infected
with vHA-UL24. Upon infection, we observed a change in staining pattern for NM2a, from the
periphery of the cell to a more perinuclear region, as reported by other groups (1, 63). A similar
change was observed in cells infected with wild type virus KOS or a UL24-deficient virus,
UL24X (data not shown). In HA-UL24-infected cells, we observed a partial colocalization
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between NM2a and HA-UL24, which appeared to be more pronounced at membranes and in

the perinuclear region (Figure 4B, bottom panel).

Reduced association of NM2a and HSV-1 gB in the absence of UL24

Because a direct interaction between NM2a and gB has been demonstrated (1), and in
light of the interaction we identified between UL24 and NM2a, we tested the hypothesis that
UL24 affects the interaction of gB and NM2a during infection. Vero cells were infected with the
wild-type virus KOS or the UL24-deficient virus, UL24X (27), and processed for IF at 9 hpi.
Interestingly, in the absence of UL24, we found that the partial colocalization of gB and NM2A
seen in KOS-infected cells (Figure 5A, top panel), appeared to be reduced (Figure 5A, bottom
panel). We also tested for a change in the colocalization between NM2a and two other viral
glycoproteins, gD and gL. Athough we did detect some degree of overlapping staining with
NM2A, it did not appear that there was an appreciable change in colocalization of either of these
glycoproteins with NM2a when cells were infected with UL24X as compared to KOS (Figure 5C
and E). To further validate our observations, we quantified the colocalization in both conditions
by calculating the Manders coefficient. We observed a significant reduction of the Manders
overlap coefficients between NM2a and gB in the absence of UL24 (24%) compared to an
infection with wild-type virus (42%) (p<0.0001) (Figure 5B); however, we did not observe such a

reduction for gD and gL (Figure 5D and F).

Discussion

Herein, we report our discovery that UL24 interacts with NM2a in infected cells and has an
impact on the association of gB with this cellular motor.

Identification of a UL24-interacting partner

The use of a recombinant virus expressing an epitope-tagged UL24 protein allowed us to
identify the cellular motor NM2a as a UL24-interacting partner. Although cytoskeletal proteins
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are among known contaminants in mass spectrometry proteomic experiments, the negative
results obtained using extracts from cells infected with a virus that expresses the untagged form
of UL24 are strong proof that the interaction is specific. The weight of the complex with which
UL24 sedimented is consistent with that of a fully formed motor (230 kDa). Although we
confirmed the interaction by IP-western blotting in two different cell types, when the IPs were
carried out using an antibody that precipitated tagged UL24, we were unable to observe UL24
co-precipitating using an antibody directed against NM2a. This might be due to the
stoichiometry difference between the two proteins, and that not all of UL24 interacts with NM2a,
as seen by the partial overlap between the staining patterns for the two proteins in the confocal
microscopy images, as well as evidenced by the second peak of NM2a seen in the glycerol
gradient fractions. Thus, our results also suggest that UL24 interacts with other proteins, whose
identity remains to be determined. Although none of the UL24 protein detected following
glycerol gradient sedimentation was present in fractions corresponding to a monomeric HA-
UL24 protein, this observation may reflect the limited sensitivity of the assay used, and we
cannot rule out the possibility that some UL24 functions as a single polypeptide. Nevertheless,

our results indicate that in infected cells, UL24 is primarily complexed with other proteins.

Impact of UL24 on NMZ2a
A change in the spatial distribution of NM2a in HSV-1-infected cells has been

documented previously, and involves a relocalization of NM2a to the perinuclear region (63). It
is possible that UL24 plays a role at this level; however, in studies comparing infection with a
wild type virus to that of a UL24-null virus, we did not detect a difference in the staining pattern
for NM2a (data not shown). Interestingly, a role for short distance transport has been shown for
several viruses either from the nucleus to the microtubule organizing center, to the virus

assembly site or to the plasma membrane to help cross the cortical actin (reviewed in 57). ltis
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possible that through its interaction with NM2a, UL24 could play a role in facilitating any of these

steps, although further experiments would be required to test this hypothesis.

UL24 affects the association of gB with NM2a

Recently, we found that UL24 affects the subcellular staining pattern of viral
glycoproteins B and D in human foreskin fibroblasts leading to a decrease in the association of
these proteins with filamentous actin (Ben Abdeljelil N. and Pearson A., submitted). The results
presented here suggest that for gB at least this change may reflect a decrease in the interaction
of gB with NM2a. The protein NM2a has been identified as a receptor for gB, and this
interaction might be important not only for viral entry but also for cell-cell fusion (1). Thus, one
possible model to explain the syncytial plaque phenotype seen in the absence of a functional
UL24 protein, is that there is a critical reduction in the interaction of gB and NM2a, which may
lead to unregulated cell-cell fusion. Infection by UL24X of COS-7 cells, which are deficient for
NM2a (59), did not result in syncytial plaques, even at high temperature (data not shown).
While this result is consistent with NM2a being required for syncytia formation, we have so far
been unable to block the formation of syncytial plaques upon infection with a UL24-null virus
using an inhibitor of NM2a (data not shown). Thus, it is possible that the inhibitory effect of
UL24 on syncytia formation does not require active NM2a. We also cannot rule out the
possibility that the formation of syncytia is due to the change in gB localization per se and not
due to the loss of the interaction of UL24 and NM2a.

The exact mechanisms governing cell-cell fusion are still elusive, but it is known that it
requires at least four viral glycoproteins : gB, gD and gH/gL (61). The recycling of gB from the
cell surface back to the Golgi apparatus has been demonstrated to be important in the
regulation of cell fusion (2, 4, 12), and NM2a plays a role in membrane recycling pathways

between the plasma membrane and the Golgi, as well as in vesicular trafficking (23, 25). The
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results presented here could link these two pathways together and provide us with an insight
into the mechanisms regulating syncytia formation.

Although NM2a was identified as an entry receptor for gB (1), UL24 of HSV-1 is
expressed late in infection (44), and there is no evidence to date that it is packaged in the virion.
Thus, it is unlikely that UL24 has an impact on early events during infection by a cell-free virus
particle (36). Plaques formed by UL24-null viruses are smaller than those formed by wild type
virus (27), which would be consistent with a defect in cell-to-cell transmission. We propose a
model whereby UL24 affects the interaction of gB with NM2a at later times in infection, and that
these interactions are important for efficient cell-to-cell transmission of virus. Thus, the
interaction of UL24 and NM2a may be a useful target for the development of antivirals that
inhibit virus spread. Further studies are required to identify the binding sites on UL24
responsible for the interaction with NM2a.

In summary, we have identified a new interacting partner for UL24. NM2a is a highly
interesting cellular protein as it has previously been linked to both viral entry and egress. This
interaction could be related to the syncytial phenotype seen with UL24-deficient viruses. We
propose that this phenotype is the result of a decrease in the interaction of gB and NM2a
resulting in the mistargeting of this fusogenic protein or a change in its fusogenic activity. It will
be interesting to see how mutations in gB that confer a syn phenotype affect the co-localization

of gB with NM2a.
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FIG. 1. Glycerol gradient fractionation of UL24-containing complexes. Lysates from Vero

cells infected with vHA-UL24 for 18 hours were fractionated on a 8%-25% continuous
glycerol gradient. (A) Samples of the fractions were analysed by western blot with an
antibody directed against HA, to detect HA-UL24. The arrow on the right of the panel
indicates the position of HA-UL24. Fractions to the left represent the bottom of the
gradient (high sedimentation coefficient) and to the right the top (low sedimentation
coefficient). The arrows above the panel denote lanes corresponding to the peak UL24
fractions. (B) Samples from the same fractions were also resolved by SDS-PAGE
followed by staining with silver to show the total protein separation profile. The position
of the molecular mass markers are indicated to the left of the panels.
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FIG. 2. Affinity purification of UL24-interacting partners. (A) Silver stained gel of co-
immunoprecipitated proteins following anti-HA precipitation. Lanes 1-4 show the samples

of the whole lysates from KOS- and vHA-UL24-infected Vero and Hela cells. Lanes 5-8
show the proteins obtained following immunoprecipitation with an anti-HA affinity matrix.
The arrow indicates a co-immunoprecipitated protein of approximately 200 kDa. (B)
Identification by mass spectrometry of NM2a from the 26 peptides listed. (C) The fractions
from the glycerol gradient used in figure 1 were blotted against NM2a. Arrows indicate
wells corresponding to peak UL24 fractions.
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FIG. 3. Co-immunoprecipitation of NM2a with HA-UL24. Immunoprecipitation

against HA on lysates from Vero and Hela cells infected with either KOS or vHA-
UL24 were carried out followed by a western blot directed against NM2a. Lanes 1,2,
5 and 6 correspond to 1 % of the indicated lysate input. Lanes 3,4 and 7,8 are the
immunoprecipitates obtained in each condition. The arrow on the right indicates the
position of NM2a. The position of the molecular mass markers are indicated to the

left of the figure.
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FIG. 4. Partial co-localization of UL24 and NM2a. (A) HeLa cells were either mock-
transfected (top panels) or transfected with a mammalian expression vector for HA-UL24
(pLB-HA-UL24) (bottom panels) and then co-immunostained for HA (green) and NM2a
(red). (B) Mock- (top panels) and vHA-UL24-infected (bottom panels) Vero cells were fixed
at 12 hpi and co-immunostained for HA (green) and NM2a (red). Nuclei were stained with
Drag5 (blue). Merged images are shown in right hand panels. Arrows indicate areas of co-

localization.
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FIG. 5. Loss of co-localization between NM2a and gB in the absence of UL24. Vero cells
were either KOS- or UL24X-infected for 9 hours and then co-immunostained for NM2a
(red) and for gB, gD or gL (green). (A) gB and NM2a co-localisation in cells infected with
KOS (top panels) or UL24X (bottom panels). (C,E) gD and gL co-localization with NM2a
under the same conditions. (B) Quantification of the co-localization between gB and NM2a

according to the Mander's coefficient on a total of 10 field of view (more than 32 celis total).

(D,F) Graph representing the same quantification for gD and gL under the same conditions.

***=p < 0.0001
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5. Discussion

Dans ce travail, plusieurs avenues ont été utilisées pour identifier les domaines
fonctionnels de la protéine virale UL24. Cette tache s'est divisée en deux parties : de un trouver
les fonctions se rattachant directement a UL24 et deuxiémement, identifier les domaines
importants pour ces fonctions. En utilisant UL24 hors du contexte d'infection, nous avons pu
circonscrire sa localisation intracellulaire ainsi que les réles qui s'y rattachent. L'utilisation de
plasmides en transfection transitoire nous a également permis de tester une panoplie de
mutants en vue d'identifier I'impact de ces substitutions d'aa sur les fonctions d'UL24. De plus,
certaines mutations nous ont permis de délimiter des régions importantes a la localisation
intracellulaire. Nous avons également utilisé des virus portant certaines mutations pour évaluer
leur impact en contexte d'infection. Finalement, en utilisant un virus portant une étiquette sur la
protéine UL24, nous avons pu déterminer qu'UL24 fait partie de complexes protéiques et
participe a des interactions protéine-protéine qui interviennent dans la relation virus-cellule héte.
En effet, nous avons pu démontrer une interaction entre UL24 et NM2a ainsi qu'avec la protéine

ribonucléoltide réductase (discuté dans I'annexe I).

5.1 Localisation intracellulaire d’'UL24 hors du contexte d'infection

Pour étudier UL24 hors du contexte d'infection, nous avons construit un plasmide
d'expression mammifére exprimant celle-ci joint, par sa partie N-terminale, a une étiquette HA.
En plus de ce plasmide, des versions portant UL24 avec la délétion de chacun des HDs ont été
réalisées. Ces domaines sont hautement conservés au travers de la famille des herpesviridae
et sont possiblement importants pour la fonction d'UL24. De plus, pour identifier le role de la
portion C-terminale, ne portant pas ces domaines, des versions exprimant seulement la portion
N- ou C-terminale ont été réalisées. Ces différents plasmides ont été utilisés pour des essais de
transfection transitoire.

Il a été publié que UL24 est détectable a partir d'environ 6 hpi et est présente pour le
restant de l'infection. Aux temps précoces, elle se localise au nucléole ainsi qu'au cytoplasme
sous forme de points. Au cours du cycle d'infection, sa localisation devient majoritairement
cytoplasmique et périnucléaire (345). Les processus et les compartiments cellulaires sont
modifiés lors de l'infection. Néanmoins, nos résultats sur la localisation d'UL24 hors du contexte
infectieux, mais également en absence d'autres protéines virales concordaient avec les
observations dans les cellules infectées. Utilisant notre plasmide d'expression, nous avons
déterminé qu'elle se localise au noyau ainsi qu'au cytoplasme, concentrée dans la région
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périnucléaire. De plus, dans une faible quantité de cellules, un marquage sous forme de point
au noyau était visible. Des études de co-marquage nous ont permis de déterminer que ce
marquage se situe au nucléole, mais la faible proportion de cellules démontrant ce marquage
est un sujet qui sera discuté dans la section 5.2. Ce type de localisation nucléaire a également
été observé pour d'autres homologues d'UL24 tels que ceux du virus VHS-2, CMV et MHV-68
(245, 411, 630). Une localisation nucléaire a été rapportée pour ORF35 du VZV, mais les
images publiées ne permettent pas de déterminer une localisation plus précise (253). Suite a la
publication de nos résultats, une autre équipe a confirmé une localisation au nucléole pour
UL24 en contexte de transfection (514). Plusieurs autres protéines du VHS-1 se localisent au
nucléole : US11, UL12, UL27.5, ICPO, ICP4, ICP27, y34.5 et VP22 (69, 85, 321, 335, 369, 394,
514, 661). Ces protéines ont des roles variés, mais certaines de celles-ci jouent un role dans la
régulation de la transcription, réle qui a également été proposé pour un des homologues
d'UL24. i est donc possible que la localisation & ce sous-compartiment soit importante pour une
fonction & ce niveau. La protéine UL12, qui se retrouve également au nucléole, est une alcaline
phosphatase qui posséde un motif endonucléase et est impliquée dans I'encapsidation du
génome viral. La localisation de ces deux protéines possédant un méme domaine
endonucléase pointe a une importance possible de cette localisation dans la fonction
d'endonucléase ou dans sa séquestration lorsque le réle de cet enzyme n'est pas nécessaire ou
favorable a la réplication virale.

Nous avons détecté la protéine HA-UL24 a travers le cytoplasme. Par contre, elle était
concentrée dans la région périnucléaire. Les organites majeurs se trouvant dans cette région
sont le réticulum endoplasmique (RE) et I'appareil de Golgi. Utilisant des marqueurs pour le RE,
nous n'avons vu qu'une trés faible co-localisation avec HA-UL24 en absence d'autres protéines
virales. Par contre, I'utilisation de marqueurs pour le Golgi nous a permis d'observer une forte
co-localisation, particuliérement avec le trans-Golgi. Ce type de localisation n'a pas été observé
au cours de l'infection de cellules Vero (Lymberoupoulos MH et Pearson A., résultats non
publiés). Par contre, la structure du Golgi est fortement affectée dans ces cellules lors de
linfection par le VHS-1 (17). Il y a également une autre structure, visible au cours de l'infection,
qui se situe & cet endroit, les aggrésomes. Leur formation dépend de la présence d'un squelette
de microtubule intact, mais une fois formés, leurs localisations et structures demeurent intactes
méme en absence de cette partie du cytosquelette. En traitant les cellules avec une drogue qui
induit une dépolymérisation des microtubules, ce marquage en périphérie du noyau a été perdu,
indiquant qu'UL24 ne se localise pas dans ces structures, mais bien au Golgi. Plusieurs
laboratoires ont démontre un réle important du trans-Golgi ou des vésicules qui en dérivent sur
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les evénements reliés a l'enveloppement secondaire du VHS, ou plusieurs processus de fusion
membranaire se déroulent (269, 482, 610, 642). La protéine UL24 est une des aliéles syn,
associée a la formation de plages syncytiales, qui est due a une fusion aberrante des cellules
infectées. La localisation d'UL24 a cet organite concorde également avec ce phénotype puisque
plusieurs joueurs impliqués dans la formation de ce type de plages se localisent également a
cet endroit, telles que les protéines virales gK et UL20 (167).

La portion C-terminale d'UL24, qui est moins conservée que la partie N-terminale,
contient un possible signal de localisation nucléaire bipartite. Il a également été observé chez
les homologues des virus VHS-2 et CMV. Deux des constructions réalisées, ol seule la portion
N- ou C-terminale est exprimée, nous ont permis de faire les premiéres observations quant a
limportance de ce domaine. Nous avons observé que la portion C-terminale, malgré qu'elle
porte le domaine de localisation nucléaire putatif, est absente du noyau et se localise
principalement au Golgi et au cytoplasme. Par contre, la partie N-terminale est présente
presqu'exclusivement au noyau. Ces résuitats nous indiquent clairement que le NLS observé
n'est pas nécessaire a la localisation nucléaire d'UL24. De plus, des versions d'UL24 ou les
HDs ont été supprimés peuvent encore se localiser au noyau et au nucléole. Ces résultats
demontrent que ceux-ci ne sont pas essentiels pour cette localisation ou que plus d'un signal
existe dans la partie N-terminale d'UL24. Pour mieux définir la région contenant ce NLS, nous
avons procede 4 la fusion de portions d'UL24 avec la protéine fluorescente verte (eGFP). Ces
essais nous ont permis de délimiter aux 60 premiers aa d'UL24 la séquence nécessaire a une
localisation nucléaire et nucléolaire. Les spécifications requisse pour un signal NoLS ne sont
toujours pas bien définies, comme discuté dans la section 2.3.1. La plupart nécessitent la
présence de plusieurs résidus basiques qui se suivent (47), mais étant donné le contenu
hautement basique d'UL24, ceci rend l'identification de résidus importants plus ardue. De plus, il
est possible qu'il y ait plus d'une région responsable de cette localisation, ce qui rendrait une
approche par mutagenése dirigée plus difficile. La localisation au Golgi peut se faire par la
présence de résidus tyrosines et également par la présence de signal de rétention a cet
organite (402). La localisation & ce sous-compartiment peut également se faire par l'interaction
avec des protéines résidentes du Golgi. Les signaux de localisation au Golgi de la protéine
UL24 restent a étre déterminés.

5.2 Le VHS-1, UL24 et le nucléole

Lors de l'infection, plusieurs changements surviennent dans les cellules. Le VHS-1
modifie les compartiments cellulaires pour optimiser sa réplication. Plusieurs de ces
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mécanismes restent encore inconnus ou peu définis et de plus, le réle de certaines protéines
virales reste encore inconnu. Tel était le cas pour UL24, il y a quelques années; peu d'études
avaient été effectuées sur son role et la plupart des connaissances étaient sur les phénotypes
qui surviennent en son absence lors de l'infection. Dans notre laboratoire, nous avons observé
un impact d'UL24 sur le remodelage d'un des sous-compartiments du noyau, le nucléole. En
effet, la protéine UL24 a été démontrée comme étant essentielle & la redistribution de la
nucléoline (345) et de B23 (344) hors du nucléole au cours de l'infection de fibroblastes et de
cellules d'origine épithéliale. D'autres laboratoires ont également rapporté cette observation,
mais un d'entre eux pointe vers une autre protéine virale qui se localise au nucléole comme
étant responsable de cette relocalisation, la protéine ICP4 (69). Par contre, la cinétique
d'expression de cette protéine ne correspond pas avec celle de la dispersion de la nucléoline.
De plus, il est possible que I'absence de ce facteur de transcription viral, primordial au bon
déroulement du cycle viral, affecte I'expression d'UL24.

Nos études sur 'activité d'UL24 hors du contexte infectieux ont révélé que trés peu de
cellules démontraient un marquage d'UL24 au nucléole et que la majorité démontrait un signal
réparti au nucléoplasme. Lors d'essais de co-marquage avec des protéines residantes du
nucléole, nous avons observé une dispersion spécifique de la nucléoline, tel que vu lors de
l'infection. De plus, l'intégrité du nucléole dans son ensemble n'est pas affectée puisqu'un
marquage pour la fibrillarine, une autre protéine de ce sous-compartiment, n'est pas affectee.
Ceci démontre que la protéine UL24 seule est capable d'induire la dispersion spécifique de la
nucléoline. Un autre groupe a rapporté une dispersion de la nucléoline au cytoplasme lors de
l'infection (69), mais nous n'avons pu reproduire le résultat avec deux anticorps différents, un
monoclonal et l'autre polyclonal. Il est possible que la présence des protéines gl et gE au cours
de l'infection produise un bruit de fond dans la région périnucléaire, vu leur fonction comme
récepteur Fc (265).

La dispersion de deux protéines du nucléole, la nucléoline (42, 345) et B23 (344), par
UL24 peut possiblement aider a trouver un mécanisme sur la dispersion de la nucléoline. Cette
premiére protéine posséde un NLS, mais pas de NoLS. Sa localisation nucléolaire serait
possiblement due a une interaction avec la protéine B23, qui elle posséde un NoLS. Il se peut
que linteraction directe ou indirecte d'UL24 avec ce complexe bloquerait l'import au nucléole de
la nucléoline en empéchant B23 d'effectuer son réle a ce niveau. Une autre possibilité serait
qu'UL24 influence le cycle cellulaire et enclenche les mécanismes qui induisent la dispersion de
certaines protéines nucléolaires au début de la mitose (133). En effet, il a été publié qu'UL24 et
certains de ses homologues pourraient induire un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M (410).
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Par contre, il est possible que cet arrét soit da a un effet indirect causé par des dommages a
I'ADN. Il a été rapporté que UL76 du CMV, un homologue d'UL24, pourrait induire des
aberrations chromosomales par la présence de centrioles surnuméraires ainsi que par la
présence de bris d’ADN (548), ceci n'a pas été observé pour UL24 du VHS-1. Ces effets
pourraient avoir comme conséquence d'induire la réponse de dommage a I'ADN, qui implique
plusieurs facteurs du nucléole et qui bloque la progression du cycle cellulaire. De plus, ces
essais ont été effectués en contexte de transfection et l'influence d'UL24 sur la progression du
cycle cellulaire en infection n'est pas connue. En infection, certains facteurs nucléolaires se
dispersent indépendamment de la présence d'UL24, tels que UBF, RPA194 et la fibrillarine
(346), ce qui démontre que différents mécanismes sont a I'aeuvre dans la redistribution des

protéines du nucléole.

5.3 - Domaines et résidus conservés d'UL24 et la dispersion de la

nucléoline

Tel que discuté dans la section 3.2, la séquence d'UL24 contient plusieurs régions
conservées, les HDs, ainsi que certains résidus quasi-invariants. Nous avons fabriqué des
versions d'UL24 ou les HDs ont été supprimés ainsi que des versions présentant des
substitutions d'aa les plus hautement conservés; certains de ceux-ci font partie du domaine
putatif d'endonucléase. La délétion d'un des HDs de UL24 n'a pas affecté la localisation de la
protéine puisqu'elle présente toujours une localisation cytoplasmique sous forme de point et
concentrée au Golgi ainsi qu'une localisation nucléaire et nucléolaire. Notamment, la trés
grande majorité des cellules présentait un marquage fort au nucléole, contrairement a la version
de type sauvage d'UL24. Dans une analyse sur l'effet de ces versions sur la nucléoline, nous
avons observe une absence de dispersion de la nucléoline. Il est possible que les cing HD
soient essentiels pour qu'il y ait cette relocalisation, mais également que ces délétions
empéchent UL24 de se replier correctement. Ces résultats suggérent que UL24 s'accumule au
nucléole tant qu'il n'y a pas dispersion de la nucléoline et suite a cette dispersion, elle semble
sortir de ce sous-compartiment.

Des versions exprimant seulement la portion N- ou C-terminale d'UL24 ont également
été testées. La localisation de celles-ci a été discutée précédemment, indiquant que la portion
N-terminale se rend au noyau et nucléole et que la portion C-terminale se retrouve au Golgi et
diffus dans le cytoplasme. En observant la dispersion de la nucléoline avec ces versions, nous
avons pu démontrer que la portion N-terminale est capable 3 elle seule d'effectuer cette
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relocalisation. Ceci indique que les HDs pourraient possiblement étre impliqués dans cette
fonction et que la portion C-terminale, moins conservée, n'a aucun effet direct a ce niveau.

Certains résidus d'UL24 sont conservés a plus de 90% et certains de ceux-ci ont été
relies a un possible motif d'endonucléase. Nous avons analysé I'impact sur la localisation et la
fonction d'UL24 de la substitution de plusieurs de ces aa. Les différentes versions de la protéine
ne démontraient pas de différence au niveau de leur localisation; ils se retrouvaient dans tous
les compartiments attendus. Par contre, certains d'entre eux démontraient un marquage plus
fort pour le nucléole, comme observé pour les mutants des HDs. En analysant le co-marquage
avec nucleoline, nous avons noté un effet variable des différentes mutations sur la dispersion
de la nucléoline. Certaines mutations démontraient des effets faibles ou partiels (E69A/V70A,
L72A, R75/D78A, Q117A, G121A, Q124A/L125A et Q154A) et d'autres une réduction
importante de cette fonction (H22L, Y26A, 197A/I98A et E99A/K101A). Il est intéressant de noter
que malgré la haute conservation de ces résidus, seulement certains d'entre eux semblent trés
importants dans la fonction de dispersion de la nucléoline. L'effet le plus fort semble se
regrouper au niveau des HDs un et trois et les résidus substitués dans ces HDs font partie du
motif endonucléase ou joueraient un réle au niveau de sa fonction. Ceci tend & démontrer
l'importance de ce motif dans la dispersion de la nucléoline par UL24 (41).

Certaines de ces mutations ont été insérées dans un virus recombinant pour déterminer
si la reduction visible de la nucléoline au cours de transfection transitoire était également visible
en infection. Nous avons confirmé nos observations en utilisant en paralléle deux virus portant
chacune des mutations, c'est-a-dire une réduction importante de la dispersion de la nucléoline
suite a l'insertion de la mutation E99A/K101A et un impact moindre pour la mutation G121A.
Lorsque nous avons analysé la réplication de ces virus, nous avons constaté une diminution
comparable a un virus UL24 déficient pour la mutation E99A/K101A. Par contre, le virus vUL24-
G121A n'a pas démontré de réduction. Une autre protéine virale qui posséde un motif
endonucléase est UL12 et un virus déficient pour celle-ci démontre également une réduction
importante de la production virale ainsi qu'un retard dans la sortie virale du noyau (462). Une
absence d'UL24 résulte également en des déficiences lors de la sortie virale, puisqu'une
étudiante au laboratoire a démontré une réduction de capsides virales cytoplasmiques lors de
l'infection par le virus UL24X (344). Cet effet pourrait étre d a un retard au niveau de
I'assemblage des capsides et de I'encapsidation, mais ceci reste & étre démontré. De plus, une
importance pour la nucléoline a été démontrée dans la sortie des capsides virales du noyau
(511).
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5.4 - UL24 et la formation de syncytia

Une déficience en UL24 est également associée a un phénotype de plages syncytiales
et les virus vUL24-E99A/K101A ainsi que vUL24-G121A forment tous deux ce type de plages.
Ces deux mutations ont un effet différent sur la dispersion de la nucléoline ainsi que sur
l'efficacité de réplication virale. Par contre, elles ont un effet similaire sur la fusion de cellules
infectées. Cela concorde avec notre hypothése qu'UL24 est une protéine multifonctionnelle
puisque les différentes fonctions d'UL24 ne sont pas toutes affectées par les mémes mutations.
Les versions mutantes d'UL24 se retrouvent en partie au Golgi, localisation également vue pour
la portion C-terminale d'UL24. Cet organite est impliqué au niveau de plusieurs phénoménes de
fusion membranaire et dans I'enveloppement secondaire du virus. Il est possible, vu sa
localisation lorsque exprimée seule, que la portion C-terminale soit responsable de ce réle
d'UL24 et que la portion N-terminale n'est pas impliquée directement. De plus, la séparation des
phénotypes de formation de polykaryocytes et de réduction de la production virale démontre
que ceux-ci ne sont pas la résultante du méme effet de I'absence d'UL24, mais plutét a plus
d'un defaut dans le cycle viral. Puisque la localisation d'UL24 change au cours du cycle de
réplication virale, on peut déduire qu'elle jouerait en premier un réle au niveau du nucléole et
par la suite serait relocalisée au cytoplasme et au Golgi pour y effectuer un autre réle au niveau
des evenements de fusion membranaire. Dans ce modéle, I'absence d'UL24 résulterait pour le
premier en une réduction de l'efficacité de réplication et pour le second dans la formation de
plages syncytiales.

Les mecanismes liés a la formation des plages syncytiales ne sont pas élucidés, mais
plusieurs joueurs sont connus, notamment les protéines gB, gK et UL20. Cette derniére joue un
r6le au niveau de I'enveloppement cytoplasmique des virions, possiblement au niveau du trans-
Golgi et en interagissant avec gK (178). Le role d'UL20 dans I'enveloppement, rattachée a
certains résidus de la portion C-terminale, n'est pas nécessaire dans sa fonction au niveau de la
formation de syncytia; il s'agirait donc de deux mécanismes indépendants (371). Il a été
demontré que gK et UL20 interagissent ensembles et de plus, peuvent interagir avec gB, qui est
essentielle a la fusion membranaire (88, 165, 611). La protéine gB est localisée a la membrane
plasmique et est par la suite endocytée vers des vésicules rattachées a I'enveloppement final
des virions (36). Les protéines UL20 et gK jouent un réle inhibiteur sur la formation de plages
syncytiales, possiblement via leur interaction avec gB et en modulant son activité fusogénique
et sa présence a la surface de la cellule (20, 87, 166). Une association entre UL24 et ces
difféerentes protéines n'a pas été démontrée, mais leur réle et mode d'action peuvent nous
renseigner sur les possibles mécanismes ou intervient UL24. Il est possible qu'UL24 module
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leur interaction avec les récepteurs intracellulaires, mécanisme qui pourrait en moduler I'activité
fusogénique (131). Il est possible également qu'UL24 affecte le recyclage des glycoprotéines
virales de la membrane aux endosomes ou dans leur rétention a ces endroits.

5.5 UL24, NM2a et les événements cytoplasmiques du cycle viral

Dans notre recherche de partenaires d'interaction pour UL24, nous avons démontré une
interaction avec un moteur d'actine, NM2a. Cette protéine est impliquée dans plusieurs
mécanismes, mais certains réles spécifiques lui ont été attribués au cours de l'infection. Une
publication récente démontre un réle pour cette protéine comme récepteur fonctionnel d'entrée
pour le virion (13). Il est peu probable qu'UL24 soit impliquée a ce niveau puisque la protéine ne
fait pas partie du virion et, de plus, elle est exprimée de maniére tardive. Néanmoins, cet article
démontre que NM2a et son interaction avec gB peut jouer un réle au niveau des fusions
cellulaires. Une possibilité serait qu'UL24 forme un complexe avec NM2a, ce qui en réduirait la
disponibilite, mais la différence du niveau de I'expression de ces deux protéines fait en sorte
que ce mécanisme n'aurait que peu d'effet. Il est plus probable qu'UL24 ait un impact sur la
fusion des cellules infectées en modulant l'interaction entre gB et NM2a, comme décrit a la
section précédente, ou dans l'activité du moteur, ce qui reste a déterminer.

NM2a est impliquée dans le transport au niveau du Golgi et dans le recyclage des
membranes. En vue de ces fonctions, une hypothése serait que lors de l'infection, elle participe
aux etapes d'internalisation des glycoprotéines et/ou sur leur transport vers le site
d'enveloppement des virions. La protéine UL24 pourrait agir & ce niveau et son absence
ménerait & une dérégulation de ce mécanisme, résultant possiblement & une accumulation de
glycoprotéines virales a la surface de la cellule. Ce modéle suggérerait aussi un possible défaut
dans I'enveloppement secondaire des virions, quoiqu’un tel défaut n'a jamais été détecté par
microscopie électronique avec un virus déficient en UL24. Le moteur NM2a a également été
demontré comme interagissant avec les virions suite a leur désenveloppement a la membrane
externe du noyau, via VP22, pour favoriser leur transport au site d'enveloppement. Nos
expeériences nous ont permis d'observer une relocalisation partielle de NM2a lors de l'infection,
de la périphérie de la cellule a la région périnucléaire, qui est visible en absence ou présence
d'UL24. Par contre, le chevauchement de ce signal avec celui de gB diminue significativement.
Ceci indique qu'il est probable que ce soit I'association de gB avec NM2a qui est perdue avec
un virus UL24X.

La localisation des glycoprotéines est importante pour la transmission cellule-cellule, qui
est un moyen efficace d'infecter les cellules avoisinantes en diminuant I'exposition au systéme
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immunitaire, aux anticorps neutralisants et en dirigeant les virions vers des cellules non-
infectées situées a proximité (266). Le VHS infecte des tissus polarisés et il a été démontré que
les virions sont principalement dirigés, lors de la sortie, vers les parties latérale et basolatérale
de la cellule plutdt que la partie apicale (268). Une autre preuve que ce moyen de transmission
est important est que des virus déficients pour ce type de transmission sont sévérement
atténués en modele animal (434). Deux glycoprotéines virales qui ne sont pas impliquées dans
I'entrée virale sont impliquées dans la transmission cellule-cellule, gE et gl. En effet, il a été
démontré pour ces deux protéines virales qu'elles doivent s'accumuler au trans-Golgi pour par
la suite étre relocalisées aux jonctions cellulaires pour qu'il y ait une infection efficace des
cellules voisines (153). En leur absence, les virions s'accumulent au cytoplasme et sont dirigés
vers la partie apicale de la cellule (268). La formation de syncytia est une stratégie utilisée par
certains virus, tel que le VZV pour faciliter l'infection (98), mais le VHS ne forme pas
normalement ce type de plages. Il est possible que la dérégulation du mécanisme régissant le
ciblage et l'internalisation des glycoprotéines virales impliquées lors de I'enveloppement final et
dans la transmission cellule-cellule résulte en la formation de plages syncytiales (20, 506, 680).
Les protéines virales gK et UL20 sont associées a un phénotype syn et sont aussi impliquées
dans l'internalisation et la rétention des glycoprotéines virales (20). Possiblement qu'UL24, qui
est également liée & ce phénotype, pourrait étre impliquée dans ces mécanismes de contréle de
la localisation des glycoprotéines virales et dans la transmission cellule-cellule, possiblement
via son interaction avec NM2a.

Nous avons observé une co-localisation de UL24 et NM2a a la périphérie de la cellule,
prés de la membrane, ainsi qu'en périphérie du noyau. Cette derniére pourrait étre dans les
sites d'assemblage des virions ou NM2a joue un réle dans le transport des capsides (615).
Celle a la membrane est possiblement reliée a l'actine corticale, qui joue un réle ambivalent
dans la sortie virale (83, 523). Il est possible que NM2a, de concert avec UL24, aide dans la
sortie des virions, dans leur assemblage ou dans l'infection de cellules avoisinantes.

5.6 Modéle expliquant les réles d'UL24 au cours de l'infection

Les éléments dont nous disposons jusqu'a présent ne nous permettent pas de décrire
précisément le mécanisme d'action d'UL24 au cours de l'infection. Néanmoins, les fonctions
que nous avons identifiées au laboratoire ainsi que les données disponibles sur les homologues
de celle-ci nous permettent d'identifier des étapes ot UL24 pourrait jouer un réle (schématisé
en Figure 11). Le réle le plus précoce trouvé pour UL24 et ses homologues est dans la
régulation des génes IE. Ce rdle a été identifié pour la protéine UL76 du CMV (630), mais, a la
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difference d'UL24, UL76 a été démontrée comme faisant partie du virion. Il est possible que
UL24 joue un rdle dans la régulation d'expression génique en influengant la dynamique de
certaines protéines du nucléole, un sous-compartiment qui a été démontré comme important
pour l'efficacité du transport nucléo-cytoplasmique actif de transcrits de plusieurs virus. Les
protéines nucléoline et B23 pourraient jouer un réle dans ce transport, mais également dans la
stimulation de la réplication du génome comme il a été démontré pour I'adénovius (57, 255,
354, 437, 627). Un rdle pour la nucléoline dans la sortie virale du noyau a été démontré et une
étudiante au laboratoire a observé un défaut dans la sortie virale en absence d'UL24 (344). Il
est possible que la dispersion de la nucléoline soit nécessaire pour que ce processus soit
efficace.

La fonctionnalité du domaine endonucléase d'UL24 n'a toujours pas été démontrée,
mais les résidus qui le composent sont importants pour l'efficacité de réplication du virus. Une
autre protéine virale, UL12, posséde un motif similaire et est importante dans la résolution des
formes d'ADN recombiné avant I'empaquetage dans les capsides (26, 461, 462, 483). Une
deficience pour celle-ci résulte en un retard dans la sortie nucléaire des capsides et en
I'empaquetage de formes anormales de génomes viraux. Il est possible, si le motif présent dans
UL24 est fonctionnel, qu'elle soit importante pour résoudre les structures d'ADN viral.

Plus tard au cours de l'infection, UL24 se retrouve au cytoplasme dans des structures en
forme de points et concentrée en région périnucléaire. Nos essais en transfection nous ont
permis de démontrer une localisation au trans-Golgi, ce qui concorderait avec un réle au niveau
des étapes d'assemblage des virions. De plus, le phénotype UL24 déficient pour la formation de
plages syncytiales pointe vers un réle dans I'enveloppement secondaire, dans le controle des
processus de fusion ou dans la régulation des protéines de fusion. En ce sens, UL24 pourrait
aider a l'internalisation des glycoprotéines ou dans leur séquestration dans les sites
d'enveloppement final. En effet, le cytosquelette est important pour ces étapes finales de la
réplication. Il est possible que l'interaction entre UL24 et NM2a affecte le recyclage des
glycoprotéines en promouvant ce mécanisme via l'activation de NM2a. Ceci résulterait en une
augmentation de l'internalisation des glycoprotéines, et donc de gB, et une présence réduite a
la surface. De plus, l'interaction avec NM2a pourrait se faire & ces mémes étapes. Une
possibilité est qu'UL24 pourrait activer ce moteur et augmenter l'efficacité de ces étapes, mais
egalement en jouant sur son interaction avec gB. Il est également possible qu'UL24 intervienne
lors de la sortie des virions ou dans la traversée de I'actine corticale en interagissant avec
NM2a pour promouvoir le mouvement des virions vers la membrane plasmique. De plus, il est
possible qu'UL24, via sont interaction avec NM2a, promeut l'infection de type cellule-cellule en
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régulant le transport de glycoprotéines virales impliquées dans ce mode de transmission, gE et
gl. UL24 pourrait également aider au transport vers ces zones de juxtaposition cellulaire pour
promouvoir l'infection de cellules avoisinantes.
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Figure 11. Modéle des réles d'UL24 au cours de l'infection. UL24 agit au niveau du
nucléole en induisant une relocalisation de la nucléoline et de B23 hors de ce sous-
compartiment (1). UL24 agit au niveau de la sortie nucléaire des capsides (2).
Possiblement par son interaction avec NM2a, UL24 pourrait jouer un réle sur le
transport des capsides avant I'enveloppement secondaire (3), dans I'endocytose des
glycoprotéines virales a la membrane plasmique (4) et/ou dans la traversée de I'actine
corticale lors de la sortie des virions (5). Elle pourrait également jouer un role dans la
transmission cellule-cellule (6).
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Conclusions et perspectives

Les premiéres expériences de cette thése se sont concentrées sur I'étude de la protéine
UL24 hors du contexte d'infection. Ceci nous a permis de circonscrire la localisation d'UL24
dans les différents compartiments cellulaires. Nous avons observé gqu'elle se retrouve aux
mémes endroits que lors de l'infection, ce qui nous permet de conclure que sa localisation ne
dépend pas d'autres protéines virales, ni de modifications cellulaires apportées lors de
l'infection. Nous avons pu déterminer que la protéine se retrouve au nucléole et également au
niveau du trans-Golgi. De plus, I'utilisation de versions portant des délétions a permis de
déterminer que les portions N- et C-terminales ont une localisation différente. Ces observations
soutiennent un réle multifonctionnel pour UL24. Nous avons démontré que les 60 premiers aa
d'UL24 sont capables d'induire une localisation au niveau du nucléole d'une protéine
hétérologue et que la portion C-terminale se localise au Golgi. Il serait intéressant de poursuivre
cette étude pour identifier les résidus impliqués dans la localisation d'UL24 et I'effet de la
mutation de ceux-ci en contexte infectieux.

Les fonctions connues d'UL24 avant cette étude n'étaient que les phénotypes
observables avec le virus UL24X. Des études au laboratoire avaient permis de démontrer un
rble sur la localisation de la nucléoline durant l'infection. Nos études en transfection nous ont
permis de confirmer ce réle et de plus d'assigner cette fonction a la portion N-terminale qui est
suffisante pour induire la dispersion. La délétion des HDs abolit cette fonction, mais il est
possible que le repliement de la protéine soit affecté par ces modifications. L'utilisation de
versions d'UL24 avec substitutions d'un ou de deux résidus, modifications moins drastiques que
les délétions, nous ont permis de prouver l'importance de deux régions de résidus conservés
pour la dispersion de la nucléoline. Ceux-ci sont rattachés a un motif d'endonucléase putatif
dont la fonction n'a pas encore été démontrée. Il serait intéressant dans un premier temps de
vérifier la fonctionnalité de celui-ci et d'identifier les potentielles cibles lors de l'infection. Il est
possible que ces cibles soient reliées a la fonction d'UL24 au nucléole ou pour résoudre les
formes branchées de I'ADN viral, réle similaire a la protéine UL12 du VHS-1.

L'étude en contexte infectieux avec certaines des mutations a permis de confirmer les
résultats obtenus in vitro sur la dispersion de la nucléoline. Un impact fort sur cette dispersion
est lié a une réduction des titres viraux du méme ordre qu'un virus déficient pour UL24. Ceci
indique que la dispersion de la capacité de disperser la nucléoline est importante pour
l'efficacité de la réplication du VHS-1. Les deux virus testés résultent en la formation de plages
syncytiales, un autre phénotype associé a une déficience pour UL24. Dans un premier temps,
ceci permet de séparer deux des phénotypes du virus UL24X, indiquant que la diminution de la
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réplication virale n'est pas due a la formation de ce type de plages. Ces observations
soutiennent également I'hypothése qu'UL24 est multifonctionnelle.

Finalement, la recherche de partenaires d'interactions d'UL24 nous a permis d'identifier
NM2a comme protéine interagissante. Nous avons utilisé diverses méthodes pour observer
cette interaction. La présence de co-localisation a la membrane ainsi qu'au cytoplasme soutient
que possiblement la portion C-terminale est impliquée a ce niveau. NM2a a été impliquée dans
le transport des capsides virales ainsi que dans la fusion entre cellules infectées. Elle est
également un récepteur pour la protéine de fusion gB, interaction qui pourrait mener a la
formation de plages syncytiales. Nos expériences nous ont permis d'observer un changement
de co-localisation entre ces deux protéines en absence d'UL24. Il est possible que gB soit
localisée de maniére aberrante et que ceci entraine une dérégulation dans les processus de
fusion, résultant en la formation de polykaryocytes. Le site d'interaction entre UL24 et NM2a
n'est pas connu, mais la disponibilité de plusieurs mutants au laboratoire pourrait nous aider a
identifier des résidus conservés importants pour cette interaction. Il serait intéressant de voir
I'effet de 'abolition de cette interaction en contexte d'infection in vitro et in vivo. Un groupe a
rapporté une réduction importante de la pathogenése du VHS-1 en utilisant un inhibiteur de
NM2 et a attribué ce phénotype a une perte d'interaction avec gB. Par contre, UL24 est
également un facteur de pathogenése et il est possible que cet inhibiteur ait eu un effet indirect
sur une fonction d'UL24. Il est donc possible que les résultats des recherches présentées
meénent a une potentielle cible thérapeutique qui pourrait aider dans le traitement des infections
par le VHS-1. Egalement, vu la conservation d'UL24 dans les différentes familles de virus
herpés, il est possible que les résultats obtenus s'appliquent a d'autres virus.
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Introduction

La protéine UL24 est hautement conservée dans I'ordre des herpevirales mais peu est
connu sur sa fonction lors de l'infection. Chez le VHS-1, son absence résulte en la formation de
plages syncytiales et une réduction de I'efficacité de la réplication virale en culture cellulaire.
Dans un modéle murin, une réduction de la réplication a été observée dans les muqueuses et
une réduction encore plus importante a été observée dans les neurones. De plus, on observe
une réduction importante de la réactivation virale et de la pathogenése (9, 10, 13). Nous avons
démontré qu'UL24 est importante pour la relocalisation d'une protéine du nucléole, la
nucléeoline. De plus, la portion N-terminale seule est capable d'accomplir réle et certains résidus
importants pour cette fonction font partie d'un motif putatif endonucléase (2, 3, 11). Notre
laboratoire a également démontré des résultats semblables pour une autre protéine du
nucléole, B23 (14).

Lors des essais d'identification de protéines interagissantes avec UL24, nous avons
préecédemment rapporté une interaction avec la protéine NM2a. Une autre protéine a également
été identifiée, il s'agit de la grande sous-unité de la Ribonucléotide réductase 1 virale (RR1).
Cette protéine a comme role principal la réduction de ribonucléotides en desoxyribonucléotides,
un substrat essentiel dans la synthése de I'ADN, rdle qui est dispensable dans les cellules en
division, mais est important pour les cellules quiescentes et les neurones (1, 8, 18). Elle a
egalement été impliquée dans plusieurs autres processus lors de l'infection. RR1 joue un réle
dans le repliement de protéines par une activité chaperone similaire & celle des « heat shock
proteins » (HSP) (4). Elle peut également stimuler la traduction en promouvant I'assemblage du
complexe elF4F en interagissant avec elF4G (19). Par ailleurs, la protéine RR1 du VHS-2 a été
démontrée comme jouant un réle dans l'inhibition de I'apoptose des voies mitochondriales via
l'activation de MAPKK/ERK et PI3K/AKT (7). Autant pour VHS-1 et VHS-2, RR1 inhibe
I'apoptose stimulée par les récepteurs de mort Fas et TNF ainsi que par le poly(l C) par une
interaction constitutive avec la caspase 8 (5-7, 12). Nos expériences ci-dessous présentent
l'identification d'une interaction entre UL24 et la protéine RR1 lors de l'infection.
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Résultats

UL24 interagit avec la protéine RR1 virale

Pour identifier les protéines interagissant avec UL24, nous avons fait une
immunoprécipitation (IP) sur des lysats de cellules infectées en paralléle par les virus KOS ou
VHA-UL24 (15). Ces deux virus ont comme seule différence la présence d'une étiquette
hémagglutinine (HA) fusionnée a la partie N-terminale d'UL24, ce qui nous permet d'avoir un
témoin pour les interactions non spécifiques lors des IPs. Des cellules Vero on été infectées et
lysées a 18 hpi utilisant le tampon PA et soumis a une digestion a la DNAse microccocale dans
le tampon de lyse PA & 4°C, condition non-optimales pour la digestion de I'ADN, mais qui
prévient la dégradation des protéines. Par la suite, les lysats ont été incubés avec une matrice
d'affinité contre I'étiquette HA. Les protéines isolées ont été séparées sur un gel de
polyacrylamide dénaturant et coloré a I'argent. Nous avons observé la présence d'une bande
forte correspondant a une masse moléculaire d'environ 150 kDa qui était spécifique a la
présence de I'étiquette HA (Figure 1A). Utilisant la spectrométrie de masse, un peptide a été
identifie avec la séquence « AITSNVSAILAR » et un score de 67. Il correspond & une protéine
virale de 136 kDa, la RR1. Cette protéine a été identifiée a trois reprises dans des expériences
d'IP indépendantes. Pour confirmer l'interaction, l'immunoprécipitation a été refaite, mais cette
fois en analysant les protéines migrées par immunobuvardage de type western. Utilisant un
anticorps contre la protéine RR1, nous avons détecté la présence de la RR1 dans les lysats de
cellules infectées par les virus KOS et vHA-UL24. Par contre, une bande correspondant @ RR1
a ete observée seulement dans le lysat de cellules infectées par le virus VHA-UL24 (Figure 1B).
Ce resultat confirme la spécificité de l'interaction puisqu'en absence de I'étiquette, RR1 n'était

pas précipitée.
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Figure 1. Co-immunoprécipitation de RR1 avec UL24. (A) Gel de protéines coloré a I'argent.
Les puits 1 et 2 sont les lysats utilisés pour faire les immunoprécipitations. Les puits 3 et 4
sont les protéines isolées suite a I''mmunoprécipitation. La fleche indique la bande analysée
par spectromeétrie de masse. (B) Immunobuvardage de type western des lysats (1,2) et des
protéines immunoprécipités (3,4). La fléche indique la position de RR1. Les bandes et les
chiffres & gauche indiquent la position des marqueurs de poids moléculaires.

Plasmide GST-RR1

Pour aider dans notre caractérisation de l'interaction entre RR1 et UL24, nous avons
construit un plasmide d'expression mammifére exprimant RR1 fusionnée avec une étiquette
glutathion S-transférase (GST) en N-terminale. Nous avons amplifié le géne de la grande sous-
unité de RR1 & partir de I'ADN viral du virus de type sauvage KOS et il a été inséré dans un
vecteur TOPO. Le géne a été séquencé puis excisé avec les enzymes Pacl et Pmel pour étre
inséré dans le vecteur pLB-GST, résultant en le vecteur pLB-GST-RR1 (Figure 2A). La
sequence de l'étiquette GST et du géne de RR1 ont été vérifiées par séquencage. Nous avons
confirmé I'expression de la protéine GST-RR1 par immunobuvargade de type western a partir
de lysats de cellules COS-7 transfectées (figure 2B).
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Figure 2. Plasmide et expression de GST-RR1. (A) Schéma du plasmide
d'expression de la protéine RR1 fusionnée en N-terminale a une étiquette GST. (B)
Immunobuvardage de type western démontrant I'expression de GST-RR1. Le puits 1
contient un lysat de cellules non-transfectées. Le puit 2 et 3 sont des lysats de
cellules transfectés avec le vecteur pLB-Pfl et pLB-GST-RR1 respectivement. La
fleche indique la position de GST-RR1. Les bandes inférieures indiquent une possible
dégradation partielle de GST-RR1 (5)

Co-localisation partielle entre UL24 et RR1 en contexte de transfection transitoire et en
infection

Pour confirmer si l'interaction entre UL24 et RR1 vue précédemment était possible dans
la cellule, nous voulions nous assurer que les deux puissent se retrouver dans les mémes
compartiments cellulaires. En premier lieu, nous avons utilisé le plasmide d'expression pLB-
GST-RR1 de concert avec le plasmide pLB-HA-UL24 pour voir la localisation des deux
protéines hors du contexte d'infection. Nous avons pu voir une co-localisation forte entre les
deux en peériphérie du noyau, possiblement au Golgi, ol UL24 se retrouve en partie en
transfection transitoire (3) (Figure 3A). Nous avons également testé la localisation en utilisant
les vecteurs exprimant les parties N- et C-terminales d'UL24. RR1 se retrouve toujours au
niveau du cytoplasme avec ces deux versions d'UL24 (Figure 3B et C). La portion N-terminale
d'UL24 est presque exclusivement nucléaire, et son absence du Golgi corréle avec une perte
du marquage concentré de RR1 en périphérie du noyau (Figure 3B). En contexte d'infection,
nous avons observeé également une localisation cytoplasmique pour RR1. La co-localisation
avec UL24 est observée sous forme de points au niveau du cytoplasme (Figure 3D). Ces
résultats nous indiquent que les protéines UL24 et RR1 se retrouvent du moins partiellement
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aux mémes endroits dans la cellule autant lors d'expression en transfection transitoire gu'en

infection.
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Figure 3. Co-localisation de UL24 et RR1. Essai de transfection transitoire pour tester la
co-localisation des protéines GST-RR1 et HA-UL24 (A) ou sa portion C-terminale (C).
Aucune co-localisation n'a été détectée pour la portion N-terminale d'UL24 (B). En
infection, une co-localisation cytoplasmique n'a été observée pour HA-UL24 et RR1 (D). Le
signal pour I'étiquette HA est démontré en vert et celui pour GST ou RR1 est en rouge. Le
noyau est représenté en bleu par un marquage au Drag5.

Matériel et Méthodes

Infection, transfection et lyse de cellule

Pour les infections, les cellules Vero ont été ensemencées a 1.5 x 107 cellules par T175
etincubées a 37°C et 5% CO, pendant 24 heures. Elles ont été infectées a une MO! de 10 avec
le virus KOS ou VHA-UL24 pendant 18 heures. La lyse s'est effectuée a 4°C avec tous les
réactifs sur glace pour diminuer la dégradation. Les cellules ont été lysées avec 1 ml de tampon
PA (120mM d'acétate de potassium, 20mM Tris pH 7.5, 5mM EDTA, 10% Glycérol, 0.1% Triton
X-100 et un comprimé d'inhibiteur de protéase (Roche)) pendant 15 minutes. Pour les
expériences de transfection, les cellules COS-7 ont été ensemencées dans des pétris de 100
mm & une concentration de 2.5 x 10° cellules par pétris et incubées pendant 24 heures. Elles
ont éte transfectées utilisant la lipofectamine (Invitrogen) a un ratio 3:1 (Reactif:ADN) avec 4 ug
de chaque plasmide selon les instructions du manufacturier. Le milieu de transfection a été
changé 5 heures post-transfection et remplacé par du milieu 5% NCS/DMEM pour 48 heures.
Les cellules ont été lysées dans 500 ul de tampon RIPA (500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5%
d'acide deoxycholique, 0.1% SDS, 50mM Tris pH 8.0 et une capsule d'inhibiteur de protéase)
sur glace pendant 15 minutes. Les lysats ont été récoltés utilisant un grattoir et par la suite
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centrifugés & 13 000 rpm dans une mini-centrifugeuse pendant 30 minutes a 4°C. Le
surnageant a été transféré dans un eppendorf pré-refroidi et par la suite conservé si besoin a -
80°C.

Immunoprécipitation

Pour un volume de 1 ml, un aliquot de 100 pl des lysats a été conservé pour les futures
analyses et 900 pl a été incubé pour 1 heure avec 50 pl de billes couplées a la protéine G pour
réduire les interactions non spécifiques lors des immunoprécipitations. Par la suite, les
immunoprécipitations ont été réalisées utilisant 50 pl d'une matrice dirigée contre I'étiquette HA
(Roche). Cette incubation s'est faite pour 3 heures a 4°C sur un inverseur et par la suite les
tubes ont été centrifugés a 5000 rpm pour 5 minutes. Deux lavages de 15 minutes chaque avec
1 ml de tampon PA ont été réalisés sur l'inverseur. Par la suite, un dernier lavage a été réalisé
et les protéines précipitées ont été resuspendues dans 120 pl de tampon de changement 6x

contenant du beta-mercaptoéthanol.

Gels de polyacrylamide et immunobuvardage de type western

Les échantillons ont été analysés sur des gels de 10% polyacrylamide dénaturants
contenant du SDS. La coloration & l'argent s'est effectuée a I'aide du kit ProteoSilver plus
(Sigma). Pour les analyses par immunobuvardage de type western, le transfert s'est fait sur une
membrane de PVDF (Millipore) et I'analyse s'est faite utilisant un anticorps contre la protéine
RR1 (fourni par Langelier Y., Université de Montréal) a une dilution 1:1000 et un anticorps
secondaire contre les anticorps de lapin (Bethyl) & une concentration 1:5000. La détection de
GST-RR1 s'est faite en utilisant un anticorps contre I'étiquette GST (Invitrogen) avec une
dilution 1:1000 et un anticorps dirigé contre les anticorps de souris (Sigma) & une concentration
de 1:10000. La détection s'est effectuée utilisant le réactif de chimioluminescence ECL plus
(GE-Amersham).

Immunofluorescence

Des lamelles de verre #1 ont été lavées & |'éthanol et par la suite déposées dans les
puits d'une plaque de 24 puits. Par la suite, des cellules Vero ou COS-7 ont été ensemencées a
7.5 x 10 cellules par puits. Les cellules Vero ont été infectées a une MOI de 10 par les virus
KOS ou vHA-UL24 pour 18 heures. Pour les expériences de transfection transitoire, les cellules
COS-7 ont été transfectées avec 0.25 pg de plasmide par puits avec le réactif Fugene6 (Roche)
a un ratio de 6:1 (Réactif:ADN) selon les instructions du manufacturier. Cing heures post-
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transfection, le milieu a été changé pour du 5% NCS/DMEM et les cellules incubées pour 48
heures additionnelles. Par la suite, les cellules ont été lavées au PBS, fixées avec une solution
de 2% paraformaldehyde pour 10 minutes et lavées au PBS. L'immunofiuoresence a été
réalisée comme décrit précédemment (2, 3) avec les dilutions d'anticorps suivantes : GST
(1/150), RR1 (1/75) et HA (1/150).

Conclusion

Nos expériences ont démontré une interaction entre les protéines virales UL24 et RR1.
Nous avons démontré par immunoprécipitation la co-précipitation spécifique de la grande sous-
unité de RR1 avec UL24 puisque celle-ci n'était pas présente dans les protéines précipitées
dans des conditions identiques ayant comme seule différence I'absence de I'étiquette HA sur
UL24. Nous avons également construit un plasmide d'expression mammifére pour exprimer
RR1 hors du contexte infectieux avec une étiquette GST. Ceci nous a permis de décrire la
localisation de RR1 en absence d'autres protéines virales ou en présence d'UL24. Nous avons
observé une co-localisation en contexte de transfection transitoire au niveau cytoplasmique
ainsi qu'en concentration en périphérie du noyau, possiblement au Golgi. De plus, nous avons
pu observer une différence dans la localisation cytoplasmique de RR1 en absence de UL24
cytoplasmique. En contexte d'infection, nous avons observé également une co-localisation
entre ces deux protéines au niveau cytoplasmique.

Il est difficile de statuer sur le role de cette interaction avec les résultats préliminaires
présentés dans cette annexe. Il a été démontré que RR1 est impliquée au niveau de la
stimulation de la traduction (19). Jusqu'a présent, aucun réle a ce niveau n'a été démontré pour
UL24, mais une influence sur la stimulation de la transcription a été observée pour un de ses
homologues, UL76 du CMV (20). Un réle anti-apoptotique a également été démontré pour RR1,
mais nous ne possédons pas d'indication qu'UL24 joue un réle & ce niveau. Par contre, ORF20
du murine herpesvirus-68, homologue d'UL24, a été démontré comme induisant I'apoptose (17).
Une autre étude a également démontré un rdle similaire pour UL24 du HSV-1 et ses
homologues des beta et gamma-herpésvirus (16).

La localisation cytoplasmique de cette interaction, telle que vue par
immunofluorescence, et l'expression tardive d'UL24 nous suggérent que cette relation serait
plutét importante dans les étapes tardives du cycle viral, telles que la progression des capsides
dans le cytoplasme ou l'assemblage final des virions.
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