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Résumé
Le virus de I'herpés simplex 1 (VHS-1) infecte les cellules épithéliales des

muqueuses buccales causant des lésions. Le VHS-1 infecte aussi les neurones du
ganglion trijumeau (TG) et y entre en latence. A la suite d’un stress, le virus se réactive
et se réplique dans les neurones du TG permettant ainsi sa dissémination. Par
conséquent, les neurones sont critiques & la pathogenése du VHS-1.

La protéine UL24 du VHS-1 est importante pour la réplication virale en culture
cellulaire, ainsi que dans un modéle murin d'infection pour de hauts titres viraux dans les
TGs et pour la réactivation. Au cours du cycle viral, UL24 se localise au noyau, au
nucléole ainsi qu'au cytoplasme. La partie N-terminale de la protéine est conservée avec
cing domaines d’homologies (HDs) contenant des acides aminés hautement conservés

qui sont importants pour la pathogenése.

Au cours de l'infection des fibroblastes, le VHS-1 induit plusieurs modifications au
nucléole. Les protéines B23, nucléoline, fibrillarine et des composantes de la machinerie
de transcription de 'ARN pol | (UBF et RPA194) sont relocalisées durant I'infection.
Certains de ces phénomeénes sont dépendants d’UL24 comme pour la nucléoline et de
B23, contrairement a la relocalisation de la fibrillarine, d'UBF et de RPA194 qui sont
indépendants d’UL24. Notre hypothése de départ était qu’UL24 perturbe le nucléole des
neurones pour ainsi faciliter la réplication du VHS-1.

Pour tester cette hypothése, I'étude de la réplication virale et 'effet d’'UL24 sur le
nucléeole dans les neurones ont été effectués en utilisant deux modéles neuronaux : les
cellules humaines LA-N-5 et les cultures primaires neuronales de souris. Nous avons
determiné qu’UL24 était important pour la réplication virale dans les neurones humains
LA-N-5 et les neurones de culture primaire, puisqu’en son absence une réduction 1
log10 des titres viraux a été observée. Néanmoins, cette diminution n’est pas suffisante
pour expliquer la réduction importante des titres viraux dans les TGs observée dans un

modéle murin d'infection oculaire.

L'impact d’'UL24 sur le nucléole des neurones humains du modéle LA-N-5 a été
étudie. Nous avons observé que la redistribution de la nucléoline était dépendante
d’UL24 contrairement 4 la délocalisation de B23 et d’'UBF qui étaient des phénoménes
indépendants de cette protéine. Par ailleurs, nous avons déterminé que la réplication




virale est nécessaire pour induire des modifications au nucléole autant dans les
fibroblastes que dans les neurones; puisqu’un virus UV-inactivé n’induit pas de
changements dans la localisation des protéines du nucléole. Nous avons observé
qu'UBF est recruté aux compartiments de réplication viraux suggérant que cette protéine
aurait un réle dans le cycle du VHS-1 dans les neurones. Finalement, les changements
observés au nucléole n'ont pas été accompagnés de changements drastiques dans les
niveaux des protéines nucléolaires. Nos résultats supportent un réle pour le nucléole
dans la réplication du VHS-1 dans les neurones.
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Abréviations
ADNTr : ADN ribosomal

ARNm : ARN messager

ARN pol | : ARN polymérase |

ARNr: ARN ribosomal

BHV-1 : « bovine herpes virus 1 »
Brn-3.0 : « Brain-specific homeobox 3.0 »
CBs : « cajal bodies » ou corps de cajal

CDC : « Center for disease control and prevention » ou Centre de controle des maladies
et de prévention

CDK : « cyclin-dependant kinase » ou kinase dépendante de cyclines
CK-ll : « casein kinase Il »

CMV: Cytomégalovirus

CRE : « cAMP-responsive element » ou élément AMPc réponse

DFC : « dense fibrillar center » ou centre fibrillaire dense

DRG : « dorsal root ganglion » ou ganglion de la racine dorsale

EBV: Epstein-Barr virus

FC : « fibrillar center » ou centre fibrillaire

GC : « granular center » ou centre granulaire

HCF : « host cell factor » ou facteur de la cellule héte

HD : « homology domains » ou domaines d’homologie

hpi: heures post-infection

HS : héparine sulfate

HHV : « human herpes viruses » ou virus herpés humain

HVEM : « herpes virus entry mediator » ou médiateur d’entrée aux herpésvirus

ICP : « Infected cell protein » protéine de la cellule infectée




ICTV : « International Committee on Taxonomy of Viruses » ou Comité international de
la taxonomie des virus

KSHV: « Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus »

LAP : « Iatency-active promoter » ou promoteur actif de la latence

LATs: « latency associated-transcripts » ou transcrits associés a la latence
LSD1 : « lysine-specific demethylase » ou déméthylase lysine spécifique
MOI : multiplicité d’infection

MuHV4 : « murine herpes virus 4 »

NES : « nuclear export signal » ou signal d’export nucléaire

ND-10: « Nuclear domain 10 » ou domaine nucléaire 10

NDF: « nucleolus-derived foci »

NGF : « nerve growth factor » ou facteur de croissance neuronal

NLS : « nuclear import signal » ou signal d’import nucléaire

NoLS : « nucleolar import signal » ou signal d’'import nucléolaire

N-Oct 3: « neuron octamer transcription factor 3 »

NORs : « Nucleolar organizer regions » ou régions organisatrices nucléolaires
Oct-1: « octamer binding protein-1 »

Olf-1: « olfactory neuron-specific transcription factor-1 »

OREF : « open reading frame » ou cadre de lecture ouvert

PML : « promyelocytic leukemia » ou leucémie promyélocytaire

PNBs: « prenucleolar bodies » ou corps périnucléolaire

SiRNA : « small interference RNA » ou petit ARN interférant

RNP : « ribonucleoprotein » ou ribonucléoprotéine

snRNPs ou snoRNPs : « small nucleolar ribonucleoproteins » ou petite
ribonucléoprotéine nucléolaire

TG : ganglion trijlumeau

UBF: « upstream binding factor »
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UCE : « upstream control element »

U, : région unique longue

Us : région unique courte

vhs : «virion host shut-off»

VHS-1 : Virus herpés simplex 1

VHS-2 : Virus herpés simplex 2

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

VP: « virion protein » ou protéine du virion

VRCs: « viral replication compartments » ou compartiments de réplication viraux

VZV: Varicella zoster virus
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION




1.1 Le virus de 'herpés simplex

1.1.1 La taxonomie des virus herpés
La classification des herpésvirus a été modifiée derniérement par

le « International Committee on Taxonomy of Viruses » (ICTV) [68]. L'ordre des
Herpesvirales comprend trois familles : la famille des Herpesviridae qui inclut des virus
de mammiféres, d'oiseaux et de reptiles; la famille des Alloherpesviridae qui comprend
des virus de grenouilles et de poissons; la famille des Malacoherpesviridae qui contient
un virus de bivalve. Ensuite, trois sous-familles qui tiennent compte de la génétique
composent la famille des Herpesviridae [69-71): Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae
et Gammaherpesvirinae. Il existe huit herpés virus humains. Les Alphaherpesvirinae
sont des virus neurotropes ayant un cycle de réplication court. Cette sous-famille
comprend les virus de I'herpés simplex 1 et 2 (VHS-1 et VHS-2) et varicella zoster virus
(VZV). Les Betaherpesvirinae ont un tropisme lymphoide et leur cycle de réplication est
long. Cette sous-famille contient le cytomégalovirus (CMV), les herpésvirus humains 6 et
7 (HHV-6 et 7). Enfin, les Gammaherpesvirinae se répliquent lentement dans les cellules
épithéliales et ils ont aussi un tropisme lymphoide, cependant ils sont oncogéniques i
[103]. Les Gammaherpesvirinae incluent le virus Epstein-Barr (EBV) et le « Kaposi’s
sarcoma-associated herpesvirus » (KSHV).

1.1.2 La pathogenése du virus de I’herpés simplex 1
Les infections par le VHS-1 sont répandues dans le monde entier autant dans les

pays développés que dans les pays en voie de développement [370]. Il est estimé
qu’environ 60 % a 95 % des adultes sont infectés par le VHS-1 (revue [51]). L'age, la
situation géographique et socioéconomique des personnes sont des facteurs qui
influencent la fréquence des infections herpétiques. La prévalence aux infections par le
VHS-1 augmente avec I'age passant de 40 % chez les jeunes personnes de 15 ans a
60-90 % chez les personnes agées (revue [51]). L’ humain est le seul réservoir pour le
VHS-1. l

La transmission du virus se fait par contact direct résultant & une infection

primaire ou le virus se réplique et cause des lésions. L'infection peut étre soit
asymptomatique [369] ou avec des symptomes d’intensité moyenne comme la fiévre,



des lésions ulcéreuses et vésiculaires, de I'inflammation; mais I'infection est rarement
mortelle [103]. En fonction de la région affectée, la personne peut développer des
Iésions buccales (feux sauvages) ou des Iésions oculaires (kératites). Le VHS-1 peut
aussi causer des infections cutanées connues sous le nom d’eczéma herpétique qui est
plus fréquent chez les dentistes. Il existe aussi une forme d’herpés, herpes gladiatorum,
chez les personnes pratiquant un sport de contact comme la lutte (revue [51, 365]). Lors
de l'infection primaire, le virus peut aussi infecter les terminaisons axonales des
neurones situés dans le ganglion trijumeau (TG) pour établir une latence, mais le virus
peut aussi se répliquer et causer une encéphalite. En absence de traitement,
I'encéphalite herpétique est mortelle dans 70 % des cas. Les personnes ayant eu une
encéphalite peuvent avoir des séquelles neurologiques graves. Le Centre de contrdle
des maladies et prévention (CDC) aux Etats-Unis estime environ 40 a 50 cas
d’encéphalite reliés au VHS-1 par an [371]. Lorsque la personne subit un stress
physique ou émotionnel, le virus peut se réactiver. Le virus se réplique causant des
infections récurrentes au site primaire d’infection qui sont accompagnées de douleurs,
bralements, picotements ou démangeaisons six heures avant I'apparition de vésicules
[326]. La guérison est compléte entre huit a dix jours suivant le début des symptémes.
Des kératites récurrentes sont une des causes infectieuses importantes de cécité dans
les pays développés [204, 347].

Les infections chez les nouveau-nés peuvent étre acquises durant la grossesse
(in utero) ou aprés la naissance (intrapartum ou postnatale). La route de transmission la
plus fréquente survient lors d’'un accouchement par voie naturelle lorsque le foetus entre
en contact avec les sécrétions maternelles infectées [40, 162, 242]. L’infection néonatale
est variable en symptomes et est fréquemment mortelle. L'infection peut rester localisée
aux yeux, a la peau et a la bouche dans 40 % des cas. Cependant, 35 % des nouveau-
nés vont développer une encéphalite qui peut étre accompagnée d'infections cutanées
ou non [125, 160-161, 216]. Sans traitement, 50 % des enfants meurent et ceux qui
survivent a I'encéphalite peuvent avoir des séquelles neurologiques importantes telles
qu'un retard psychomoteur, de la cécité, une paralysie spasmodique [85, 217, 367-368).
L'infection peut aussi se répandre a d’autres organes tels que le systéme nerveux
central, le foie, les glandes surrénales, les organes du systéme respiratoire, la rate, le
pancréas et le coeur [215, 370]. Dans 60 % a 75 % des cas, les nouveau-nés




developpent une encéphalite a la suite d'une infection systémique et la mortalité est

élevée en absence de traitement.

Il existe des thérapies antivirales contre le VHS-1 qui comprend les analogues de
la guanosine (acyclovir, valacyclovir, ganciclovir et famciclovir) qui sont les plus efficaces
[103, 379]. Ces analogues de nucléosides sont phosphorylés par la thymidine kinase du
VHS-1 pour ensuite étre utilisé par 'ADN polymérase virale entrainant une inhibition de

la réplication virale.

La recherche sur le développement d'un vaccin se concentre sur deux
stratégies : vaccin sous-unitaire et vaccin composé d’un virus atténué. Des essais
cliniques avec un vaccin contenant le virus atténué n’ont pas donné les résultats
attendus puisque deux doses du vaccin n'ont pas livré assez d’antigénes pour obtenir
une réponse immunitaire suffisante [44, 379]. Par contre, les essais avec un vaccin
sous-unitaire de la glycoprotéine virale D (gD) développé par Glaxo SmithKline ont
démontré de meilleurs résultats quant a la prévention de I'herpés génital chez la femme
séronégative pour le VHS-1 et le VHS-2, mais ce vaccin n’est pas efficace chez 'homme
[328]. Des études récentes sur un vaccin sous-unitaire contre gC et gD du VHS-2 ont
démontré une réponse en lymphocytes T CD4 efficace chez la souris et le cochon
d’Inde, en plus de protéger le ganglion de la racine dorsale lors de I'infection aigué chez
la souris [14]. Ce vaccin diminue le taux d'infection récurrente au VHS-2 chez un modéle
de cochon d’Inde comparativement & un vaccin sous-unitaire contre gD uniquement.
Cependant, ce vaccin n’élimine pas complétement la présence de virus au niveau des

mugqueuses vaginales [14].

1.1.3 La structure du virus de I’herpés simplex
Le virion se compose de quatre éléments : un coeur opaque qui contient le

génome viral, une capside icosaédrique, une couche de protéine nommée le tégument,
et une enveloppe bilipidique ou les glycoprotéines virales sont insérées (Figure 1).
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Figure 1: Schéma montrant la structure du virion de VHS-1. Les différentes parties sont
indiquées sur le schéma. Adapté de The Microbial Word: A look at all things small [267].

Le génome viral est composé d'un ADN double brin linéaire (dsADN) d’une
longueur de 152 kb contenant des résidus G+C & 68 % et qui codent environ 80
protéines. Le génome est organisé d’une région unique longue (U, ) et d’une région
unique courte (Us) encadrées par des régions inversées. U, et Ug peuvent étre inversés
pour former quatre isoméres linéaires. Dans des cellules infectées, les quatre isoméres

sont retrouvés en concentrations équimolaires.

Le tégument est une couche protéique non structurée. |l est composé d’environ
20 protéines virales telles que la protéine transactivatrice, VP16, la protéine « virion host
shut-off » (vhs) qui semble étre impliquée dans la transmission entre les cellules et la
protéine VP1-2 qui joue un réle dans la relache de I’ADN viral au pore nucléaire (revue
[19, 103)).

La capside est composée de 162 capsoméres arrangés selon une symétrie
icosaédrique T=16. Des études de microscopie électronique ont démontré la présence
de deux couches au niveau de la capside, une couche externe et une couche
intermédiaire, qui sont reliées par des canaux. Ces canaux permettraient la
communication entre le génome et I'extérieur [103]. La capside est composée de quatre
protéines virales : VP5 qui est la protéine majeure, VP26, VP23 et VP19C. De plus, un
portail composé des protéines UL6 et VP24 se retrouve a la surface de la capside ce qui
permet I'encapsidation du génome.




L'enveloppe virale est acquise de la cellule héte. La composition lipidique est
similaire a celle des membranes cytoplasmiques de cellules non infectées [355).
L'enveloppe contient plusieurs glycoprotéines virales différentes telles que la
glycoprotéine B (gB), gC, gD, gE, gG, gH, gl, gL, gM, gJ, et gK [103]. Aussi, I'enveloppe
contient au moins deux protéines de membranes non glycosylées : UL20 [362] et Us9
[39].

1.1.4 Le cycle de réplication
Tout d'abord, le virion doit s’attacher a la surface de la cellule cible par des

récepteurs speécifiques. D’abord, gC se lie aux héparines sulfates (HS) a la surface
cellulaire [134, 310]. La présence de gC n’est pas obligatoire puisqu’en absence de gC,
gB lie les héparines sulfates [133]. En absence des HS, I'efficacité d'infection est réduite
de 10 & 20 fois d'ou I'importance de ces sites [186). Par la suite, gD peut lier trois
récepteurs : Nectin-1, le médiateur d’entrée aux herpésvirus (HVEM) [236] ou une
héparine sulfate modifiée par une 3-O-sulfotransférase (3-O-HS) [312). Cette étape est
essentielle pour I'entrée du virus. Précédemment, on pensait que gD agissait comme le
récepteur et gB comme la protéine de fusion permettant I'entrée du virus. Des études
récentes ont démontré que gB pouvait agir comme récepteur en plus d’étre une protéine
de fusion. Une équipe en 2008 a démontré que gB lie PILRa (« paired immunoglobulin-
like type 2 receptor-a ») puisque des cellules exprimant PILRa devenaient susceptibles a
l'infection par le VHS-1, ainsi PILRa agirait comme co-récepteur [298]. Derniérement,
une étude a identifié que la chaine lourde de NM2A, « non-muscle myosin lIA », interagit
avec gB [12] au niveau des radeaux lipidiques [198, 247] & la surface cellulaire [262)
permettant au virus d’entrer dans la cellule. A la suite de I'attachement du virus,
I'enveloppe virale et la membrane cellulaire fusionnent grace au complexe de fusion
composé de gB et de I'hétérodimére gH/gL relachant ainsi la capside et les protéines du
tégument dans le cytoplasme. Une autre voie d’entrée possible dans la cellule est par
endocytose pH-dépendante [80].

La capside virale est transportée au pore nucléaire par le réseau des
microtubules pour injecter le génome viral dans le noyau et le génome se circularise
[177, 323, 350). La transcription, la réplication du génome et I'assemblage des nouvelles

capsides ont lieu entiérement dans le noyau ce qui implique un remodelage du noyau.
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Tout d'abord, des sites de préréplication sont formés pour éventuellement fusionner et
former des compartiments de réplication viraux (VRCs) [171, 324, 340]. Certains
facteurs cellulaires sont recrutés aux VRCs pour faciliter la réplication virale et inhiber les
processus cellulaires dans lesquels ces facteurs sont impliqués [103]. Les protéines
impliquées dans la réplication et la réparation de 'ADN comme RPA, Rad51 et Nbs1
sont des exemples de protéines cellulaires recrutées aux VRCs [43, 205, 311, 377].
L’ARN polymérase de type Il (ARN pol II) est aussi recrutée aux VRCs ce qui inhibe
I'expression des protéines cellulaires [321]. La formation des VRCs induit la
marginalisation de la chromatine cellulaire en périphérie du noyau [237, 305] et
ulterieurement, la lamina nucléaire est perturbée [314]. Aussi, I'infection par le VHS-1
affecte d'autres structures nucléaires tels le nucléole [305] et les structures ND-10 [92,
223].

La transcription des génes viraux est faite séquentiellement [139] et les produits
sont transportés au cytoplasme pour étre traduits en protéines. La transcription du
génome est réalisée par 'ARN pol Il cellulaire [6, 63] avec la participation de facteurs
viraux. Premiérement, il y a transcription des génes immédiats-précoces ou alpha (a). Le
complexe d'activation formé de VP16, Oct-1 (« octamer binding protein-1 ») et HCF
(« host cell factor ») va lier la séquence TAATGARAT située au niveau des promoteurs
des génes a [84]. HCF est important puisqu’il coordonne l'interaction entre les diverses
composantes du complexe d’activation. De plus, la localisation nucléaire de VP16 est
directement reliée a son interaction avec HCF [111, 155, 178, 378, 384]. Les génes a
sont transcrits de novo c’est-a-dire que ces génes ne requiérent pas de synthése
protéique virale préalable puisque la protéine VP16 qui fait partie du tégument stimule la
transcription des génes a [103]. Des protéines résultantes, plusieurs sont impliquées
dans I'activation de I'expression des génes précoces et tardifs. Deuxiémement, il y a la
transcription des geénes précoces ou béta (B), dont plusieurs codent des enzymes et des
protéines liant ’ADN impliquées dans la réplication du génome viral et dans le
métabolisme des nucléotides. Par la suite, la réplication du génome viral est effectuée
selon un mécanisme de cercle roulant produisant des concatémeéres de génome viral.
Finalement, il y a transcription des génes tardifs ou gamma (y) qui sont divisés en deux
groupes : les partiellement tardifs (y1 ou « leaky late ») et les tardifs (y2 ou « true
late »). L’expression des génes y1 est stimulée par la synthése de I'ADN viral tandis que

les geénes y2 ne sont pas exprimés lorsque la réplication virale est inhibée (revue [103]).
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Ces protéines incluent les protéines dites structurales puisqu’elles participent a
I'assemblage des capsides. Les capsides vides sont remplies d’'une seule copie de
génome par un complexe protéique viral qui clive le long concatémére & une séquence
spécifique (revue [363]).

L’acquisition de I'enveloppe virale est un sujet controversé. Pour expliquer
I'enveloppement du virus, trois modéles existent. Le premier modéle prédit que le virion
acquiert son enveloppe a la membrane nucléaire interne et le virion enveloppé sort de la
cellule par exocytose [88]. Le second modéle prédit deux phénoménes
d’enveloppement. La capside bourgeonne a la membrane nucléaire interne, et se
retrouve entre les deux membranes nucléaires [103, 230]. Ensuite, la nucléocapside
enveloppée fusionne avec la membrane nucléaire externe pour étre relachée libre dans
le cytoplasme (désenveloppement) [230-232, 320]. Les nucléocapsides acquiérent leur
tégument et I'enveloppe finale en bourgeonnant de vésicules de I'appareil de Golgi [128,
333, 353] et sont transportées jusqu’a la membrane cellulaire ou elles seront sécrétées a
I'extérieur de la cellule (Figure 2) [230]. Le troisieme modéle suggére que la capside sort
du noyau par les pores nucléaires et I'enveloppement du virus se fait au niveau de
vésicules du Golgi [376). Le second modéle de I'acquisition de I'enveloppe virale est

préféré.
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Figure 2. Figure illustrant le cycle de réplication du VHS-1. Le virion entre dans la cellule
héte par fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique cellulaire ou par
endocytose pH-dépendant. La capside et le tégument sont relachés dans le cytoplasme
et la capside est transportée jusqu'aux pores nucléaires pour y relacher le génome viral
dans le noyau. L’ADN viral se circularise et la transcription des génes viraux est
effectuée selon une cascade temporelle par la machinerie transcriptionnelle de 'ARN pol
Il cellulaire dans les compartiments de réplication viraux (VRCs) qui sont formés. L'étape
d’encapsidation est faite dans le noyau et le virion obtient son enveloppe finale au
niveau de I'appareil de Golgi a la suite de plusieurs phénomeénes d’enveloppement et de
désenveloppement pour finalement sortir de la cellule. Inspiré du Fields Virology 5th ed
[103].




1.1.5 La latence et la réactivation du virus de I’herpés simplex

1.1.5.1 Résumé du cycle de latence/réactivation
Les virus herpétiques ont la caractéristique d'entrer en latence chez I'hdte et de

se réactiver pour se disséminer. Le cycle de latence-réactivation est divisé en trois
étapes : établissement de la latence, le maintien de la latence et la réactivation.
Conséquemment a l'infection primaire causant une lésion buccale typique nommée feux
sauvages, le virus peut entrer en latence au niveau des corps neuronaux situés dans les
ganglions trijumeaux. En fusionnant aux terminaisons nerveuses des axones, le virus
libére la nucléocapside qui voyage jusqu’au noyau des neurones par les microtubules.
L’ADN viral persiste dans le noyau sous forme d’épisome circulaire [228, 285-286]
associé a des nucléosomes [74]. Durant la latence, I'expression des génes viraux est
inhibée a I'exception de certains ARN qui peuvent étre facilement détectés, nommés

« latency-associated transcripts » ou LATs. Par conséquent, aucune particule virale n’est
produite. Lors d’'un épisode de stress physique ou émotionnel, le virus peut se réactiver
et de nouveaux virions sont produits. La réactivation du virus cause des infections
récurrentes au site primaire d’infection et permet aussi la dissémination du virus

(Figure 3).
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Figure 3. Schéma résumant le cycle d'infection du VHS-1. (a) Représentation du cycle
de replication lytique au site primaire de l'infection. Le virus se réplique dans les cellules
épithéliales des muqueuses buccales. Les nouveaux virions produits peuvent infecter les
cellules épithéliales voisines des muqueuses causant des lésions typiques de l'infection.
Les virions peuvent aussi infecter les axones des neurones sensoriels qui sont situés
dans les ganglions trijumeaux. Les capsides voyagent jusqu’au corps neuronal pour
injecter I'’ADN viral dans le noyau. Le génome se circularise et entre en latence au
niveau du noyau du neurone du ganglion trijumeau. (b) Lors de la réactivation du virus,
le virus entre dans un cycle de réplication lytique productif ol de nouvelles particules
virales seront produites au niveau des neurones sensoriels. Les nouveaux virions sont
reldchés aux terminaisons axonales et vont infecter les cellules épithéliales causant des
infections récurrentes. Modifié de la revue de Knipe DM et Cliffe A., 2008 [167].

1.1.5.2 Contréle de la latence

Comme mentionnée plus haut, 'expression des génes viraux est inhibée pendant
I'infection latente. Deux changements sont observés au niveau de I'organisation de la
structure du génome viral. Premiérement, le génome est sous forme d’épisome circulaire
[285-286]. Deuxiémement, le génome viral est associé a des histones cellulaires sous
forme de chromatine [74]. Des études d’immunoprécipitation de la chromatine ont
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démontré que les promoteurs des génes a et 8 sont faiblement associés a des histones
acetylées, contrairement au promoteur des génes associés a latence (LATs) [181-182].
L'acétylation des résidus lysine 9 et 14 sur I'histone H3 et une déméthylation de la
lysine 4 sur I'histone H3 sont communément retrouvées au niveau de 'euchromatine
(forme active pour la transcription). Ces mémes modifications post-traductionnelles des
histones ont été retrouvées sur le locus LAT; [181-182, 249] suggérant que le virus
utilise un mécanisme similaire a la cellule pour contréler I'expression génique. Aussi,
ceci semble suggérer que le contrble de la latence s’effectue au niveau de I'organisation
de la chromatine.

Pendant l'infection latente, '’ADN viral peut étre détecté en plusieurs copies au
niveau des neurones infectés. Sawtell NM (1997) [299] a déterminé que le nombre de
copies de génome viral pouvait varier entre 1 & 1000 copies par neurones infectés. Ce
nombre est influencé par la quantité de virus inoculés et la capacité du virus a se
répliquer [299]. Des études subséquentes ont démontré une corrélation entre le nombre
de copies de génome et l'efficacité du virus a se réactiver [300, 344]. Des virus n'ayant
pas les protéines activatrices de la transcription des génes viraux (VP16, ICP0 et ICP4)
ne peuvent se répliquer dans les neurones, mais ils peuvent entrer en latence dans les
neurones [220] ce qui suggére que la latence peut étre établie en absence des protéines
immeédiates-précoces et que la protéine VP16 n’est pas requise pour I'établissement de
la latence [220, 279].

La réactivation semble étre liée au remodelage du génome viral par les histones,
car une hyperacétylation des histones est associée a I'activation de la transcription. Lors
de la réactivation, le promoteur du géne a ICPO est activé puisque les histones sont
hyperacétylées [13], tandis que le promoteur du géne LAT est déacétylé [7]. Aussi,
I'histone déméthylase LSD1, une composante du complexe de modification formé de
HCF, semble étre impliquée lors de la réactivation virale, puisque son inhibition résulte
en une suppression de la réactivation [202]. Contrairement a d’autres types de cellules
ou HCF est localisé au noyau, HCF est séquestré au cytoplasme dans les neurones
sensoriels suggérant que HCF [179] ne pourrait pas former le complexe de modifications
au niveau des promoteurs pour stimuler I'expression génique. Cependant, certaines
études ont démontré que lors d’'un stimulus, le facteur HCF est transporté rapidement au
noyau [170, 179] pour étre recruté aux promoteurs des génes a provoquant une
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augmentation des transcrits viraux a [372]. En plus de jouer un réle au niveau de la
réplication lytique, HCF pourrait controler le remodelage de la chromatine des
promoteurs a durant la réactivation. D’autres facteurs de transcription cellulaires tels que
Zhangfei et Luman peuvent lier HCF [208]. Il a été suggéré que si Zhangfei et Luman
sont présents en grande quantité, HCF n’est plus libre pour lier VP16 ce qui résulte en
une diminution de I'expression des génes viraux. Aussi, Luman peut activer le promoteur
du géne LAT [208].

A la suite de la réplication du génome, de nouvelles particules virales sont
produites. Il existe deux modéles expliquant le transport antérograde du VHS-1. Le
premier modéle est nommé « marié » et le second « séparé ». Le modéle « marié »
propose que les virions enveloppés voyagent jusqu’aux terminaisons axonales pour y
étre reléchés par exocytose [10, 50, 73, 143]. Le modéle « séparé » propose que les
nucléocapsides voyagent indépendamment des glycoprotéines. L’acquisition de
I'enveloppe virale contenant les glycoprotéines se fait dans des vésicules au niveau de
I'axone et les virions sont relachés par exocytose au niveau des terminaisons axonales
[87, 138, 188-190, 233, 257-258, 270, 275, 293, 322, 348-349]. Derniérement, des
analyses sur des neurones de rat et des cellules SK-N-SH infectés par VHS ont
demontré que les capsides sont transportées par les deux modéles [248, 380].
Rarement lors de la réactivation, le virus peut voyager dans le sens contraire et rejoindre
le systéme nerveux central causant ainsi une encéphalite [77].

1.1.5.3 Les transcrits LATs
Durant la latence, la transcription des génes viraux lytiques est régulée a la

baisse tandis que le géne LAT est transcrit [103]. Le locus du géne LAT est situé dans la
région répétée du génome viral entre U, et Us. Dans une unité a l'inverse de celle de
LAT, on retrouve le géne /ICPO qui chevauche partiellement le géne LAT. Le promoteur
se divise en deux régions, LAP1 et LAP2, qui est activé dans les neurones. La boite
TATA située dans LAP1 et le motif CRE [« (cAMP)-responsive element »] sont
importants pour 'expression des LATs dans les neurones [152). L'expression de LAT
geénére un transcrit polyadénylé de 8,5 kb qui est épissé pour donner un transcrit de

2,0 kb stable qui s’accumule dans les neurones sensoriels [99, 180, 218, 325]. Aussi, le

transcrit de 2,0 kb peut étre épissé pour générer des transcrits de 1,4 et 1,5 kb [214].
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La fonction de ces transcrits n'est pas encore trés bien connue. Plusieurs études
ont démontré que les LATs peuvent promouvoir I'établissement de la latence [344],
peuvent diminuer I'expression des génes viraux dans les neurones sensoriels durant
Pinfection aigué [107, 213]. Durant la latence [56], les transcrits LATs peuvent
promouvoir la réactivation [193]. Des études récentes ont mis en évidence que I'absence
des LATs résulte en une diminution des marqueurs associés & I'hétérochromatine sur les
promoteurs des génes viraux lytiques, ce qui suggére que les transcrits LATs pourraient
rendre leur transcription silencieuse [60, 360]. Plus précisément, des essais
d'immunoprécipitation de la chromatine (ChlPs) sur des ganglions infectés en période de
latence ont démontré de hauts niveaux de la triple méthylation de la lysine 27 de
I'histone H3 au niveau des génes viraux lytiques [60). Au niveau du génome cellulaire,
cette modification est associée a I'hétérochromatine facultative ce qui inactive la
transcription. Le promoteur de LAT et la région 5’ sont associés a des histones acétylées
qui sont une marque de 'euchromatine [181-182]. Tout ceci renforce I'hypothése que les
transcrits LATs semblent inhiber I'expression des génes viraux lytiques en modifiant la

structure du génome.

De plus, les transcrits LATs semblent avoir un effet antiapoptotique sur les
neurones [3, 31, 36, 271]. Branco et al. ont démontré que la protection contre 'apoptose
est située dans la région 3' de I'exon 1 de LAT, puisque la délétion de cette région
augmente significativement le nombre de neurones apoptotiques [36].

1.1.6 L'infection neuronale par le virus de I'herpés simplex 1
p Y Y
La neurovirulence du virus implique une neuroinvasion et une capacité de se

répliquer dans les neurones.

Subséquemment a une infection au niveau des muqueuses buccales, le virus
peut infecter les neurones du ganglion trijumeau. La réplication du virus au niveau des
neurones peut entrainer des maladies sévéres au systéme nerveux central tel que
I'encéphalite. L'entrée du virus est accomplie par la liaison des glycoprotéines virales a
une protéine cellulaire de surface, telle que Nectin1/HveC [284]. LARNm de Nectin-1 est
détecté a de hauts niveaux dans le systéme nerveux central humain [61], dans des
lignées cellulaires neuronales [110] et dans les neurones sympathiques,
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parasympathiques et sensoriels de souris [121]. De plus, Nectin-1 est retrouvé en
grande quantité dans les neurones sensoriels de rat, mais pas au niveau des neurones
moteurs de rat [221]. Dans un modéle d’infection murin, le virus entre dans un cycle de
réplication lytique; il y a donc expression des genes viraux (a, B, y et LATs) durant les
24-72 heures suivant l'infection [172, 174, 354)]. Dans un modéle animal d’infection,
I'expression des génes viraux et la réplication peuvent étre détectées jusqu’a une
semaine apreés l'infection [169, 174].

L'initiation de I'expression des génes viraux semble étre retardée dans les
neurones comparativement aux cellules Vero par exemple. Entre 4-6 hpi, les transcrits
précoces sont détectés dans les neurones de rat en culture primaire, tandis que les
mémes transcrits sont détectés a 3 hpi dans les cellules Vero. De plus, les transcrits
tardifs sont détectés seulement a 12 hpi contrairement aux celiules Vero ou ces
transcrits tardifs peuvent étre détectés dés 4 hpi. Ainsi, 'expression des génes viraux est

retardée dans les neurones de rat en culture primaire et ce retard est plus visible dans le
cas des transcrits tardifs [250]. Une explication possible du retard dans I'expression des
génes tardifs semble pointer vers la réplication du génome viral. La réplication du
génome viral semble étre I'étape critique qui délimite la latence d'une infection Iytique
productive. Des études ont proposé comme modéle que l'infection lytique des neurones
commence par une expression faible des transcrits a et 8; lorsque les protéines 8 sont
produites, la réplication du génome débute et ceci sert de signal pour augmenter
I'expression génique. Donc, si la synthése du génome viral n’a pas lieu, la latence est
établie dans les neurones [173, 250]. Cependant, Sawtell et al., (2006) [302] ont des
résultats qui suggérent que la synthése de 'ADN viral n’est pas le point critique entre
l'infection latente et l'infection lytique [302]. Les mécanismes contrélant I'entrée en
infection lytique au lieu de l'infection latente dans les neurones demeurent nébuleux.

La régulation des promoteurs des génes viraux différe dans les neurones
contrairement aux autres types cellulaires. Par exemple, le promoteur du géne a ICP4
est actif dans les cellules de Schwann, mais pas dans les neurones du TG [339]
contrairement aux génes viraux ICPO et ICP27 qui sont actifs dans les neurones [207].
Une étude a démontré qu’'ICP0O ne s’accumule pas dans le noyau des neurones infectés
[67] ce qui pourrait favoriser I'établissement de la latence dans les neurones a la suite
d'une infection. Le facteur de transcription neuronal Olf-1 (« olfactory neuron-specific N




transcription factor-1 ») peut lier le promoteur du géne ICP0 suggérant qu’Olf-1 peut
activer la transcription d’lCPO [75). D'autres facteurs exprimés dans les neurones
sensoriels tels que Brn 3.0 (« brain-specific homeobox ») et N-Oct 3 (« neuron octamer
transcription factor ») peuvent réguler les promoteurs des génes a [123]. Il a été proposé
que le virus utilise les composantes du complexe répresseur HDAC1 ou
HDAC2/cREST/LSD1/Rest pour activer I'expression des génes a comme ICPO. Par la
suite, ICPO supprime ce complexe répresseur dans le but d’inhiber I'expression des
génes a. Dans les neurones, ce méme complexe répresseur est utilisé pour établir la
latence. Ainsi, la suppression du complexe répresseur semble jouer un réle dans la
réactivation du virus [289].

1.2. Le nucléole

Le noyau est une structure cellulaire délimitée par une membrane et qui contient
des sous-compartiments non délimités par des membranes comme les corps PML, le
corps de Cajal et le nucléole. Chez les mammiféres, les cellules contiennent plus de 100
copies de genes de '’ADN ribosomal (ADNr) qui sont répétés en tandem dans une
organisation « téte-a-queue » [319). Les régions sur les chromosomes contenant les
genes ribosomaux sont nommées « nucleolus organizer region » (NORs). Les cellules
diploides humaines possédent environ 400 génes ribosomaux localisés dans cing paires
de chromosomes (13, 14, 15, 21 et 22) et ceux-ci coopérent & la formation du nucléole
[132].

1.2.1 La morphologie du nucléole
Chez les eucaryotes, le nucléole est un sous-compartiment hautement conservé

du noyau non délimité par une membrane [33]. Son organisation est maintenue
principalement par des interactions protéines-protéines [342]. Il est dynamique et est
facilement visible en microscopie a contraste de phase. De plus, le nucléole peut aussi
étre facilement marqué pour étre visualisé a I'aide de la fluorescence. Ce sous-
compartiment se divise en trois sous-régions. Tout d'abord au centre, il y a un ou
plusieurs centres fibrillaires (FC), une région claire qui est entourée partiellement ou
complétement par la composante dense fibrillaire (DFC). Finalement, la composante
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granulaire (GC) qui est composée de granules de 15-20 nanométres de diamétre se
retrouve en périphérie [33, 122, 319]. Ces trois sous-régions sont délimitées par leur
composition protéique différente reliée a la biogenése des ribosomes. La région FC est
principalement composée d’ADN (dans une structure active pour la transcription), des
transcrits naissant d’ARNTr et la machinerie de transcription (ARN pol I, UBF,
topoisomérase ADN [). Quant a la région DFC, elle contient des pré-ARNr et des
protéines impliquées dans la maturation des ARNTr. La sous-région GC correspond &
environ 75 % de la masse du nucléole puisqu’elle contient les pré-ribosomes [342].
Plusieurs études protéomiques ont été réalisées sur le nucléole et I'étude la plus récente
a dénombré plus de 50 000 peptides contenus dans plus de 4500 protéines humaines
[2]. Le nombre de nucléoles dans la cellule peut varier en fonction de I'activité
métabolique de celle-ci. En général, une cellule ayant une biogenése de ribosomes
élevée a plusieurs petits centres fibrillaires. Dans le cas contraire, les cellules ayant une
faible activité métabolique et de transcription possédent de petits nucléoles avec un seul
centre fibrillaire [319].

1.2.2 Les diverses fonctions du nucléole
Le nucléole est un sous-compartiment dynamique contenant plusieurs protéines.

Environ 30 % de ces protéines ont une fonction reliée a la biogenése des ribosomes
[33]. Au cours des années, plusieurs autres fonctions ont été attribuées au nucléole qui
seront discutées plus bas.

1.2.2.1 Le role du nucléole dans le cycle cellulaire

Le nucléole est un sous-compartiment dynamique subissant des cycles de
désassemblages et d’assemblages au cours des mitoses. Plusieurs événements
surviennent lors des différentes étapes de la mitose.

La production des ribosomes débute en fin de mitose, augmente durant la phase
G1 et est maximale en phase G2 pour s’arréter durant la prophase [131, 165, 319). Lors
de la division cellulaire, le nucléole se désassemble et la transcription est interrompue
[33]. Il est estimé que la transcription diminue de 30 % durant le début de la prophase et
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s'arréte a la fin de la prophase [109, 276]. Au début de la prophase, les niveaux de B1-
CDK1 augmentent et par conséquent certaines composantes de la machinerie de
transcription de 'ARN pol | (SL1 et TFF-1) sont phosphorylées ce qui a pour effet
d'inhiber la transcription des génes ribosomaux [130, 317]. La phosphorylation de SL1
empéche son interaction avec UBF inhibant ainsi la formation du complexe de
préinitiation de la transcription [263]. A la fin de la prophase, la transcription de I'ADNr
est arrétée, mais la machinerie de transcription de 'ARN pol | demeure associée a
I’ADNr dans les NORs [131-132, 303]. Durant la métaphase, les sous-unités de 'ARN
pol | peuvent se dissocier des NORs [54, 197]. Durant 'anaphase, certaines
composantes pour le traitement des ARNr sont redistribuées au cytoplasme pour former
des « nucleolus-derived foci » (NDF) [263], tandis que d’autres restent attachées aux
chromosomes au niveau des régions périchromosomales (Ki67, PM-Scl 100, nucléoline,
fibrillarine, B23, Nop52, Bepl) [9, 78, 108]. En fin de mitose, I'inhibition de I'activité de
B1-CDK1 par les phosphatases PP1 et PP2A [351] permet de restaurer la transcription
de 'ADNr dans les NORs [130, 290, 317-318]. Les protéines du nucléole redistribuées
se regroupent pour former les corps prénucléolaires (« pre-nucleolar bodies », PNBs)
[319] leur permettant ainsi de rejoindre le nucléole.

En phase G1, il y a assemblage des nucléoles et ceci dépend de la reprise de la
transcription de 'ADNr ainsi que de la restauration du traitement de 'ARNTr. En plus, une
activité des kinases dépendantes des cyclines (CDK) semble étre importante pour
promouvoir la formation d'un nucléole fonctionnel et actif [316, 318]. Aussi, UBF devient
actif a la suite d'une déphosphorylation et d'une nouvelle phosphorylation a différents
sites [263]. Pendant I'assemblage des nucléoles, les différentes composantes sont
relachées progressivement et séquentiellement des corps prénucléolaires (PNBs). Ainsi,
les protéines impliquées t6t dans la maturation des ARNr sont relachées en premier,
suivies des protéines jouant un réle plus tardivement dans les étapes de maturation
[319].

1.2.2.2 Régulation du cycle cellulaire
Durant l'interphase, les nucléoles demeurent dynamiques. lis répondent aux

divers changements dans la cellule pour maintenir un consortium de ribosomes adéquat.
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Plusieurs protéines s'associent au nucléole a différents stades du cycle cellulaire ce qui

suggeére un role dans la régulation de celui-ci [33].

Les modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation et la
sumoylation sont des changements dynamiques qui peuvent réguler une variété
d’activités faite par le nucléole. Par exemple, une nouvelle protéase SUMO-spécifique a
été identifice (SENP5) et elle est retrouvée au nucléole [116]. Il a été démontré qu’une
diminution d’expression de SENP5 par des petits ARN interférant (siRNA) cause un
défaut au niveau de la division cellulaire [76]. Un autre mécanisme employé par la cellule
pour contrdler le cycle cellulaire est la séquestration de protéines au nucléole. Par
exemple, la transcriptase inverse de la télomérase (RNP) est séquestrée au nucléole par
son interaction avec une protéine du nucléole (nucléoline) [159] jusqu'a ce que les
téloméres soient répliqués a la fin de la phase S du cycle cellulaire [381].

1.2.2.3 La biogenése des ribosomes
La biogenése des ribosomes se situe dans les trois sous-régions du nucléole

dont le but est de maintenir le consortium des sous-unités ribosomales suffisant pour
que la cellule puisse synthétiser des protéines (Figure 4). L'’emplacement exact de la
transcription des génes ribosomaux demeure non résolu. Certains la situent dans la
region FC et d’autres en bordure des régions FC et DFC [144, 278, 342). Par contre
dans les neurones, la transcription de 'ADNr s’effectue dans la région DFC qui a une
organisation réticulée autour du FC [49]. Briévement, 'ARN pol | effectue la transcription
de I'ADNr ce qui donne naissance a un transcrit précurseur polycistronique qui contient
les séquences d’ARNr 18S, 5,8S et 28S en plus de séquences d’espacement interne et
externe [101, 282]. De plus, 'ARN pol lll transcrit FARNr 5S. L’ARNr précurseur subit
des étapes de maturations et de modifications par les petites ribonucléoprotéines
nucléolaires (snoRNPs) et par des protéines non ribosomales pour générer les ARNr
matures 188S, 5,8S et 28S. Les séquences d’espacement non-codantes sont enlevées
par des enzymes endonucléases et exonucléases avant ou pendant 'assemblage des
sous-unités ribosomales petites (40S) et larges (60S). Un processus complexe
impliquant 80 protéines ribosomales permet I'assemblage des ARNr en ribosomes
matures. La sous-unité 40S est formée de 'ARNr 18S; tandis que la sous-unité 60S est

formée des ARNr 28S, 5,8S et 5S [101].
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Figure 4. Schéma illustrant la biogenése des ribosomes. La transcription de 'ADN
ribosomal est effectuée par la machinerie transcriptionnelle de 'ARN pol | (représenté
par les ronds bleus) a la bordure du centre fibrillaire et de la composante dense
fibrillaire. Plusieurs étapes de maturation et d’épissage des pré-ARNr ont lieu au niveau
de la composante dense fibrillaire par des petites ribonucléoprotéines (snoRNPs ) et

« protein-processing factor » (représentés par les ronds mauves et verts
respectivement). L’'assemblage des sous-unités a lieu au niveau de la composante
granulaire. Les ARNr 5,8S et 28S s’assemblent avec 'ARNr 5S et des protéines
ribosomales (représenté par les petits ronds oranges) pour former la sous-unité
ribosomale 60S; I'ARNr 18S avec des protéines ribosomales forme la sous-unité
ribosomale 40S. Les sous-unités sont transportées au cytoplasme pour s’assembler en
ribosomes matures au niveau des ARNm. Adapté de la revue de Boisvert FM et al, 2007
[33].

1.2.3 Les protéines majeures du nucléole
Le nucléole est formé de plusieurs protéines et depuis quelques années, des

études protéomiques démontrent que ce sous-compartiment est composé de centaines
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de protéines différentes. Quelques-unes des protéines les plus abondantes seront
discutées plus bas.

1.2.3.1 Nucléoline (C23)

Une des protéines majeures et ubiquitaires du nucléole est la nucléoline. Elle a
été decrite pour la premiére fois en 1973 par Orrick et al. [264] et a été nommée C23 a
cause de sa mobilité sur un gel bidimensionnel [277]. Cette protéine est hautement
conservée parmi les vertébrés et a plusieurs homologues chez les plantes et les levures
[114]. Chez les humains, le géne qui code la nucléoline est présent en une copie par
génome haploide. La nucléoline se divise en trois domaines structuraux (Figure 5). Le
domaine N-terminal est composé de résidus hautement acides espacés par des régions
basiques. Plusieurs sites de phosphorylation ciblés par la « casein kinase 2 » (CK2) et la
kinase cycline-dépendante (CDK1) sont présents. Le domaine central est formé de
quatre domaines liant 'ARN (RBD ou RRM). Finalement, le domaine C-terminal est riche
en résidus glycine, arginine et phénylalanine formant le motif RGG [114].

A1 A2 A3 A4 NLS

1 707

Figure 5. Représentation schématique de la nucléoline. Les boites rouges représentent
les régions hautement acides numérotées de A1 a A4 qui sont séparées par des régions
basiques. L'encadré bleu est le signal d'import nucléaire (NLS). Le domaine central
contient quatre domaines de liaison a '’ARN représenté par les boites jaunes (1 a IV). Le
domaine C-terminal est composé de résidus glycines, arginine et phénylalanine (RGG)
et est représenté par la boite verte. Inspiré de Nisole S et al, 2002 [254].

Il a été suggéré que la nucléoline posséde une activité d’autoclivage [53, 97] et
des sites d’autoclivage ont été identifiés dans le domaine N-terminal. Cependant, les
produits de clivages ne sont pas encore bien caractérisés. De plus, cette protéine peut-

étre phosphorylée, méthylée et ADP-ribosylée [114]. La nucléoline se localise
21




principalement au niveau des DFCs, mais elle peut étre détectée dans les GCs. Aussi,
quelques publications indiquent la présence de la nucléoline a la surface cellulaire [114].
Il a été démontré que la nucléoline a la surface cellulaire peut lier la lamine-1 par un site
« neurite-promoting IKVAV » et cette liaison semble promouvoir la différenciation des
neurones en culture primaire en plus d’une variété de lignées cellulaires neuronales
[166].

La localisation intracellulaire de la nucléoline et les quatre domaines liant 'TARN
fournissent des indices quant au réle qu’elle joue dans la biogenése des ribosomes.
Cette protéine régule plusieurs aspects du métabolisme de 'ADN et 'ARN. Les
domaines de liaison a ARN permettent a la nucléoline d'interagir avec les pré-ARN
suggeérant un réle dans la régulation de la transcription et la formation des complexes
RNP [112]. En plus d'interagir avec I'histone H1, elle module la structure de la
chromatine [89-90, 234]. Aussi, il a été suggéré que la nucléoline joue un role dans la
maturation des pré-ARNTr [114], dans I'assemblage et le transport des ribosomes [234].
La nucléoline peut faire la navette entre le noyau et le cytoplasme [251] lui permettant
ainsi de transporter les sous-unités ribosomales au cytoplasme [34, 304, 386]. Par
ailleurs, la nucléoline est impliquée au niveau de la régulation du cycle cellulaire. Durant
l'interphase, la nucléoline est phosphorylée par la kinase CK-Il au niveau des sérines
pour ainsi contrdler la transcription de 'ADNr [327]; tandis que la kinase cdc2
phosphoryle les thréonines du motif TPKK au niveau du domaine C-terminal. La
phosphorylation des thréonines est liée a la condensation de la chromatine dans le
nucléole [327].

1.2.3.2 B23 (Nucléophosmine /NPM1)
B23 est un membre de la famille des protéines nucléoplasmine. B23 est aussi

connu sous le nom de nucléophosmine, NO38, numatrine et NPM1. Il existe deux
isoformes de B23 soit B23.1 et B23.2 dont la seule différence est 35 acides aminés au
niveau de la région C-terminale. B23.1 est localisé au nucléole et au centrosome, tandis
que B23.2 est retrouvé au cytoplasme et au nucléoplasme. B23 est une protéine
ubiquitaire et multifonctionnelle abondante de la région GC du nucléole. B23 se divise en
trois domaines (Figure 6). Le domaine N-terminal est conservé et est important pour

F'oligomérisation en pentamére [105] ce qui est critique pour sa fonction de chaperonne
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[4, 259]. De plus, le domaine N-terminal contient une région acide (A1) et deux signaux
d’export nucléaire (NES) riche en leucines [206]. Par la suite, il y a deux domaines
hautement acides (A2 et A3) séparés par un signal d'import nucléaire (NLS). Ces
régions acides sont requises pour une liaison efficace des histones et pour 'assemblage
du nucléosome [260]. En C-terminal de la protéine, il y a un domaine de liaison & 'ARN.
Ce domaine est intimement lié a la localisation nucléolaire de B23 ce qui suggeére que le
domaine est important pour effectuer son réle dans la biogenése des ribosomes [259].
La présence du NLS et des NES permet a cette protéine de faire la navette entre le
noyau et le cytoplasme permettant I'exportation des sous-unités ribosomales [34].

Oligomérisation

NES A1

NES A2 NLS A3 HD/DBD NoLS

294

Figure 6. Schéma représentant les domaines de la protéine B23. La protéine contient
trois régions acides nommées A1, A2 et A3 (boites rouges). Deux signaux d’export
nucléaire (NES) (bofites gris péle), un signal d'import nucléaire (boite noire) et un signal
d’'import nucléolaire (boite gris foncée). En C-terminal, il y a un domaine de liaison a
'ARN nommé HD/DBD (boite bleue). Les chiffres représentent le nombre d’acides
aminés. Inspiré de Lindstrém, 2011 et Okuwaki 2008 [206, 259].

En plus de I'exportation des sous-unités ribosomales, B23 joue un réle dans le
traitement des pré-ARNr en ARNr mature [206]. B23 est impliqué dans d’autres
processus tels que la réplication, la recombinaison, la transcription et la réparation de
’ADN dd a un dommage dans la chromatine [206]. Une surexpression de B23 peut
promouvoir la division et la croissance cellulaire en ayant des effets stimulants sur la
transcription de 'ADNr, sur 'export des sous-unités ribosomales et sur la réplication de
I’ADN. En paralléle, de hauts niveaux de la protéine B23 sont détectés dans des cellules
cancéreuses contrairement a des cellules normales ce qui suggére que B23 pourrait étre
impliqué dans la croissance et la division des cellules cancéreuses [206].

B23 peut étre régulé a plusieurs niveaux. Tout d’abord, I'oligomére B23 est une
cible de régulation. La forme variante B23.2 lie B23.1 au niveau du domaine de liaison a
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I'ARN en formant des hétérodiméres ce qui semble inhiber son activité [259]. L'équilibre
entre les deux est critique pour la fonction du domaine C-terminal. Aussi, il a été
démontré qu’ARF, un suppresseur tumoral, s’associe avec B23 au niveau du domaine
N-terminal ce qui induit une déstabilisation de I'cligomére [86]. B23 peut aussi étre
régulé par des modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, la poly-
(ADP-ribosyl)ation [280], I'acétylation [334], la sumoylation [336] et I'ubiquitination [146,
296]. Durant le cycle cellulaire, plusieurs résidus ont été identifiés comme phosphorylés
dans les cellules. Par exemple, la thréonine en position 199 (T199) est phosphorylée par
le complexe cdk2/cycline E durant la phase G1 ce qui induit une dissociation de B23 des
centrosomes permettant ainsi d'entreprendre la duplication des centrosomes [259].
Durant la mitose, quatre résidus thréonines (T199, T219, T234 et T237) sont
phosphorylés par la cdc2 ce qui abolit I'activité du domaine de liaison a 'ARN [261].
Durant I'interphase, la sérine 125 (S125) est phosphorylée par la kinase caséine 2 (CK2)
ce qui réduit sa fonction dans la biogenése des ribosomes [55].

1.2.3.3 Machinerie de transcription de ’ARN polymérase |
L’ADNr contient tous les éléments nécessaires a la transcription soit les

promoteurs proximaux, les « spacers promoter » et les terminateurs. Au niveau du
promoteur, il y a deux éléments qui sont le « CORE element » et le « upstream control
element » (UCE) qui permettent le recrutement du complexe d'initiation de la
transcription [319)]. La machinerie de transcription de 'ARN pol | est composée de la
polymérase | (ARN pol 1), du « upstream binding factor » (UBF) et du complexe

« selectivity factor SL1 » (Figure 7) [240]. Tout d’abord, UBF lie le promoteur ce qui
permet le recrutement du complexe SL1 liant ainsi le UCE et le « core element » [239].
L’étape critique pour I'assemblage d’un complexe de transcription actif est le
recrutement de PAF53 par UBF et ceci permet le recrutement de 'ARN pol | [124, 308].
UBF peut se lier n'importe ot sur le locus des génes ribosomaux puisqu’il posséde une
activité de liaison a 'ADN qui est séquence indépendante sélective de liaison [256], ainsi
cette protéine pourrait avoir plusieurs réles. Donc, UBF peut autant agir au niveau de
l'activation des génes en contribuant a la formation d’'une chromatine ouverte [295] qu’au

niveau de la formation du complexe de préinitiation.
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Figure 7. Complexe de préinitiation de la transcription de 'ARN pol I. Le promoteur de
’ADNr mammalien est composé de la séquence UCE et du « core element ». L'initiation
de la transcription est stimulée par UBF qui recrute le complexe SL1 et 'ARN pol | qui
forme le complexe de préinitiation. Le complexe SL1 est formé de la protéine liant la
boite TATA (TBP) et de trois facteurs associés au TBP (TAF95, TAF68 et TAF48).
L'’ARN pol | est affilié au facteur associé a la polymérase (PAF53), au facteur d'initiation
de la transcription spécifique a I'ARN pol | (Rrn3p ou TIF-IA). PAF53 permet le
recrutement de 'ARN pol | par UBF et Rrnp3 permet de relier FARN pol | au complexe
SL1. Le complexe de préinitiation comprend aussi le facteur de transcription Il H (TFHIH).
Modifié de Moss T. et Stefanovsky V.Y. (2002) [239].

UBF se divise en trois domaines (Figure 8). En N-terminal, UBF posséde un
domaine de dimérisation [227]. Une partie du dimére lie le « core element » et l'autre
'UCE ce qui semble fournir une surface suffisante pour la liaison du complexe SL1 ou
de deux complexes SL1 [330]. Ensuite, la protéine contient six boites HMG qui lui
permettent de lier FADN. Il a été démontré que seulement les trois premiéres boites
HMG sont importantes pour la formation d’'un « enhancesome » qui est une structure
d’environ 140pb d’ADNTr tournée sur 360° [20]. Cet arrangement d’'UBF suggére la
formation de deux « enhancesome » sur le promoteur [330]. Le domaine de
transactivation d’'UBF interagit directement avec le complexe SL1 et la phosphorylation
du domaine joue un réle important dans 'assemblage du complexe d'initiation de la

transcription au niveau du promoteur de 'ADNr [352].
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Figure 8. Représentation schématique de la protéine UBF. En N-terminal, un domaine
de dimérisation est représenté par la boite bleue. Le domaine central contient six boites
HMG numérotées de | a VI (boites rouges). En C-terminal, la boite verte représente le
domaine de transactivation. Les chiffres représentent le nombre d’acides aminés de la
protéine. Inspiré de Stow ND et al, 2009 [332].

Des modifications post-traductionnelles des composantes de la machinerie de
ARN pol | peuvent survenir pour contrdler la transcription des génes ribosomaux.
Durant la phase G1, les CDK2/cycline E/A et CDK4/cycline D1 phosphorylent UBF aux
sérines 388 [357] et sérine 484 [358] respectivement. Pendant la mitose, UBF perd cette
phosphorylation [357]. De plus, la phosphorylation d'UBF au niveau du domaine C-
terminal augmente sa liaison avec le complexe SL1. En N-terminal, deux domaines
HMG peuvent étre phosphorylés par ERK1/2 ce qui stimule la transcription des génes
ribosomaux [331], cependant cette phosphorylation inhibe la liaison d'UBF & I'ADNr.
Ceci suggeére que la stimulation de la transcription nécessite un cycle de phosphorylation
dynamique par la voie des kinases ERK. D'ailleurs, UBF peut aussi étre régulé

négativement. Le suppresseur tumoral rétinoblastome (pRb) cible UBF en liant les
domaines HMG 1 et 2 ce qui empéche UBF de lier le complexe SL1 [127]. Ceci entraine
une répression de la transcription par 'ARN pol | en plus d’inhiber la croissance
cellulaire [119]. Aussi, le suppresseur tumoral p53 empéche la liaison d’'UBF et du
complexe SL1 au promoteur ce qui induit une inhibition de la transcription par I'ARN pol |
[3871].

1.2.4 Le nucléole et les neurones
Le nucléole des neurones est semblable au nucléole des cellules non

neuronales. Cependant, certaines différences existent puisque les neurones sont
continuellement dans la phase Gy du cycle cellulaire. Des études ont démontré que la
taille du noyau des neurones peut étre reliée positivement a I'activité de transcription de
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la cellule [24, 269, 297]. Comme le nucléole est le site de biogenése des ribosomes, le
nucléole peut refléter le taux de transcription de la cellule sous certaines conditions
physiologiques. Par exemple lors d’'une hyperosmolarité, la taille du nucléole des
neurones et le taux de transcription augmentent. De plus, I'organisation du FC et GC est
affectée c’est-a-dire une ségrégation partielle des FC et GC, une perturbation des FC et
la formation de microstructure de DFC en périphérie du nucléole [24, 309]. Des analyses
de microscopie sur des neurones ayant une haute activité de transcription ont démontré
que 72 % des neurones ont un nucléole; tandis que 22 % des neurones ont deux
nucléoles et seulement 6 % ont plus de trois nucléoles [184]. Ceci renforce 'hypothése
que le nombre de nucléoles varie en fonction de I'activité de transcription de la cellule
[269]. Néanmoins, les neurones sympathiques et sensoriels ont une forte activité de
biogenése des ribosomes, mais ils ont seulement un énorme FC accompagneé de
plusieurs petits FCs démontrant que la présence d’un seul FC ne corréle pas
nécessairement avec une baisse d’activité de biogenése [49].

Un autre sous-compartiment du noyau qui est bien connu dans les neurones est
les Corps de Cajal (CBs). Les CBs sont aussi des sous-compartiments non délimités par
une membrane et sont dynamiques. Le nombre de CBs semble étre relié a 'activité
transcriptionnelle de la cellule [238]. Néanmoins, certaines cellules ne possédent pas de
CBs telles que les cellules musculaires, les cellules de I'épithélium et du derme et les
cellules du parenchyme de la rate [238]. lIs sont impliqués dans le traitement des « small
nuclear ribonucleoproteins » et des « small nucleolar ribonucleoproteins » (SNnRNPs et
snoRNPs) qui eux jouent un réle dans le traitement des pré-ARNm et des pré-ARNr
respectivement [59, 106, 329].

1.2.5 Les modifications du nucléole par les virus
Plusieurs virus animaux et de plante ciblent le nucléole. Plusieurs virus a ADN se

répliquent au noyau leur permettant d’avoir un acceés facile au nucléole. Contrairement
aux virus a ARN dont la majorité se réplique au cytoplasme, ceux-ci doivent user de
stratégies pour faire le transit de leurs protéines au noyau [137].

La localisation des protéines virales au nucléole peut étre due a un signal
d’import nucléolaire (NoLS) [129] dont le motif riche en résidus arginine/lysine est le plus
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reconnu, mais aucune séquence consensus n'a été identifiée. La protéine de la
nucléocapside (N) du coronavirus IBV contient un motif de huit acides aminés localisés
dans la région N-terminale de la protéine qui est nécessaire et suffisant pour la
localisation nucléolaire de la protéine N [283]. Comme solution alternative au NoLS, des
interactions avec des protéines cellulaires du nucléole peuvent permettre une
localisation nucléolaire. Par exemple, la protéine B23 peut voyager entre le noyau et le
cytoplasme; ainsi des protéines virales du VIH et HTLV vont profiter de B23 pour faire la
navette entre le noyau, le nucléole et le cytoplasme [1, 98, 243, 335]. Dans le cas du
VIH, la protéine virale, Tat, va interagir avec la protéine nucléolaire B23 et cette
interaction est nécessaire pour sa localisation nucléolaire [201].

Lors d'infections virales, le nucléole peut subir dimportantes modifications
morphologiques qui peuvent étre impliquées dans différentes étapes du cycle viral. Il a
été démontré que la nucléoline peut se retrouver a la surface membranaire et ainsi
participer aux étapes précoces d'attachement du VIH [47, 83, 176, 187, 252-254, 327] et
du virus coxsackie B [72]. Dans le cas d’une infection par le poliovirus, la nucléoline est
redistribuée au cytoplasme [359]. Cette délocalisation aux sites de réplication permet a
la nucléoline d’avoir un réle de chaperonne dans la formation du complexe de
préinitiation et ainsi favoriser la traduction des ARNm viraux par les sites internes de
liaisons aux ribosomes (IRES) [147]. En paralléle, le poliovirus va inactiver la protéine
UBF et le complexe SL-1 ce qui a pour conséquence d'arréter I'activité de 'ARN pol |
[16]. Lors d'une infection par I'adénovirus, la protéine virale V redistribue la nucléoline et
B23 au cytoplasme sans perturber la synthése d’ARNr [222]. Pour augmenter la
réplication de 'ADN de I'adénovirus, les protéines B23 et UBF sont séquestrées dans les
centres de réplications viraux qui servent a la transcription et a I'épissage des ARNm
viraux [191, 260, 288].

Le VHS cible aussi le nucléole causant ainsi plusieurs modifications. Au cours de
linfection, la structure des nucléoles subit d’énormes changements. Ils deviennent
allongés, leur diamétre augmente, les centres fibrillaires diminuent en nombre et, sont
partiellement entourés de la composante dense fibrillaire [27]. Des études en
microscopie électronique ont démontré que 'ARNTr est retenu au nucléole [27-28].
Malgré une diminution de synthése des protéines cellulaires, la synthése des protéines
ribosomales est maintenue, mais le taux d’assemblage des protéines ribosomales en
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ribosomes matures est affaibli [313]. Une étude récente a démontré que I'activité de
'ARN pol I n'est que légérement diminuée tandis que la synthése des ribosomes est
diminuée. Ceci suggére que durant l'infection par le VHS-1, la biogenése des ribosomes
n'est pas reliée a I'activité de la polymérase, mais aux changements importants dans la
voie de maturation des ARNr [22]. Notre laboratoire et d’autres ont démontré que la
protéine UBF est recrutée partiellement aux compartiments de réplications viraux trés tot
au cours de l'infection [212, 332]. Cette délocalisation dépend des trois premiers
domaines de dimérisation d’'UBF [332], mais la redistribution d’'UBF est indépendante de
la protéine virale UL24 [212] qui sera discutée dans la section suivante. Stow et al. ont
demontré que la phosphorylation a la sérine 388 qui est essentielle au recrutement de
ARN pol | est diminuée au cours de l'infection [332], mais la transcription de 'ADNr
semble continuée [212]. La fonction accomplie par UBF lors de I'infection reste a
determiner, mais tous ces résultats suggérent qu'UBF semble continuer son role dans la
biogenése des ribosomes.

Notre laboratoire et d’autres ont déterminé d’autres modifications au nucléole lors
de l'infection par le VHS-1. La nucléoline, la fibrillarine et B23 sont redistribués au cours
de l'infection [46, 210-212]. Notre laboratoire a démontré que la protéine virale UL24 est
suffisante pour induire la redistribution de la nucléoline et de B23 dans les fibroblastes et
lignées épithéliales [26, 210], contrairement a la redistribution de la fibrillarine qui est
indépendante de la protéine UL24 [211]. Certains aspects de ces études font partie des
travaux de mémoire et seront traités en détail dans les sections qui suivent.

En 2008, une équipe a démontré que la nucléoline est requise pour l'infection par
le VHS-1 [46]. Lorsque I'expression de la nucléoline est diminuée par des ARN
interférant (siRNA), une diminution des titres viraux d’environ 10 & 23 fois est observée
comparativement a des cellules infectées, mais non-traitées aux ARN interférant [46].
Par ailleurs, la nucléoline semble étre requise pour la sortie des capsides du noyau
[292]. L'inhibition de I'expression de la nucléoline par des ARN en structure « d’épingle a
cheveux » perturbe le bourgeonnement des nucléocapsides du noyau vers le
cytoplasme sans nuire au processus d’encapsidation [292]. Leurs résultats démontrent
que 35 % du virus est retrouvé au cytoplasme et dans le milieu extracellulaire lorsque les
cellules infectées expriment la nucléoline; contrairement a des cellules infectées dont les
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niveaux de la nucléoline sont drastiquement perturbés, seulement 12 % de virus est
retrouvé au cytoplasme et dans le milieu extracellulaire [292].

1.3. La protéine virale UL24

1.3.1 La conservation d’'UL24 chez les herpésvirus
La protéine virale UL24 est conservée parmi les trois sous-familles des

Herpesviridae. La présence des homologues d'UL24 chez des virus infectant différents
hotes tels que les humains, les souris et les oiseaux indiquent un géne ancestral
commun avant la formation des sous-familles; ce qui veut dire approximativement 180-
220 millions d’années [224, 226]. Ceci suggeére que la protéine accomplit une fonction
importante pour le virus. Un alignement de la séquence d'UL24 d’origines différentes a
démontré cinq régions de forte similarité (= 65 %) au niveau du domaine N-terminal de la
protéine [149], tandis que le domaine C-terminal est plus variable [149, 168]. Les régions
de fortes similarités sont nommées domaine d’homologie (HD) et contiennent des acides
aminés hautement conservés entre homologues d’UL24.

1.3.2 Les caractéristiques d’UL24

1.3.2.1 L’expression de la protéine UL24
Le géne UL24 chevauche partiellement le géne tk dans une orientation téte-a-

téte [115, 225]. Le patron de transcription du géne UL24 est complexe; six transcrits sont
exprimés au cours de l'infection par le VHS-1 (Figure 9). Les transcrits 5,6; 5,4; 1,4 et
1,2 kb contiennent le cadre de lecture complet, mais les transcrits traduits en protéine
demeurent inconnus. Les transcrits 5,2 et 0,9 kb ont le potentiel d’encoder une forme
tronquée de la protéine, car leur transcription débute a I'intérieur du cadre de lecture
ouvert. Les transcrits 5,4 et 1,2 kb sont transcrits & partir du second site de départ et ils
sont moins abondants. Les transcrits courts (1,4; 1,2 et 0,9 kb) utilisent le signal de
polyadénylation du géne UL24 et ont une cinétique précoce; contrairement aux transcrits
longs (5,6; 5,4 et 5,2 kb) qui utilisent le signal de polyadénylation du géne UL26 situé en
aval et qui ont une cinétique tardive [62, 126]. L'inhibition de la réplication virale a l'aide
de l'acide phosphoacétique (PAA) perturbe les niveaux des transcrits longs

30




d’approximativement six fois, cependant I'inhibition de la réplication n’a pas d'effet sur
les niveaux des transcrits courts [268]. Ceci suggére que les transcrits longs sont
traduits en protéine. Il n’existe aucune évidence que les transcrits courts sont traduits et
leurs fonctions demeurent inconnues.

| v JREED T

5.6 kb
5.4 kb
5.2 kb

v YW

1.4kb
1.2 kb —_—
0.9 kb —_—

Figure 9. Schéma représentatif des transcrits du géne UL24 du VHS-1. UL24 est
repreésenté par la boite noire et les génes I'entourant sont représentés par les boites
blanches. Les différents transcrits sont représentés par les fleches noires. Les chiffres
indiquent la longueur des transcrits. Adapté de Pearson A et Coen DM, 2002 [268].

Des études de 'homologue d’UL24 chez le cytomégalovirus humain (HCMV)
démontrent que cette protéine, nommée UL76 chez HCMV, a une fonction répressive
sur la replication virale [361]. Un autre role possible pour la famille du géne UL24 est
suggéreé par l'observation que ORF20, 'homologue chez le « murine herpesvirus 4 » ou
MuHV4, un gammaherpesvirinae du genre Rhadinovirus, induit un arrét du cycle
cellulaire suivi de I'apoptose lorsque la protéine est exprimée dans des cellules de
mammiféres [246]. Derniérement, il a été rapporté que plusieurs homologues d’UL24 du
VHS-1, HCMV et KSHV induisent un arrét du cycle cellulaire en inactivant le complexe
mitotique cycline B/Cdc2 suivi de I'apoptose; [245] ce qui corréle avec les résultats
précédents sur ORF20.

Des mutations au niveau des acides aminés hautement conservés affectent la

réplication virale in vitro [25, 149). En plus, notre laboratoire a établi 'importance des
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HDs quant a la localisation d’'UL24 en culture cellulaire, de leurs effets sur le nucléole

[26, 210] et sur la réplication virale in vivo [196].

La protéine virale UL24 est composée de 269 aa et posséde un poids
moléculaire d’environ 29,5 kDa. A 9 hpi, UL24 se localise au noyau, au cytoplasme, et
de maniére transitoire au nucléole [211]. Des expériences de transfection transitoire ont
aussi démontré qu'UL24 se localise au nucléole dans une minorité de cellules et autour
du noyau dans 64 % des cellules transfectées [26]. Il a été démontré que cette
localisation périnucléaire concordait avec le trans-Golgi [26]. Entre 9 et 15 hpi, 50 % a
70 % de la protéine UL24 se retrouve au noyau [268]. Vers les 18 hpi, UL24 se localise
au cytoplasme avec une localisation périnucléaire plus intense [211, 268]. En inhibant la
réplication virale, les niveaux de la protéine sont diminués d’environ six fois ce qui est
compatible avec la cinétique « leaky-late », car son expression dépendant largement de
la réplication de 'ADN viral [268].

1.3.2.2 Le motif d’endonucléase d’UL24
Une étude bio-informatique a identifi€¢ dans UL24 un domaine d’endonucléase du

style PD-(D/E)XK entiérement conservé [168]. Ce motif appartient a une grande famille
d’endonucléases dont la classification regroupe plusieurs familles telles que les
endonucléases de restriction (EcoRI,BamH], etc), des enzymes de réparation de 'ADN
(MutH et Vsr), des résolvases de jonction de type Holliday (« Holliday junction
resolvases ») et des enzymes de « nucleotide-cleaving » [241]. Ces enzymes ont des
fonctions biologiques importantes. Le motif PD-(D/E)KX [11, 41-42, 163] forme le site
actif responsable du clivage de divers substrats d’acides nucléiques. La découverte de
ce motif apporte d’autres informations quant au réle qu’UL24 pourrait accomplir au cours
de l'infection, quoiqu’aucune activité d’endonucléase n’a été démontrée pour la protéine.
Un autre géne viral du VHS-1, UL12, contient ce motif d’endonucléase PD-(D/E)XK [42].
Comme UL24, UL12 n’est pas essentiel pour la réplication virale [364], mais en absence
d’'UL12 la synthése et le traitement de I'ADN viral sont diminués. L’identification du motif
et la localisation nucléaire d’'UL24 suggérent qu’'UL24 pourrait participer dans la
recombinaison homologue de I'’ADN viral, un processus intimement lié a la réplication et

a I'évolution du virus [341].
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1.3.3 L’importance d’UL24 en culture cellulaire et dans la pathogenése

Chez le VHS-1, UL24 n'est pas requis pour la réplication virale, mais des
mutations dans les régions conservées ou une absence d’UL24 réduisent les titres
viraux en culture cellulaire de 1 log, [149]. En absence d’'UL24 dans les cellules
infectées par le VHS-1, un phénotype de plage syncytiale (cellules multinucléées) est
observé dans certains types cellulaires tels que Hep-2, Vero, BHK et HEL [149, 268,
294, 346]. L'homologue d'UL24 chez le virus de 'herpés bovin (BHV-1) a un profil
similaire & la protéine UL24 du VHS-1. L'absence du cadre de lecture d’'UL24 du BHV-1
a peu d'effet sur la réplication virale in vitro. De plus, la formation de syncitia dans les
cellules bovines infectées est absente [366] ce qui suggére que la formation de syncitia
dépend du type cellulaire. Un mutant d’'UL24 du VHS-2 dont le domaine C-terminal est
tronqué forme des plages syncytiales suggérant que le domaine C-terminal est important
pour moduler les évenements de fusion [30]. Dans un gradient de saccharose, UL24 du
VHS-2 est détecté dans les mémes fractions que celles contenant la capside suggérant
qu’'UL24 serait une composante du tégument et aurait un réle dans la maturation du
virion [140]. Des analyses protéomiques ont été réalisées chez les différents membres
des alphaherpesvirinae, betaherpesvirinae et gammaherpesvirinae comme le
pseudorabies virus (PRV), le cytomégalovirus humain (HCMV), le cytomégalovirus murin
(MCHM), le virus associé au sarcome de Kaposi (KSHV), le gammaherpésvirus murin 68
(MHV68), le rhadinovirus de singe rhésus (RRV), I'nerpésvirus alcelaphine 1 (AIHV-1) et
le virus Epstein-Barr (EBV) [15, 21, 35, 82, 151, 156, 175, 255, 356, 361, 388]. Les
résultats de ces études ont démontré que I'homologue d’UL24 chez le MHV68 (ORF20)
et HCMV (UL76) est une protéine associée aux virions [35, 361].

Dans un modéle murin d’infection, des substitutions d’acides aminés dans la
protéine UL24 du VHS-1 suggérent qu'UL24 est important pour une réplication au niveau
de la cornée, une réplication virale aigué dans les TGs, une réactivation virale efficace
dans des explants de TGs et la sévérité de la maladie [148, 195]. La protéine UL24 du
VHS-2 est un déterminant de la pathogenése dans un modéle d’infection murin et de
cochon d’Inde méme si la protéine n’est pas requise pour la réplication virale in vitro [30],
puisqu'un mutant d’'UL24 dont le domaine C-terminal est tronqué est avirulent. Les
auteurs ont démontré un retard dans la cinétique et une faible progression de la maladie
incluant la formation de Iésions. Pareillement @ UL24 du VHS-1, un mutant d'UL24 du
VHS-2 n’est plus neurovirulent et aucune mortalité ou paralysie n'a été observée. Par
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contre, un mutant en UL24 du VHS-2 peut établir une latence et se réactiver au niveau
du ganglion de la racine dorsale, mais a des taux plus bas que le virus parental [30]. Des
études sur la protéine ORF37 du equine herpesvirus ont démontré son importance dans
la neuropathogenése, mais la protéine n'est pas essentielle pour la réplication virale in
vitro [154]. Tous ces résultats suggérent que les génes UL24 de virus appartenant a la
sous-famille Alphaherpesvirinae semblent étre importants au niveau de la pathogenése

dans le systéme nerveux.

1.4. Modéles neuronaux pour P’infection virale

Pour étudier I'effet de I'infection virale sur les neurones, plusieurs modéles
neuronaux existent. Il y a des modéles utilisant des lignées cellulaires qui ont le potentiel
de se différencier en neurones a l'aide de traitement; d’autres modéles utilisent les

cultures primaires de neurones.

1.4.1 Les lignées cellulaires

1.4.1.1 Les cellules PC12
La lignée cellulaire PC12 est une lignée clonale neuronale phéochromocytome

de rat [118]. Les cellules sont différenciées en neurones (ND-PC12) par le facteur de
croissance neuronal (« nerve growth factor », NFG) pendant environ sept jours [1 20].
Cependant, le processus est réversible puisque 24 heures aprés I'ajout d’'un milieu sans
NGF environ 75 % des cellules perdent leurs caractéristiques neuronales [118]. Les
cellules ND-PC12 possédent plusieurs propriétés similaires aux neurones sympathiques
tels que I'arrét du cycle cellulaire et la survie dans un milieu sans sérum [100]. De plus,
les cellules développent des prolongements axonaux promus par les protéines Tau et
MAP2 [81] et peuvent synthétiser, emmagasiner et relacher des catécholamines [117-
118]. Ce modele neuronal est permissif & I'infection par le VHS-1 [32, 287, 291]; la
régulation et I'expression génique du virus ont été étudiées dans ce systéme [104, 153,
194, 383]. L’équipe de Miller a développé un modeéle d'étude de latence et de
réactivation du VHS-1 dans les cellules ND-PC12 [67]. Pour établir une infection non
productive similaire a la latence in vivo, les cellules ND-PC12 sont infectées par le virus

VHS-1 en présence d'acycloguanosine (ACV) qui est un inhibiteur de la réplication
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virale. L’ACV doit étre maintenu dans la culture neuronale jusqu'a 9 jours post-infection,
et I'enlevement de I'ACV ne résulte pas a une réactivation du virus [65, 375). La
réactivation du virus est obtenue en traitant les cellules avec la forskoline (activateur de
I'adénylate cyclase). Dans un modéle de latence, les génes LAT sont exprimés et aucun

virus infectieux n'est détecté [66-67].

1.4.1.2 Les cellules NT2
Des cellules humaines embryonnaires pluritopotentes issues d’un carcinome de

testicule (NTERA-2) ont été clonées pour donner la lignée cellulaire NTERA-2 cl.D1
(NT2) [8]. Ces cellules peuvent étre différenciées en neurones a la suite d'un traitement
a l'acide rétinoique. La figure 10 résume le processus de différenciation. Premiérement,
les cellules NT2 sont traitées pendant quatre semaines avec une solution de 10 pM ‘
d’acide rétinoique suivi d'une dilution des cellules (replate 1). A cette étape, environ 5 %
des cellules ont une morphologie similaire a celle des neurones [192]. Deuxiémement,
les cellules sont traitées avec des inhibiteurs mitotiques (cytosine arabinoside,
fluorodeoxyuridine et uridine) pour éliminer les cellules non différenciées. Ce traitement
permet d'obtenir une culture neuronale (NT2-N) a environ 95 % pure aprés deux ]
semaines. Les NT2-N sont viables pour environ dix semaines. Lorsque le processus de
différenciation est terminé, les NT2-N expriment divers marqueurs neuronaux tels que
les trois classes de neurofilaments (NF-L, NF-M et NF-H) [192, 273], une molécule
retrouvée a la membrane exprimée par les neurones et les tumeurs neuronales
nommées NCAM [273], et des marqueurs démontrant de I'activité sécrétrice
(synaptophysine et chromogranine) [273]. De plus, les cellules NT2-N sont polarisées
c'est-a-dire que les NT2-N possédent des dendrites et des axones fonctionnels [273). Le

modele neuronal NT2 est susceptible et supporte une réplication productive du
coronavirus [102]. Cependant, les NT2-N ne supportent pas trés bien la réplication virale
du VHS-1 [142, 157]. A faible MOI (0,01 & 1), les titres viraux dans les NT2-N sont
réduits entre 10 et 1000 fois comparativement aux titres viraux obtenus dans les cellules
fibroblastiques HFL [142].

35 1



2milllons de cellules NT2
parT7$

10uMRA
2fsemaine pourd
semeines

Aucun traitement Replate#1: Cellules sontdiluées a faible
3R concentration (1:6)

Cellules sont
raitées avec des
inhibieurs
mitohques

Replate#2: Celiules sontmises
en cuiture sur un matrigel

>95% de la culture est pure et
viable pour 10 semaines

N

I Replate#3: Cellules sont remises en culture sur

différents substrats. La culture estpure 4 >99%

Figure 10. Schéma démontrant la méthode utilisée pour générer les neurones (NT2-N) a
partir des cellules NT2 par un traitement a I'acide rétinoique et d'inhibiteurs mitotiques.
Adapté de Pleasure SJ, Page C., Lee V M-.Y., 1992 [273].

1.4.1.3 Les cellules SK-SY5Y
La lignée cellulaire neuroblastome humaine SK-SY5Y est un sous-clone de la

lignee cellulaire SK-N-SH [385]. Ces cellules peuvent étre différenciées en neurones par
plusieurs agents chimiques tels que 'acide rétinoique [315], le phorbol ester 12-0-
tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) [265], le dibutyryl cyclic AMP (dbcAMP) [183].
Selon le milieu et les conditions de différenciation, les cellules SH-SY5Y peuvent
acquerir le phénotype de neurones cholinergiques (synthétise 'acétylcholine),
adrenergiques (synthétise I'adrénaline) ou dopaminergiques (synthétise la dopamine)
[385]. Cependant, le traitement a I'acide rétinoique induit préférentiellement des
neurones cholinergiques [266]. A la suite de la différenciation, les cellules possédent les
caractéristiques classiques des neurones telles que I'expression des protéines GAP-43,
MAP, Tau et les neurofilaments [58, 113]. Ce modéle neuronal est surtout utilisé pour
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I'étude de maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson. En ce qui
concerne leur permissivité aux infections virales, peu est encore connu.

1.4.1.4 Les cellules LA-N-5
Les cellules humaines LA-N-5 sont une lignée cellulaire établie a partir de

métastases de la moelle osseuse d’un jeune gargon atteint d’'un neuroblastome [307].
Les cellules LA-N-5 non différenciées ont une morphologie similaire a des fibroblastes.
Plusieurs produits chimiques tels que l'interféron- y (y-IFN), la cytosine arabinoside
(ARA-C), le facteur de croissance neuronal (NGF), le 12-O-tétradécanoylphorbole 13-
acetate (TPA), le facteur de nécrose tumorale (TNF) et I'acide rétinoique (RA) peuvent
induire partiellement ou complétement la différenciation en neurones [185]. A la suite
d'un traitement a l'acide rétinoique, les cellules LA-N-5 développent de longs
prolongements cytoplasmiques caractéristiques des neurones [135]. De plus, les cellules
LA-N-5 différenciées expriment des marqueurs neuronaux caractéristiques tels que les
sous-unités des neurofilaments (NF-200 et NF-160), la molécule d’adhésion NCAM, la
protéine membranaire associée a la croissance axonale (GAP-43) et I'enzyme
aceétylcholinestérase caractéristique des neurones cholinergiques [135]. Cependant, les
cellules différenciées en neurones entrent en apoptose aprés 14 jours de culture [135,
274]. Peu est connu sur leur permissivité et leur susceptibilité aux virus. Derniérement, le
modéle neuronal LA-N-5 a été utilisé pour étudier I'effet d’'un coronavirus. lis ont
démontré que la réplication virale était productive dans les LA-N-5 différenciées et dans
le modéle neuronal NT2 [102].

1.4.2 Cultures primaires

1.4.2.1 Culture de neurones d’hippocampe
La culture primaire de neurones d’origine embryonnaire est relativement facile a

réaliser comparativement a la culture primaire de neurones adultes [17, 38]. Il existe des
différences entre les deux cultures sur le plan de la pharmacologie, leur développement
et leur régénération [37]. Pour les cultures primaires de neurones embryonnaires, des
foetus (entre 16 et 20 jours de gestation) de rat ou de souris peuvent étre utilisés. Une

fois les neurones des hippocampes isolés, le temps de différenciation en neurones
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matures prend environ une semaine [18, 164]. Aprés une semaine en culture, les
neurones en culture primaire possédent des dendrites et des axones en plus d’exprimer
la protéine MAP2 au niveau de ses prolongements [164]. Par contre, ces cultures
primaires neuronales ne sont pas pures & 100 %. Il est possible de retrouver des
astrocytes [164], mais en maintenant les cultures dans un milieu sans sérum la
croissance des astrocytes est inhibée [219]. De plus, les neurofilaments sont détectables
apres trois semaines de culture [18]. Au début, ce modéle neuronal a surtout été utilisé
pour I'étude du systéme nerveux central. Par la suite, les cultures primaires ont été
utilisees pour I'étude des effets de virus neurotropes comme le virus de I'herpés [200] et

le coronavirus [150].

1.4.2.2 Culture de neurones de ganglions dorsaux
Le ganglion de la racine dorsale (DRG) est un nodule contenant les corps

cellulaires neuronaux. Le nombre de neurones par DRG chez le rat a été estimé a

16 000 [337] et ils sont décrits comme des neurones pseudounipolaires [45, 79, 203,
281]. Les neurones peuvent étre d’origine embryonnaire [382], postnatale [141] ou
adulte [306]. L’avantage des neurones provenant d’animaux adultes est leur
indépendance aux neurotrophines pour leur survie en plus d’étre des neurones matures
contrairement aux neurones d'origine embryonnaire qui nécessite les neurotrophines
pour leur survie [229]. Une neurotrophine essentielle est le facteur de croissance
neuronal (NGF) qui a pour réle de différencier et de maintenir les fonctions normales des
neurones [343]. Lorsque les cellules sont différenciées, le marqueur GAP-43 permet
d’identifier les neurones puisqu'il existe une corrélation entre la croissance des axones
et I'expression de GAP-43 [145]. GAP-43 est détectable en haute concentration au
niveau des axones et des terminaisons axonales [23, 29]. Ce modéle neuronal a été
utiliseé trés tét dans la recherche pour étudier la latence du VHS-1. L’équipe de Johnson
[373] a démontré la nécessité du facteur de croissance NGF dans le maintient de la
latence du virus. De plus, les cultures de DGR sont utilisées pour I'étude de maladie du
systéme nerveux central comme les maladies neurodégénératives et les complications
reliées au VIH [229].
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2. Problématique

Les mécanismes entourant I'infection des neurones demeurent nébuleux. Il est
connu que le VHS-1 cible les neurones et que le virus peut se répliquer dans les
neurones. Plusieurs protéines semblent jouer un réle dans le cycle latence/réactivation,
dont la protéine UL24. Celle-ci est hautement conservée dans la famille des
Herpesviridae. Il est connu que la protéine virale UL24 du VHS-1 est importante pour la
réplication dans les fibroblastes et lignées épithéliales en culture cellulaire. Par ailleurs,
UL24 est important pour de hauts titres viraux dans les TGs et pour la réactivation du
virus dans un modéle d'infection murin. Cette protéine cause aussi des modifications au
nucléole de fibroblastes et de cellules d’origine épithéliale; notamment, elle induit la
redistribution de la nucléoline et la protéine B23 (Annexe ) dans le noyau au cours de
Finfection. De plus, certains acides aminés hautement conservés dans le domaine N-
terminal d’'UL24 affectent la pathogenése et le nucléole. La mutation E99A/K101A qui
cible le domaine d’endonucléase réduit la gravité de la maladie dans un modéle murin
d'infection oculaire en plus d'affecter le patron de distribution de la nucléoline et de B23
(Annexe 1) dans les fibroblastes et cellules épithéliales. Ces importantes modifications
causées par UL24 suggérent un lien entre les modifications au nucléole et la
pathogenése.

Malgre 'importance d’'UL24 dans la neuropathogenése, aucune étude n'a été
faite sur le réle d’'UL24 dans l'infection de neurones en culture. Nous avons posé comme
hypothése que la protéine virale UL24 va perturber le nucléole des neurones pour ainsi
favoriser la réplication virale.

Afin de tester cette hypothése, nous avons généré deux modéles de cultures
neuronales, un modéle in vitro et des cultures primaires neuronales de souris. Nous
avons regardeé la capacité du virus a se répliquer en présence et en absence de la
protéine virale UL24. Nous avons aussi caractérisé les modifications au nucléole dans

les neurones en contexte d’infection.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES
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2.1 Cellules

2.1.1 Lignées cellulaires
Les cellules Vero sont des cellules fibroblastiques rénales de singe vert d’Afrique

immortalisées. Elles ont été maintenues en culture dans du milieu Dulbecco’s Modified
Eagle's Medium (DMEM) enrichi de 5 % (v/v) de sérum de veau nouveau-né (NCS) et de
0,5 U/mL de pénicilline et 0,5 pg/mL de streptomycine (P/S). Lorsque les cellules
avaient atteint une confluence de 80 %, le milieu a été retiré et les cellules ont été lavées
avec 10 mL de phosphate buffer saline (PBS) et ensuite, 2 mL de trypsine/EDTA (2,5 g/L
de trypsine et 0,38 g/L d’'EDTA) ont été ajouté. Les cellules ont été incubées a 37 °C
avec 5 % CO, pendant 5 minutes pour favoriser le détachement des cellules. Ensuite, 4
mL de DMEM 5 % NCS et P/S ont été ajouté aux cellules pour les diluer et 1 mL de
cellules a été remis en culture dans du DMEM 5 % NCS et P/S. De ce fait, un passage 1
dans 6 a été effectué. Les cellules ont été remises dans I'incubateur a 37 °C avec 5 %
CO..

Les cellules LA-N-5 sont des cellules issues d’un neuroblastome humain [307].
Elles ont été maintenues en culture dans du milieu RPMI medium 1640 complet c’est-a-
dire contenant du sodium pyruvate (NaPu, 1 mM), des acides aminés non essentiels
(NEAA, 0,1 mM), de 'HEPES (0,01 M) enrichi de 15 % (v/v) de sérum de bovin fcetal
(FBS). Lorsque les cellules avaient atteint une confluence de 70-80 % dans un flacon de
75 cm? (T75), le milieu a été retiré et les cellules ont été lavées avec 5 mL de PBS suivi
de I'ajout de 3 mL de trypsine sans EDTA (2,5 g/L de trypsine). A la suite d'une
incubation d'environ 1 minute a la température de la piéce sous I'enceinte biologique, 5
mL de milieu RPMI complet enrichi de 15 % FBS préchauffé ont été ajouté aux cellules
et 2 mL de cellules ont été remis en culture dans du milieu RPMI complet enrichi de
15 % FBS. Ainsi, un passage 1 dans 4 a été effectué. Le lendemain, le milieu devait étre
changé, car il y avait beaucoup de mortalité. Les cellules ont été maintenues dans un
incubateur a 37 °C avec 5 % CO,.
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2.1.2 Processus de différenciation neuronale des cellules LA-N-5

2.1.2.1 Préparation de la solution d’acide rétinoique

Des solutions stocks d’acide rétinoique (RA) ont été faites. L'acide rétinoique est
offert sous forme de poudre dans des fioles de verre contenant 50 mg d’acide rétinoique
(Sigma-Aldrich). Pour préparer une solution de RA & une concentration de 10 mM, les
50 mg ont été resuspendus dans 16,7 mL de diméthylsulfoxyde (DMSO). La solution a
été filtrée & I'aide d’un filtre congu pour le DMSO (Millex LG 0,20 um, Millipore,
SLLG025SS). Finalement, la solution de RA a été aliquotée et conservée a -80 °C pour
six semaines maximum.

2.1.2.2 Préparation pour la différenciation de neurones LA-N-5

Pour promouvoir I'attachement cellulaire, la vaisselle utilisée a été traitée avec
une solution de gélatine. D'abord, la gélatine (gelatin from cold water fish skin solid,
G1393, Sigma-Aldrich) a été diluée dans H,044 pour une concentration finale de 1 %
(p/v) et stérilisée a I'autoclave. Cette solution servait de solution stock. La journée
precédente du processus de différenciation, la vaisselle (Pétri, plaque de 6 puits,
lamelles de microscope, etc.) a été traitée avec une solution de gélatine 0,1 % (a partir
de la solution stock) diluée dans de H,O4q stérile. La vaisselle a été entreposée a 4 °C
toute la nuit, le lendemain la solution de gélatine a été aspirée. Des plaques de 6 puits
qui sont prétraitées nommeées Cell + (Sarstedt, produit numéro 83.1839.300) ont aussi

été utilisées.

2.1.2.3 Différenciation neuronale de cellules LA-N-5

Les cellules LA-N-5 ont été ensemencées a une densité cellulaire déterminée
(4x10* cellules/puits pour une plaque de 6 puits; 1,5x10* cellules/puits pour une plaque
de 24 puits) dans du milieu RPMI medium 1640 complet enrichi de 15 % FBS préchauffé
ce qui correspond au jour 0. Le lendemain, les cellules ont été traitées avec une solution
d’acide rétinoique de 10 pM (a partir de la solution stock) diluée dans du milieu RPM/
medijum 1640 complet contenant 10 % FBS préchauffé. Aux deux jours, soit le jour 3, 5
et 7, le milieu contenant l'acide rétinoique a été remplacé par du nouveau milieu. Les
cellules ont été complétement différenciées dans les sept jours suivant le premier
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traitement. Au jour 8, les expériences pouvaient étre effectuées. Les neurones
différenciés peuvent étre conservés en culture pour 14 jours [135, 274].

2.1.4 Cultures primaires neuronales de souris
Afin de promouvoir I'attachement cellulaire, la vaisselle utilisée a été traitée avec

une solution de poly-D-lysine (P7280, Sigma- Aldrich) qui apporte une charge positive a .
la surface. D'abord, la poly-D-lysine a été resuspendue dans 50 mL H,044 stérile pour |
une concentration finale de 0,1 mg/mL. Ensuite, la solution a été rediluée a une |
concentration de 0,05 mg/mL et environ 0,15 mL/cm? ont été déposés dans chaque puits
(1.4 mL pour les plaques de 6 puits et 0,5 mL pour les plaques de 24 puits). La vaisselle
a été entreposée a 4 °C toute la nuit. Le lendemain, la solution de poly-D-lysine a été
aspirée et la vaisselle a été lavée a H,O4q4 stérile pour étre ensuite séchée au moins

deux heures sous I'enceinte biologique.

Des souris CD-1 femelles aux 16°-18° jours de gestation (Charles River ou
Jackson Laboratories) ont été utilisées pour générer les cultures primaires neuronales f
de souris [37]. Les expériences ont été faites au Centre de Biologie Expérimentale de |
I'INRS conformément aux normes du comité institutionnel pour la bonne pratique de
soins aux animaux. Pour commencer, la souris a été anesthésiée par une injection
intrapeéritonéale d’une solution saline de kétamine/xylazine (kétamine a 10 mg/kg de
souris et xylazine a 10 mg/kg de souris). Lorsque la souris ne démontrait pas de
réflexes, elle a été sacrifiée par dislocation cervicale. Les embryons ont été prélevés.
Par la suite, la téte de chaque embryon a été récoltée et déposée dans un tube de 50
mL contenant du Hank’s Balanced Salt solution (HBSS) sans Ca®' et Mg?* (14175-145,
Invitrogen) enrichis de sodium pyruvate (NaPu, 0,1 mM), HEPES (10 mM) et P/S. Les
hémisphéres cérébraux ont été isolés et les méninges ont été enlevées. Les

hémisphéres ont été centrifugés a baisse vitesse (100 rpm (215 x g) durant 1 minute,
« swinging bucket rotor » 7500 6441, centrifugeuse modéle Sorvall legend RT) dans des
tubes de 50 mL pour changer le HBSS par du HBSS frais. Cette étape a été répétée
trois fois afin de nettoyer les hémisphéres. Les hémisphéres isolés ont été triturés a I
I'aide d’une pipette Pasteur dont la pointe avait été rodée par la flamme. A la suite de la I
trituration, les cellules non dissociées se déposaient dans le fond du tube et les cellules .

dissociées (neurones) restaient en suspension dans le milieu. Le surnageant contenant |
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les cellules dissociées a été récolté et, transféré dans un nouveau tube de 50 mL. La
trituration a été répétée de quatre a cinq fois. Ensuite, le tube de 50 mL contenant la
solution de neurones a été centrifugée a baisse vitesse (1000 rpm (215 x g, « swinging
bucket rotor » 7500 6441, centrifugeuse modéle Sorvall legend RT) pendant 2 minutes,
et le culot a été délicatement resuspendu dans 1 mL de HBSS sans Ca?" et Mg?* enrichis
de NaPu, HEPES et P/S par cerveau. Les neurones ont été comptés a I'aide d’un
hématocrite. Finalement, les cellules neuronales ont été diluées a la concentration
désirée soit 640 cellules/mm? ou 400 cellules/mm? pour les expériences
d’'immunofluorescence dans du milieu Neurobasal sans glutamate (10888-022,
Invitrogen) enrichi de L-glutamine (2,5 mM) et supplément B27 (17504-044, Invitrogen)
(dilué a 1/50). La moitié du milieu a été changée aprés 4 jours par du milieu Neurobasal
sans glutamate enrichi de L-glutamine (2,5 mM) et supplément B27 (dilué a 1/50) et
changée réguliérement une fois par semaine.

2.2 Virus

2.2.1 Origine des souches virales et production de stocks viraux
Les souches virales du virus de I'herpés simplex 1 KOS (type sauvage) et UL24X

(déficient en la protéine UL24) [148] ont été fournies par Donald M. Coen (Harvard
Medical School, Boston). De plus, le virus vHA-UL24 est un virus recombinant avec une
étiquette d’hémagglutinine (HA) ajoutée en position N-terminale de la protéine virale
UL24 [211]. Ce virus démontre un phénotype de type sauvage [211]. Tous les stocks
viraux ont été générés a partir de flacons 175 cm? (T175) contenant 3x10” cellules Vero
infectées a une multiplicité d'infection (MOI) de 0,01 dans 10 mL de milieu DMEM 2 %
NCS et P/S. Les flacons ont été incubés a 37 °C avec 5 % CO, pendant une heure et
agités toutes les 15 minutes pendant cette heure. Ensuite, 15 mL de DMEM 5 % NCS et
P/S ont été ajoutés aux flacons. Ceux-ci ont été remis dans l'incubateur pour une
période de deux a trois jours. Lorsque toutes les cellules démontraient des effets
cytopathiques et que 20 % des cellules étaient décollées, les flacons ont été frappés
légérement pour décoller le restant des cellules suivi d’une centrifugation & 1500 rpm
(484 x g) de 10 minutes a 4 °C (« swinging bucket rotor » 7500 6441, centrifugeuse
modéle Sorvall legend RT). Le culot de cellules infectées a été resuspendu dans 2 mL
de DMEM 5 % NCS et P/S par flacon et transféré dans un nouveau tube. Aprés, les
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cellules ont été lysées par trois cycles de congélation/décongélation et soniquées
pendant 30 secondes (Digital Sonifier de Branson, amplitude de 50 %, pulsations de 0,5
seconde) avec une sonde de type goblet. Par la suite, les débris cellulaires ont été
enlevés par une centrifugation a 1500 rpm (484 x g) pendant 10 minutes & 4 °C

(« swinging bucket rotor » 7500 6441, centrifugeuse modéle Sorvall legend RT). Le
surnageant contenant les particules virales a été récolté et aliquoté dans des cryotubes
vissés de 1,5 mL. Les stocks viraux ont été conservés a -80 °C.

2.2.2 Détermination des titres viraux

Les titres viraux ont été déterminés par essai de plages de lyses. La journée
précédente, des plaques de 12 puits contenant 3x10° cellules Vero par puits ont été
préparées. Des dilutions en série (10™ a 10°®) des échantillons a titrer ont été faites en
duplicata dans un volume de 1 mL de DMEM 2 % NCS et P/S. Le milieu des plaques de
12 puits a été changé pour 300 uL. de DMEM 2 % NCS et P/S. Par la suite, les cellules
ont été infectées avec 100 pL des dilutions 10 & 10, Les cellules ont été incubées a
37 °C avec 5 % CO, pendant une heure avec agitation toutes les 15 minutes durant
cette heure. Aprés cette incubation, 1 mL de DMEM 2 % NCS, P/S et a 0,6 % de
methylcellulose a été ajouté a chaque puits. L’ajout de méthylcellulose empéche la
diffusion passive des particules virales ce qui permet de compter des plages de lyse
isolées et issues d'une particule virale infectieuse. Les plaques ont été remises en
incubation a 37 °C avec 5 % CO; pour trois jours. Trois jours postinfection (jpi), les
cellules ont été fixées par 'ajout de 1 mL de fix (solution d’acide acétique glacial et de
méthanol & une proportion de 1 pour 3) par puits et les plaques ont été incubées a la
température de la piéce pendant une heure. Ensuite, la solution de fix a été enlevée des
puits et les cellules ont été colorées a l'aide d’une solution de crystal violet (250 mL de
méthanol, 750 mL d’'H,0q44 et 0,5 % (p/v) de crystal violet) pour au moins 1 heure. Les
puits ont été lavés a I'eau et séchés. Les titres viraux sont exprimés par unité formatrice
de plage (PFU) par mL.
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2.2.3 Production du virus KOS UV-inactivé
Tout d’abord, un stock viral de KOS a été produit comme décrit précédemment.

De ce nouveau stock, la moitié a été utilisée pour produire le virus KOS UV-inactivé. Le
virus a été réparti dans une plaque de 6 puits a raison de 0,5 mL de virus par puits.
L'incubation de la plaque sous les UVs a été réalisée dans une boite contenant une
lampe ultra-violette (254 nm, 115 volts, 60 Hz) pour 20 minutes. Pour maximiser
l'inactivation, le couvercle de la plaque a été retiré et la plaque a été située a 10 cm de la
lampe UV. Finalement, le virus a été titré et les aliquots ont été conservés a -80 °C.
L'inactivation du virus résulte en une diminution des titres viraux d’au moins 3 logo
comparativement aux titres viraux de KOS non traité.

2.3 Cinétique d’infection

2.3.1 Cinétique d’infection dans les cellules LA-N-5 différenciées en neurones
Pour étudier la réplication des virus dans les cellules neuronales, des cinétiques
d'infection ont été réalisées. Des plaques de 6 puits Cell+ ont été préparées une
semaine avant avec 4x10* cellules LA-N-5 par puits afin d’obtenir environ 1x10° cellules
neuronales par puits & la fin du processus de différenciation. Le compte des cellules d’un

puits témoin a été effectué a I'aide d'un hématocrite avant l'infection. Les cellules ont été
infectées a une MOI de 10 dans 2 mL de RPMI medium 1640 complet enrichi de 1 %
(v/v) FBS préchauffé. Les cellules ont été incubées a 37 °C avec 5 % CO, pendant une
heure avec agitations toutes les 15 minutes. Ensuite, le milieu a été retiré et les cellules
ont été lavées avec 1 mL de PBS par puits pour ensuite ajouter 2 mL de RPM/ medium
1640 complet enrichi de 2,5 % FBS préchauffé. Les plaques ont été remises a 37 °C
avec 5 % CO; pour 1, 6, 12, 18 et 24 heures. Aux heures postinfection (hpi) convenues,
les cellules ont été décollées a I'aide d’un grattoir. Les cellules et le surnageant ont été
mis dans des tubes de polypropyléne de 15 mL pour étre congelées 4 -80 °C. Avant de
procéder au titrage, les cellules ont été soumises 3 trois cycles de
congélation/décongélation et soniquées (Digital Sonifier de Branson, amplitude de 50 %,
pulsations de 0,5 seconde) en utilisant une sonde de type goblet suivie d'une
centrifugation a 1500 rpm (484 x g) pour 5 minutes & 4 °C (« swinging bucket rotor »
7500 6441, centrifugeuse modéle Sorvall legend RT) afin d’éliminer les débris
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cellulaires. Pour cet essai, le nombre de particules virales totales produites
(intracellulaires et extracellulaires) lors de l'infection a été déterminé.

2.3.2 Cinétique d’infection dans les neurones en culture primaire
Afin de vérifier la réplication des virus dans les cultures primaires neuronales de

souris, des cinétiques d’infection ont été réalisées. Les neurones en culture primaire
isolés ont été mis en culture & une densité cellulaire de 640 cellules/mm? par puits dans
du milieu Neurobasal sans glutamate enrichi de L-glutamine et supplément B27. Les
cellules ont été infectées a une MOI de 0,1 dans 2 mL de milieu Neurobasal sans
glutamate enrichi de L-glutamine et supplément B27. Les cellules infectées ont été
incubées a 37 °C avec 5 % CO, pendant une heure et agitées gentiment toutes les 15
minutes. Aprés, le milieu a été retiré. Les cellules ont été lavées délicatement avec 1 mL
de PBS et par la suite, 2 mL de milieu Neurobasal sans glutamate enrichi de L-glutamine
et supplément B27 a été ajoutés a chaque puits. Les cellules ont été remises dans un
incubateur a 37 °C avec 5 % CO,. Les cellules ont été incubées pour un nombre
d’heures désiré soit 1, 12, 24, 36, 48, 72 et 168 hpi. A chaque temps postinfection, les
cellules ont été récoltées a lI'aide d’un grattoir. Les cellules et le surnageant ont été mis
dans des tubes de polypropyléne de 15 mL pour étre congelées a -80 °C. Avant de
réaliser le titrage, les cellules ont été soumises a trois cycles de
congélation/décongélation et soniquées (Digital Sonifier de Branson, amplitude de 50 %,
pulsations de 0,5 seconde), suivi d’'une centrifugation & 1500 rpm (484 x g) pour 5
minutes a 4 °C (« swinging bucket rotor » 7500 6441, centrifugeuse modéle Sorvall
legend RT) afin d'éliminer les débris cellulaires. Pour cet essai, les virus produits totaux
(intracellulaires et extracellulaires) lors de I'infection ont été titrés.

2.4 Immunofluorescence indirecte

2.4.1 Infection
Les cellules LA-N-5 ont été mises en culture sur des lamelles de microscope

numéro 1 (Canlab) une semaine avant I'expérience pour effectuer la différenciation par
I'acide rétinoique. Les cellules ont été non infectées (mock) ou infectées a une MOI de

10 avec les virus (KOS, UL24X ou le virus KOS UV-inactivé) ou & une MOI de 5 avec le
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virus VHA-UL24 dans 200 pL de RPMI medium 1640 complet enrichi de 1 %(v/v) FBS
prechauffé. Les cellules ont été incubées pendant une heure & 37 °C avec 5 % CO, en
plus d'étre agitées toutes les 15 minutes. Ensuite, le milieu a été retiré délicatement et
les cellules ont été lavées avec 0,5 mL de PBS pour remettre ensuite 1 mL de RPMI
medium 1640 complet enrichi de 2,5 % FBS préchauffé. Les cellules non infectées et
infectées ont été remises en incubation a 37 °C avec 5 % CO, pour un nombre d’heures
determiné. Par la suite, les cellules ont été fixées a l'aide de 200 L d’'une solution 4 %
(p/v) de paraformaldéhyde diluée dans du PBS pendant 20 minutes sous 'enceinte
biologique. Les cellules ont été lavées avec 0,5 mL de PBS et conservées dans 1 mL de
PBS toute la nuit a 4 °C.

Pour les expériences d'immunofluorescence sur des cellules Vero, les cellules
ont été mises en culture sur des lamelles de microscope numéro 1 (Canlab) a une
densité de 1x10° cellules/mL & raison de 0,5 mL par puits la journée précédente. Le jour
de l'infection, les cellules ont été non infectées (mock) ou infectées avec le virus KOS ou
KOS UV-inactivé dans 200 L de DMEM 2 % NCS et P/S. Elles ont été incubées
pendant une heure a 37 °C avec 5 % CO, avec une agitation toutes les 15 minutes.
Ensuite, le milieu a été retiré et les cellules ont été lavées avec 0,5 mL de PBS pour
ensuite remettre 0,5 mL de DMEM 5 % NCS et P/S. Les cellules ont été remises dans
lincubateur & 37 °C avec 5 % CO,. A 18 heures postinfection (hpi), les cellules ont été
fixees avec une solution de 2 % (p/v) paraformaldéhyde diluée dans du PBS pendant 10
minutes sous I'enceinte biologique et lavées avec 0,5 mL de PBS.

2.4.2 Technique d'immunomarquage
Les neurones fixés ont été perméabilisés avec 200 uL de méthanol prérefroidi

pendant 5 minutes a -20 °C suivi de deux lavages au PBS. En fonction des anticorps
utilisés, 200 pL d'une solution de blocage (10 % (v/v) de sérum humain (HS) et 0,1 % de
Triton X-100 dilué dans du PBS) ont été ajoutés & chaque puits pendant 30 minutes a la
température de la piéce. Par la suite, les neurones ont été incubés avec I'anticorps
primaire choisi dilué dans la solution de blocage ou dans le PBS si aucun blocage n’a
été effectué. L'incubation de 'anticorps primaire a été réalisée a la température de la
piece sur un agitateur a faible vitesse pendant une heure. Ensuite, la solution d’anticorps

primaire a été enlevée et les neurones ont été lavés au PBS trois fois 4 minutes avec
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une légeére agitation. Les neurones ont été incubés avec une solution d’anticorps
secondaire contenant un colorant pour le noyau dilué dans la solution de blocage ou
dans du PBS si aucun blocage n’a été effectué. Cette incubation a été faite a la
température de la piéce sur un agitateur a faible vitesse pendant une heure. La solution
d'anticorps secondaire a été retirée et les neurones ont été lavés avec du PBS trois fois
4 minutes avec une légére agitation. Finalement, les lamelles ont été immobilisées sur
des lames de microscope (Fisher Scientific) a I'aide de la solution de montage

« ProlongGold antifade reagent » (Invitrogen).

Pour les cellules Vero, celles-ci ont été perméabilisées dans une solution de PBS
contenant 0,01 % (v/v) de Triton X-100 pendant 10 minutes & la température de la piéce
suivi de deux lavages au PBS. Les cellules ont été traitées avec 200 pL d'une solution
de blocage (10 % (v/v) NCS, 0,01 % Tween diluée dans du PBS) pendant 30 minutes a
la température de la piéce. Par la suite, les cellules ont été incubées avec I'anticorps
primaire choisi dilué dans la solution de blocage. L'incubation de I'anticorps primaire a
été réalisée & 37 °C dans une chambre humide pendant une heure. Ensuite, la solution
d'anticorps primaire a été enlevée et les cellules ont été lavées au PBS trois fois 4
minutes avec une légére agitation. Les cellules ont été incubées avec une solution
d'anticorps secondaire contenant un colorant pour le noyau dilué dans la solution de
blocage. Cette incubation a été faite & 37 °C dans une chambre humide pendant une
heure. La solution d’anticorps secondaire a été retirée et les cellules ont été lavées avec
du PBS trois fois 4 minutes avec une légére agitation. Finalement, les lamelles ont été
immobilisées sur des lames de microscope (Fisher Scientific) & I'aide de la solution de
montage « ProlongGold antifade reagent » (Invitrogen).

2.4.3 Anticorps pour les expériences de microscopie confocale
Afin de détecter les différentes protéines du nucléole dans les cellules LA-N-5

différenciées en neurones ou dans les cellules Vero, plusieurs anticorps primaires ont
éte utilisés. Pour le marquage de la nucléoline, un anticorps polyclonal de lapin contre la
nucleoline (Abcam) & une dilution 1/100 a été utilisé. Pour la protéine B23, un anticorps
monoclonal de souris (Santa Cruz Biotechnology) dilué 1/300 a été utilisé pour les
neurones tandis qu’une dilution de 1/600 a été utilisée pour les cellules Vero. Pour

détecter la protéine fibrillarine, un anticorps de souris monoclonal dirigé contre la
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fibrillarine (Cederlane) a été utilisé a une dilution de 1/50. Finalement, le marquage de la
protéine UBF dans les neurones a été réalisé avec un anticorps polyclonal de lapin
(Santa Cruz Biotechnology) a une dilution de 1/60. Le marquage de la protéine UBF
dans les cellules Vero a été réalisé avec un anticorps monoclonal de souris (Santa Cruz
Biotechnology) a une dilution de 1/100. Pour détecter HA-UL24, un anticorps monoclonal
de rat dirigé contre HA (Roche) a une dilution de 1/25 a été utilisé. Pour la détection
d’ICP8, un anticorps de souris monoclonal dirigé contre ICP8 a une dilution de 1/80 a été
utilisé. Pour visualiser I'étendue de I'infection, un anticorps de lapin polyclonal dirigé
contre le HSV-1 (Abcam) a été utilisé a une dilution de 1/500. La pureté de la culture
neuronale a la suite de la différenciation des cellules LA-N-5 par 'acide rétinoique a été
déterminée par un anticorps polyclonal de lapin contre le neurofilament M
(Milipore,dilution 1/200). Des anticorps secondaires de chévre dirigés contre les Igs de
lapin, de souris ou de rat et conjugués a un Alexa 488 (Invitrogen) ont été utilisés a une
dilution de 1/500. Pour la coloration du noyau, le colorant Draq5 (Biostatus limited) a été
utilisé a une dilution de 1/250. Les marquages de la nucléoline et d’'UBF effectués dans
les neurones ont été dilués dans la solution de blocage (10 % (v/v) HS et 0,1 % Triton X-
100) afin d’éliminer la non-spécificité des anticorps.

2.4.4 Microscopie confocale
La microscopie confocale a été faite au service de confocal de I'INRS-Institut

Armand-Frappier. Les cellules ont été visualisées a 'aide du confocal (BioRad Radiance
2000) avec un laser argon-krypton a 488 et 568 nm (diode 638) monté sur un
microscope Nikon E800 (objectif 100X, N.A.1.4). Les images en format tif obtenues ont
été assemblées avec le programme Adobe Photoshop.

2.5 Immunobuvardage de type Western

2.5.1 Infection et lyse des cellules
Les cellules LA-N-5 ont été mises en culture a raison de 2,5x10° dans des Pétris

de 100 mm préalablement traités avec une solution de 0,1 % (v/v) gélatine une semaine
avant l'infection pour permettre la différenciation des cellules en neurones. Les neurones

ont été non infectés (mock) ou infectés avec une MOI de 10 avec KOS ou UL24X dans
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1,5 mL de milieu RPMI medium 1640 complet enrichi de 1 % (v/v) FBS préchauffé pour
une heure a 37 °C et 5 % CO, avec des agitations toutes les 15 minutes. Ensuite, le
milieu a été retiré; les neurones ont été lavés avec du PBS et 8 mL de milieu RPMI
medium 1640 complet enrichi de 2,5 % FBS étaient ajoutés. Les neurones ont été remis
dans lincubateur a 37 °C avec 5 % CO,. A 9 hpi, les neurones ont été lavés au PBS
pendant 5 minutes sur glace. Par la suite, 3 mL de RIPA Buffer (50 mM Tris, 1 % (v/v)
Triton, 0,5 % DOC, 0,1 % (p/v) SDS et 500 mM NaCl dans H,044) contenant un mélange
d'inhibiteurs de protéase (Complete mini EDTA-free, Roche) ont été ajoutés a chaque
Petris. Les Pétris ont été incubés sur glace pendant 15 minutes. Les neurones ont été
récoltés a l'aide d’un grattoir. Aprés une centrifugation a 13 000 rpm pendant 25 minutes
a 4 °C dans une microcentrifugeuse, le surnageant a été aliquoté et les lysats de

protéines ont été conservés a -80 °C.

Pour les lysats de culture primaire neuronale de souris, 6,1x10° cellules/puits ont
été mises en culture dans des plaques de 6 puits préalablement traitées a la poly-D-
lysine. Les cellules ont été non infectées (mock) ou infectées a une MOI de 1 avec le
virus KOS ou UL24X dans 1 mL de Neurobasal sans glutamate enrichi de L-glutamine et
supplément B27 pendant une heure a 37 °C avec 5 % CO; avec une légére agitation
toutes les 15 minutes. Par la suite, le milieu a été retiré délicatement, les cellules ont été
lavées avec du PBS et 2 mL de Neurobasal sans glutamate enrichi de L-glutamine et
supplément B27 ont été ajouté a chaque puits. A 6, 12 et 24 hpi, les lysats de protéines
ont été réalisés comme décrits précédemment.

2.5.2 Précipitation au TCA
Pour concentrer les lysats de protéines issus des cultures primaires de neurones,

les protéines ont été précipitées a I'aide du sodium trichloroacétate (TCA). Deux volumes
d'une solution de TCA 20 % (v/v) a été ajoutés aux lysats protéiques et ce mélange a été
incubé & -20 °C pendant 45 minutes suivies d’une centrifugation & 4 °C pendant 15
minutes a une vitesse de 13 000 rpm. Le surnageant a été enlevé délicatement et le
culot a été lavé avec 350 L d’acétone prérefroidi a -20 °C suivis d’une seconde
centrifugation a 4 °C pendant 10 minutes a 13 000 rpm. Le surnageant a été enlevé
delicatement et le culot a été séché a I'air libre pendant environ 10 minutes. Le culot a

été resuspendu soit dans du RIPA Buffer avec l'inhibiteur de protéase ou dans
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de« sample buffer » (100 mM Tris-HCI pH 8,8; 2 % (v/v) B-mercaptoéthanol; 2 % (v/v)
SDS; 15 % (v/v) glycérol; 0,01 % (p/v) bleu de bromophénol) et utilisé immédiatement
pour les analyses. Toutes les centrifugations ont été faites dans une microcentrifugeuse.

2.5.3 Immunobuvardage de type Western
Aprés avoir déterminé les volumes de lysat qui seront utilisés, les échantillons ont

été préparés en ajoutant le tampon de chargement 6X (a 0,5 % (p/v) de bromophénol
bleu et 10 % (v/v) de B-mercaptoéthanol). Les échantillons ont été chauffés a 100 °C
pour une minute et remis sur glace. Les échantillons ont été chargés sur un gel de
polyacrylamide 10 % dénaturant (au SDS) et migrés par électrophorése dans un tampon
de migration (3 g de Tris, 14,4 g de glycine et 0,1 % (v/v) SDS dans 1 L H,0q4q) & 100V
pendant 90 minutes. A I'aide d’un transfert humide, les protéines ont été transférées sur
une membrane de polyvinylidéne fluoride (PVDF) dans un tampon de transfert (3 mg/mL
de Tris base, 14,4 mg/mL de glycine, 20 % (v/v) de méthanol dans 1 L H,Og). A la suite
du transfert, la membrane a été incubée dans une solution de 5 % (p/v) de lait (produit
Biorad) diluée dans du TTBS (2,422 g de Tris, 29,2 g de NaCl dans 1 L de H,04¢ &

0,05 % (v/v) de Tween et & pH 7.5) toute la nuit a 4 °C pour ainsi bloquer les sites non-
spécifiques a I'anticorps primaire. La membrane a été lavée deux fois pendant 5 minutes
au TTBS et une solution d’anticorps primaire (dilué dans 10 mL de TTBS & 0,5 % (p/v)
gélatine) a été ajoutée pour une incubation d'une heure, 1 h 30 ou toute la nuit a la
température de la piéce avec une légére agitation. Aprés 4 lavages de 5 minutes au
TTBS, l'anticorps secondaire conjugué a la peroxydase de raifort (HRP, dilué dans

10 mL de TTBS a 5 % (p/v) de solution de blocage) a été incubé pour une heure a la
température de la piéce avec une légére agitation. Finalement, la membrane a été lavée
4 fois 5 minutes au TTBS et la révélation a été réalisée en utilisant 'ensemble Immun-
Star HRP (BioRad) et des films Biomax XAR (Kodak).

2.5.4 Anticorps pour les expériences d'immunobuvardage de type Western

Afin de détecter les protéines du nucléole a I'étude, plusieurs anticorps ont été
utilisés. Pour détecter la nucléoline, un anticorps polyclonal de lapin contre la nucléoline
(Abcam) a une dilution de 1/2000 et un IgG de chévre dirigé contre les Igs de lapin
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conjugué a la peroxydase (dilution 1/5000, Béthyl) ont été utilisés. Pour la protéine B23,
un anticorps monoclonal de souris dirigé contre B23 (Santa Cruz Biotechnology, dilution
1/5000) et un IgG de chévre dirigé contre les Igs de souris conjugué a la peroxydase
(dilution 1/5000, CalBiochem) ont été utilisés. Pour détecter la protéine UBF, un
anticorps polyclonal de lapin contre la protéine UBF (Santa Cruz Biotechnology) & une
dilution de 1/1500 et un IgG de chévre dirigé contre les Igs de lapin conjugué a la
peroxydase (dilution 1/5000, Béthyl) ont été utilisés.

Pour étudier la cinétique de réplication dans les cultures primaires neuronales de
souris, plusieurs anticorps ont été utilisés. La détection de la protéine virale immédiate-
précoce ICP27 a été réalisée par un anticorps de souris monoclonal dirigé contre ICP27
(dilution 1/1000, Abcam) et un anticorps de chévre dirigé contre les Igs de souris
conjuguée a la peroxydase (1/2000, Sigma). Pour la protéine virale précoce thymidine
kinase (TK), un anticorps de lapin contre TK (Sérum donné par Bill Summers, Yale) a
une dilution 1/500 et un IgG de chévre dirigé contre les Igs de lapin conjugué a la
peroxydase (dilution 1/2000, Sigma) ont été utilisés. La détection de la glycoprotéine
virale gD a été réalisée avec un anticorps de souris monoclonal contre gD (dilution
1/1000, gD) et un anticorps de chévre dirigé contre les Igs de souris conjugué a la
peroxydase (1/1000, Sigma). La glycoprotéine virale gC a été détectée a l'aide d’'un
anticorps monoclonal de souris (dilution 1/1000, Fitzgerald) et un IgG de chévre dirigé
contre les Igs de souris conjugué a la peroxydase (1/5000, Sigma). Pour détecter la
présence de protéines virales, un anticorps de lapin polyclonal contre HSV-1 (dilution
1/2000, Abcam) et un anticorps de chévre dirigé contre les Igs de lapin conjugué a la
peroxydase (dilution 1/2000, Béthyl) ont été utilisés. Pour le témoin de chargement, un
anticorps polyclonal de souris monoclonal dirigé contre la gamma-tubuline (Abcam,
dilution 1/2000) a été utilisé et un anticorps de chévre dirigé contre les Igs de souris
conjugué a la peroxydase (dilution de 1/2000, Sigma) a été utilisé. Tous les anticorps
primaires ont été dilués dans une solution de 0,5 % (p/v) gélatine dans du TTBS et les
anticorps secondaires ont été dilués dans une solution de 5 % (p/v) de solution de
blocage dans du TTBS.
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CHAPITRE 3: RESULTATS
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3.1 Caractérisation du modéle LA-N-5

Le modéle LA-N-5 a été choisi pour faire nos analyses puisque le processus de
différenciation était plus rapide (7 jours) que le processus de différenciation des cellules
NT2 (3 mois). Aussi les marqueurs neuronaux des cellules différenciées LA-N-5 et NT2
sont similaires [135, 273]. Par ailleurs, une étude récente a démontré que les cellules
différenciées LA-N-5 et NT2 en neurones sont susceptibles a I'infection d’un coronavirus

produisant des titres viraux similaires [102].

Avant d'entreprendre les études sur la réplication virale dans les neurones
humains du modéle LA-N-5, une caractérisation du modéle LA-N-5 au niveau de la
pureté de la culture neuronale a été nécessaire. Tout d’abord, une observation en
microscopie a contraste de phase nous a permis d’observer comme attendu que les
cellules LA-N-5 non différenciées avaient une morphologie similaire a celle des
fibroblastes et que les cellules LA-N-5 différenciées avaient formé des prolongements
cytoplasmiques a la suite du processus de différenciation (Figure 11A). Le processus de
différenciation a I'acide rétinoique a été vérifié a I'aide d’'un immunomarquage contre le
neurofilament M, un filament intermédiaire spécifique aux neurones. Il a été observé
qu’'au jour 5 de la différenciation, les cellules commengaient & exprimer le neurofilament
M contrairement au jour 0 ou le neurofilament M n'a pas été détecté. Au jour 8, le
processus de différenciation étant terminé, la majorité des cellules exprimaient le
neurofilament M (Figure 11B). De plus, le niveau de pureté de la culture neuronale a été
evalué de maniére qualitative grace au marquage contre le neurofilament M qui nous a
permis de constater que la culture neuronale avait une pureté élevée (>95 %). Donc, le
processus de différenciation a I'acide rétinoique fonctionnait et la pureté de la culture

neuronale était élevée.
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Figure 11. Caractérisation des neurones du modéle LA-N-5. (A) Cellules LA-N-5 non
differenciées (panneau de gauche) et cellules LA-N-5 différenciées a I'acide rétinoique
(panneau de droite). Les photos ont été prises en microscopie de contraste de phase.
(B) Aux jours 0, 5 et 8 du processus de différenciation a I'acide rétinoique, les cellules
ont été fixées et marquées pour le neurofilament M (vert) et le noyau (bleu). Les images

ont été prises en microscopie confocale.

En deuxiéme lieu, la permissivité des neurones du modéle LA-N-5 a l'infection
par le VHS-1 a été évaluée. Un indice que la réplication virale a lieu est la formation de
compartiments de réplication viraux (VRCs). Les neurones non infectés (mock) ou
infectés par le virus de type sauvage (KOS) ont été marqués a 9 hpi par un anticorps
reconnaissant une des protéines majeures des VRCs, soit ICP8. Les images présentées
sont représentatives des résultats obtenus dans trois expériences indépendantes. La
figure 12A démontre que les neurones infectés par KOS avaient formé des VRCs
d'apparence similaire a ce qui a été observé dans les fibroblastes [212]. Donc, comme le
virus semblait se répliquer dans les neurones, une cinétique de réplication virale d’un
cycle de réplication sur 24 hrs a été réalisée. Les neurones ont été infectés par le virus
KOS a une MOI de 10 pour ainsi s’assurer que toutes les cellules sont infectées. Aux
temps postinfection déterminés, le surnageant et les cellules ont été récoltés. La
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determination des titres viraux a été faite par essai de plages de lyse. La figure 12B
(ligne noire) montre que le virus se répliquait au cours du temps atteignant des titres
viraux avoisinant 1x10” pfu/mL. Donc, le modéle LA-N-5 peut étre utilisé pour étudier
l'infection de neurones par le VHS-1.

3.2 Effet de la protéine virale UL24 sur la réplication dans les neurones

La protéine virale UL24 est importante pour la réplication virale dans les
fibroblastes et cellules d’origine épithéliale en culture cellulaire [149]. Par ailleurs,
I'absence d’'UL24 dans le modéle d'infection oculaire murin cause une diminution des
titres viraux dans les TGs [148]. Donc, I'implication d’UL24 au niveau de la réplication
virale dans les neurones a été étudiée. En premier, un marquage des VRCs par un
anticorps dirigé contre ICP8 a été réalisé sur les neurones infectés par le virus déficient
en UL24 (UL24X) a une MOI de 10 (Figure 12A). Les images présentées sont
représentatives des résultats obtenus dans trois expériences indépendantes. Nous
n‘avons pas remarqué de différence de taille des VRCs formés dans les cellules
infectées par UL24X comparée a celles infectées en paralléle par KOS.

Ensuite, I'effet de I'absence d’'UL24 a été évalué par une cinétique de réplication
d'une durée de 24 hrs. Les neurones ont été infectés par UL24X & une MOI de 10. A 6,
12, 18 et 24 hpi, le surnageant et les neurones ont été récoltés et la production de virus
a éte déterminée par essai de plages de lyses. Malgré la formation de VRCs similaires a
ceux formés dans les neurones infectés par KOS, le virus déficient en UL24X possédait
un defaut dans la réplication virale. Une différence d’environ 1 logqo a été observée entre
KOS et UL24X (Figure 12B). Nous avons observé des résultats similaires pour l'infection
des cellules LA-N-5 non différenciées (A.Bourget données non publiées). Aussi, une
cinétique d’infection de 72 hpi a faible MOI (0,01 & 0,1) a été effectuée pour regarder
I'effet d’UL24 sur plusieurs cycles de réplication, mais les neurones mourraient dés 24
hpi (A.Bourget, données non publiées). Dans ces conditions, I'absence d’'UL24 se
reflétait par un défaut de la réplication virale dans les neurones quoique cette différence
de 1 logs ne puisse pas expliquer la réduction de 4 logs, des titres neuronaux observée
dans un modéle murin d'infection.
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Figure 12. Effet d’'UL24 sur la réplication virale dans les neurones. (A) Les neurones ont
été non infectés (mock) ou infectés par KOS ou UL24X & une MOI de 10. A 9 hpi, les
neurones ont été fixés et immunomarqués par un anticorps anti-ICP8 (colonne de
gauche). Le noyau a été coloré au Drag5 (colonne centrale). La colonne de droite
représente la juxtaposition des colonnes de gauche et centrales. Les images ont été
prises par microscopie confocale. (B) Les neurones ont été infectés par KOS ou UL24X
a une MOI de 10. Aux hpi indiquées, le surnageant et les neurones ont été récoltés pour
déterminer la production de particules virales infectieuses totales. Les titres viraux
produits par les neurones infectés par KOS et par UL24X sont représentés par la ligne
noire et grise respectivement. Les barres représentent I'écart type de la moyenne de
trois expériences indépendantes
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3.3 La réplication virale dans les cultures primaires neuronales de souris

Apres avoir étudié la réplication virale dans un modéle neuronal in vitro, nos
études ont été poursuivies avec un modele de culture primaire neuronal de souris. Nous
avons choisi ce modéle puisque ce sont des cellules non transformées. Aussi, ce
modéle va nous permettre de valider les résultats obtenus avec le modéle LA-N-5, car
comme ces cellules sont cancéreuses, certaines voies de signalisation peuvent étre
affectées. De plus, notre modéle d'infection in vivo utilise des souris de méme souche
que celles des cultures primaires, ce qui nous permettrait de valider nos résultats.

3.3.1 Expression des protéines virales est retardée dans les cultures primaires
neuronales de souris.

Des souris CD-1 aux 16°-18° jours de gestation ont été utilisées pour générer les
cultures primaires neuronales, car le profil génétique n'est pas un critére pour nos
etudes. Les cultures neuronales ont été produites a partir des hémisphéres cérébraux
des embryons (Figure 13). La pureté de la culture en suivant ce protocole est

relativement élevée (95 %) [38].

Les essais préliminaires quant a la réplication virale dans ces cellules a une
haute MOI semblaient étre toxique pour les cellules, puisque les titres viraux
n‘augmentaient pas dans le temps. De plus, les cellules mourraient. Alors, pour vérifier si
le virus se répliquait dans ces cultures primaires neuronales, des lysats protéiques de
neurones en culture primaire non infectés ou infectés par KOS et UL24X & une MOI de 1
ont été préparés. Les lysats de protéines ont été récoltés a 6, 12 et 24 hpi. La MOI de 1
a été choisie puisqu’une haute MOI semblait étre toxique pour les cellules. A la suite des
premiers essais d'immunobuvardage de type Western, nous avons trouvé que les
quantités de protéines virales étaient faibles ne permettant pas la détection de celles-ci.
Pour les prochaines expériences, les protéines ont donc été concentrées par
précipitation au TCA avant d’étre analysées par immunobuvardage de type Western. Un
marquage contre 'ensemble des protéines virales a I'aide d’un anticorps contre HSV-1
avait confirmé que ces neurones en culture primaire étaient susceptibles a l'infection
(Figure 14), car le niveau d’'expression des protéines virales augmentait au cours de
I'infection, quoique le virus semblait débuter sa réplication plus tardivement puisque la
majorité des protéines virales ont été détectées qu'a 24 hpi. Aussi, la quantité de
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proteines isolée des neurones en culture primaire infectés par UL24X semblait étre plus
basse a 24 hpi comparativement au niveau de protéines observé dans les lysats de
neurones en culture primaire infectés par KOS. Bien que les expériences aient été
répétées trois fois, la réduction de la quantité de protéines dans les lysats de cellules
infectées par UL24X pouvait varier.
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Figure 13. Les cultures primaires de neurones de souris. Les neurones ont été isolés a
partir d’embryons de souris & 16°-18° jours de gestation. Les fléches noires indiquent
des prolongements axonaux; les fléches rouges indiquent les noyaux. Les photos
représentent deux champs d'observation distincts et ont été prises en microscopie de
contraste de phase avec un objectif de 40X une semaine aprés la mise en culture.
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Figure 14. Expression de protéines virales lors de l'infection de neurones en culture
primaire de souris par le VHS-1. Les neurones en culture primaire ont été non infectés
(mock) ou infectés par KOS ou UL24X & une MOI de 1. Des lysats de protéines ont été
récoltés a 6, 12 et 24 hpi et précipités au TCA pour étre analysés par immunobuvardage
de type Western. Les protéines virales ont été détectées par un anticorps contre HVS-1.
Le contréle de chargement a été analysé par un marquage de la y-tubuline.

3.3.2 La réplication virale dans les neurones en culture primaire et I'effet d’UL24
Les neurones de souris issus de la culture primaire ont été infectés par KOS ou
UL24X & une MOI de 0,1 pour regarder plusieurs cycles de réplication virale. A partir de
12 hpi jusqu’a sept jours post-infection (168 hpi), le nombre de particules virales totales
(intracellulaires et extracellulaires) a été analysé par essai de plages de lyses. Tout
d'abord, les neurones en culture primaire étaient susceptibles & l'infection par le virus
KOS, puisqu’une augmentation des titres viraux a été observée au cours du temps
(Figure 15, ligne noire). Comme observés dans le modéle LA-N-5, les titres viraux
produits par UL24X étaient plus bas que ceux de KOS par environ 1 log,, (Figure 15,
ligne grise). A partir de 24 hpi, les neurones en culture primaire infectés démontraient
des effets cytopathiques tels que le corps cellulaire arrondi et réfringent, mais les
prolongements axonaux demeuraient étendus (données non publiées). Ces observations
sont similaires entre les neurones infectés par KOS que par UL24X. De plus, il a été
observé que les titres viraux chutaient & 168 hpi autant dans les neurones en culture
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primaire infectés par KOS et UL24X. Cette chute n'a pas été accompagnée d'une mort
cellulaire évidente, mais les cellules démontraient des effets cytopathiques a la suite
d'une observation en microscopie a contraste de phase. Donc, UL24 semblait étre
important pour la réplication virale autant dans les neurones en culture primaire que
dans les neurones LA-N-5, puisque le virus déficient en UL24 présentait un défaut dans
la réplication virale au cours du temps.
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Figure 15. UL24 affecte la réplication virale dans les neurones murins en culture
primaire. Les neurones en culture primaire ont été infectés par KOS et UL24X & une MOI
de 0,1. A différents temps post-infection, les neurones et le surnageant ont été récoltés
et le virus présent titré par essai de plages de lyse. La production virale par KOS est
représentée par la ligne noire et la ligne grise représente la production virale par UL24X.

3.3.3 Impact d’UL24 sur expression génique des différentes classes cinétiques de
génes viraux dans les cultures primaires neuronales de souris

Afin de mieux caractériser la cinétique de réplication virale dans les neurones en
culture primaire, des lysats de protéines de neurones en culture primaire non infectés
(mock) ou infectés par KOS ou UL24X ont été générés a 6, 12 et 24 hpi. Pour étudier les
niveaux d’expression des protéines virales, une protéine virale représentant chaque
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classe cinétique a été choisie. L’analyse de I'expression virale de chaque classe
cinétique va nous aider a comprendre le déroulement de l'infection dans les neurones en
culture primaire. Pour la classe de protéines immédiates-précoces, ICP27 a été choisi.
La thymidine kinase (TK) représentait la classe de protéines précoces. Pour la classe
des protéines tardives, deux candidats ont été retenus; soit gD qui représentait les
protéines tardives « leaky-late » ou y1, et gC représentait les protéines tardives dites

« true late » ou y2. D’abord, pour vérifier que le niveau de protéines était similaire entre
les lysats, I'expression de la y-tubuline a été utilisée comme témoin. Les niveaux
protéiques du témoin nous ont permis de noter qu'il y avait un peu moins de protéines
dans les lysats de neurones infectés par UL24X a 6 hpi et & 24 hpi, ainsi que pour les
lysats de KOS a 12 hpi (Figure 16); ceci a été pris en considération afin de comparer les
niveaux d’expression de protéines entre les neurones infectés par KOS et UL24X. Les
protéines ICP27, TK et gD ont été détectées & 12 et 24 hpi autant dans les neurones en
culture primaire infectés par KOS ou UL24X. Nous avons observé que les niveaux
d’expression de gD augmentent a 24 hpi. En contraste, gC a été détecté seulement a 24
hpi dans les lysats protéiques de KOS. Cette expérience a été répétée trois fois avec
des lysats de protéines indépendants. Par contre, nous avons observé une variabilité
dans les niveaux d’expression des protéines a 24 hpi.

Donc, les resultats démontrent que toutes les classes cinétiques de protéines
virales sont exprimées dans les neurones bien que les vagues de cinétiques
d'expression ne semblent pas étre évidentes. Une hypothése pour expliquer cette
variabilite est I'utilisation d'une MOI de 1. Par conséquent, ce ne sont pas toutes les
cellules qui ont été infectées en méme temps. Ainsi, ce modéle pourrait étre utilisé pour
étudier 'impact du VHS-1 sur le nucléole, cependant le retard observé pourrait affecter
la cinétique des modifications au nucléole.
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Figure 16. L'expression des protéines virales dans les neurones en culture primaire de
souris. Des neurones en culture primaire de souris ont été non infectés (mock) ou
infectés par KOS ou UL24X & une MOl de 1. A 6, 12 et 24 hpi, des lysats de protéines
ont été réalisés et précipités au TCA suivi d’'une analyse par inmunobuvardage de type
Western. Les niveaux des protéines de chaque classe cinétique ont été analysés a I'aide
d’anticorps dirigé contre ICP27, TK, gD et gC. Le contrble de chargement a été vérifié
par les niveaux de la y-tubuline.

3.4 La réorganisation du nucléole des neurones en contexte d’infection

Le nucléole est la cible de plusieurs virus. Lors d’'une infection par le VHS-1, le
nucléole subit des modifications. Des protéines majeures du nucléole, la nucléoline, B23,
fibrillarine par exemple sont redistribués dans le noyau de fibroblastes et de cellules non
immortalisées infectées [46, 210-211]. Etant donné que le neurone est une cellule cible
du VHS-1, nous voulions étudier I'effet de l'infection du VHS-1 sur le nucléole des
neurones.

3.4.1 La réplication virale est nécessaire pour induire des modifications au
nucléole.

Afin de mieux caractériser les modifications au nucléole observées dans les
cellules lors de l'infection, des stocks de virus KOS UV-inactivé ont été générés dans le

but de veérifier si la réplication virale était nécessaire pour induire les changements au
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nucléole. Le virus KOS UV-inactivé a été produit a la suite d'une exposition sous la
lumiére ultra-violette (voir Matériel et Méthodes). Avant I'inactivation par les UVs, le titre
viral était de 9.4x108 pfu/mL; et aprés l'inactivation le titre viral était de 1.78x10° pfu/mL.
Une premiére caractérisation a été effectuée a l'aide de fibroblastes immortalisés, des
cellules Vero. Les cellules ont été non infectées (mock) ou infectées par KOS et KOS
UV-inactivé a une MOI de 10 et puis fixées avec une solution de paraformaldéhyde. La
MOI du virus KOS UV-inactivé a été calculée selon le titre viral obtenu avant
l'inactivation pour avoir la méme quantité de virus. Les modifications au nucléole ont été
évaluées a l'aide d'immunomarquages de la nucléoline, B23, la fibrillarine et d’'UBF. La
distribution de ces protéines est connue lors de l'infection de cellules Vero [46, 210-212].
Dans les cellules non infectées, le patron de marquage pour chacune des protéines
nucléolaires étudiées était comme attendu, en forme de points dans le noyau (Figure
17A). Dans les cellules infectées par KOS, les patrons ont changé di a la redistribution
de chacune des protéines a travers le noyau. Par contre, la distribution de la nucléoline
dans les cellules infectées par KOS UV-inactivé était similaire a celle observée dans les
cellules non infectées; c'est-a-dire que la nucléoline était sous forme de points dans le
noyau. Le méme résultat a été observé pour les protéines B23, UBF et fibrillarine dans
les fibroblastes infectés par le virus KOS UV-inactivé. Pour s’assurer de la présence du
virus KOS UV-inactivé dans l'inoculum, un marquage contre un ensemble de protéines
virales (HSV-1) a été fait en paralléle des autres marquages. La colonne de droite de la
figure 17A montre la présence de virus dans les cellules infectées par KOS UV-inactivé,
mais aucun marquage n’'a été visualisé dans les cellules non infectées. L'intensité du
marquage dans les neurones infectés par KOS UV-inactivé était plus faible que dans les
cellules infectées par KOS, puisque le virus KOS UV-inactivé ne se répliquait pas.

Dans un deuxiéme temps, I'effet du virus KOS UV-inactivé a été testé sur les
neurones humains du modéle LA-N-5. Comme précédemment, les neurones ont été soit
non infectés (mock) ou infectés avec les deux virus a une MOI de 10 et fixés a 9 hpi.
Nous avons choisi de visualiser I'effet de l'infection a 9 hpi, car a 18 hpi les neurones
étaient morts (A.Bourget, données non publiées). Les protéines du nucléole étudiées ont
été la nucléoline (premiére colonne, Figure 17B), B23 (deuxieme colonne, Figure 17B) et
UBF (troisi€me colonne, Figure 17B). Comme observé dans les fibroblastes
immortalisés, le patron de distribution de la nucléoline, de B23 et d’'UBF dans les

neurones non infectés était sous forme de points au travers du noyau. Lorsque les
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neurones sont infectés par KOS, le patron des protéines nucléolaires est perturbé; la
nucléoline et B23 sont retrouvées diffuses dans le noyau et UBF est relocalisé sous
forme de petits points au travers du noyau. En revanche, l'infection des neurones par le
virus KOS UV-inactivé ne perturbait pas le patron de distribution des protéines du
nucléole. Le marquage de la nucléoline, B23 et UBF était similaire a celui observé dans
les neurones non infectés; c’est-a-dire que les trois protéines étaient sous forme de
points dans le noyau. Par ailleurs, pour s’assurer de la présence de virus dans les
neurones infectés par KOS UV-inactivé, un marquage HVS-1 (Figure 17B, colonne de
droite) a été réalisé comme pour les cellules Vero. Nous avons observé que le virus
KOS UV-inactivé pénétrait dans les neurones infectés contrairement a I'absence de
marquage dans les neurones non infectés. Ainsi, la réplication virale était nécessaire
pour induire une redistribution des protéines du nucléole lors de I'infection, autant dans
les fibroblastes immortalisés que dans les neurones.
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Figure 17. La réplication virale est nécessaire pour les modifications nucléolaires
induites par le VHS-1 dans les fibroblastes et des neurones. (A) Des cellules Vero ont
été non infectées (mock) ou infectées par le virus KOS ou KOS UV-inactivé & une MOI
de 10. A 18 hpi, les cellules ont été fixées et immunomarquées contre la nucléoline, B23,
UBF, fibrillarine et HSV-1 (vert). Le noyau est coloré par le Draq 5 (bleu). Les images ont
été prises par microscopie confocale. (B) Les neurones du modéle LA-N-5 ont été non
infectés (mock) ou infectés par KOS ou KOS UV-inactivé. A 9 hpi, les cellules ont été
fixées et immunomarquées pour la nucléoline, B23, UBF et HSV-1 (vert). Le noyau a été
colore par le Drag5 (bleu). Les images ont été prises par microscopie confocale.

3.4.2 La localisation de la protéine UL24 en contexte d’infection

T6t dans l'infection des fibroblastes, UL24 est détecté dans le noyau [268] avec
une localisation transitoire au nucléole [211]. Plus tard dans l'infection des fibroblastes,
UL24 est localisé de maniére périnucléaire dans une majorité des cellules [211]. Si UL24
est important pour la relocalisation de protéines nucléolaires dans les neurones, on
s'attendrait & ce que cette protéine se localise dans le noyau lors de l'infection. Nous
avons donc poursuivi nos analyses en regardant la localisation cellulaire d’'UL24 dans
les neurones en contexte d’infection. Pour ce faire, les neurones du modéle LA-N-5 ont
été infectés a une MOI de 5 par le virus vVHA-UL24 qui exprime la protéine UL24 jumelée
a une étiquette d’hémagglutinine (HA) en N-terminal [211]. L’étiquette HA permet la
détection d’'UL24 & I'aide d'anticorps & haute affinité contre cet épitope. A 3, 6, 9, 12 et
15 hpi, les neurones infectés ont été fixés et marqués contre HA (vert) et le noyau a été
coloré par le Drag5 (bleu) (Figure 18). A 3 hpi, la protéine HA-UL24 n'a pas été détectée
dans les neurones, sinon HA-UL24 était proche du seuil de détection. A 6 hpi, HA-UL24
a été retrouvé diffus & des niveaux bas dans le cytoplasme et le noyau. A 9 hpi, HA-
UL24 était demeuré diffus et a été détecté uniquement dans le noyau des neurones
infectés et cette localisation cellulaire se maintenait a 12 hpi et 15 hpi. Ainsi, la
localisation nucléaire d’'UL24 soutenait notre hypothése que cette protéine pourrait
intervenir au nucléole des neurones.
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Figure 18. Localisation cellulaire de HA-UL24 au cours de I'infection des neurones. Les
neurones ont éteé infectés par vHA-UL24 a une MOl de 5 et fixés a 3, 6, 9, 12 et 15 hpi.
Un anticorps anti-HA (vert) a été utilisé pour détecté HA-UL24 et le noyau a été coloré
par le Drag5 (bleu). La juxtaposition des images est montrée dans la colonne de droite.
Les images ont été prises par microscopie confocale.
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3.4.3 L’effet d’'UL24 sur le nucléole
Comme UL24 a été localisé au noyau au cours de l'infection, son effet sur le

nucléole a été observé. Les neurones humains du modéle LA-N-5 ont été non infectés
(mock) ou infectés par KOS ou UL24X a une MOI de 10. Les études précédentes sur
I'effet d’UL24 sur le nucléole ont été réalisées avec une MOI de 10 [210-212]; donc en
conservant les conditions expérimentales, nous allons pouvoir faire un paraliéle entre les
résultats obtenus dans les neurones et ceux connus dans les fibroblastes. A 9 hpi, les
neurones ont été fixés et marqués pour la nucléoline, B23 et UBF (Figure 19). Les
images présentées sont représentatives des résultats obtenus dans trois expériences
indépendantes. Dans les neurones non infectés, la nucléoline a été retrouvée sous
forme de points dans le noyau et un faible marquage représentant possiblement la
membrane cellulaire a été observé. Dans les neurones infectés par KOS, la nucléoline a
eté observée complétement diffuse dans le noyau, contrairement aux neurones infectés
par UL24X ou la nucléoline persistait sous forme de points en périphérie du noyau.
Donc, la redistribution de la nucléoline était dépendante de la protéine virale UL24. Dans
le cas de la protéine B23, celle-ci a été observée sous forme d’anneaux et de points
dans le noyau dans les neurones non infectés. Cependant, B23 était complétement
diffus dans le noyau des neurones infectés par KOS et cette redistribution persistait dans
les neurones infectés par UL24X. Donc, contrairement a ce qui a été observé dans les
fibroblastes [210], la redistribution de B23 dans les neurones semble étre indépendante
d’UL24. Finalement, la distribution d'UBF dans les neurones non infectés a été observée
aussi sous forme de gros points dans le noyau. Dans les neurones infectés par KOS,
UBF a été retrouvé sous forme de petits points et Iégérement diffus dans le noyau. Le
méme résultat a été observé dans les neurones infectés par UL24X. Comme observée
dans les fibroblastes, la redistribution d’'UBF était indépendante de la protéine UL24.
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Figure 19. Effet d’'UL24 sur le nucléole des neurones. Les neurones ont été non infectés
(mock) ou infectés par KOS ou UL24X & une MOI de 10. A 9 hpi, les neurones ont été
fixés et immunomarqués contre la nucléoline (vert), B23 (vert) et UBF (vert). Le noyau a

Nucleolin

B23

UBF

été coloré en bleu par le Drag5. Des images représentatives du patron de distribution
des neurones non infectés (mock), infectés par KOS et UL24X sont montrées dans la
colonne de gauche, centrale et de droite respectivement. Les images ont été prises en

microscopie confocale.

3.4.4 UBF est recruté dans les compartiments de réplication viraux
Le noyau subit plusieurs modifications lors de l'infection due en partie a la

formation de VRCs. Lors des observations précédentes, UBF a été redistribué au centre
du noyau dans des structures qui semblait pouvoir étre les VRCs. Pour tester cette
hypothése, les neurones humains du modéle LA-N-5 ont été non infectés (mock) ou
infectés par KOS ou UL24X a une MOI de 10. Les neurones ont été fixés a 9 hpi et co-

71




immunomarqués contre la protéine UBF et une des protéines majeures des VRCs, ICP8.
Comme vu dans la section précédente, UBF a été retrouvé sous forme de gros points
dans le noyau des neurones non infectés. Lors de I'infection par KOS ou UL24X, UBF a
été redistribué & travers le noyau sous forme de petits points avec une légére diffusion
(Figure 20). La formation des VRCs a été détectée grace au marquage contre ICP8
(Figure 20, deuxiéme colonne). La protéine UBF colocalisait en grande majorité avec la
protéine ICP8 dans les neurones infectés ce qui suggérait qu'UBF pourrait &tre impliqué

dans une ou plusieurs étapes du cycle de réplication du VHS-1 telles que la réplication
du génome ou le recrutement de 'ARN pol Il.
ICP8 Draq5

Merge
MOCK...-
UL24X....

Figure 20. UBF est recruté aux VRCs au cours de l'infection dans les neurones. Les

neurones ont été non infectés (mock) ou infectés par KOS ou UL24X. A 9 hpi, les
neurones ont été fixés et co-immunomarqués pour UBF (vert) et ICP8 (rouge). Le noyau
a éte coloré au Drag5 (bleu). La colonne de droite montre la juxtaposition du marquage
UBF et ICP8. Les images ont été prises en microscopie confocale.
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3.4.5 Les niveaux des protéines nucléolaires
Afin de vérifier si les modifications au nucléole observées ont été accompagnées

d’un changement dans les niveaux de protéines nucléolaires au cours de linfection, ces
niveaux ont été vérifiés par immunobuvardage de type Western. Des neurones humains
du modéle LA-N-5 ont été non infectés (mock) ou infectés par KOS ou UL24X a une MOI
de 10. A 9 hpi, des lysats de protéines ont été réalisés et analysés par
immunobuvardage de type Western afin de vérifier I'expression de la nucléoline, de B23
et d'UBF. Le témoin de chargement a été vérifié par le niveau d’expression de la y-
tubuline qui était Iégérement plus faible dans les lysats protéiques des neurones infectés
par UL24X. Ceci a été tenu en compte lors de I'analyse des résuitats. En analysant les
niveaux d’'expression de la nucléoline, il a été observé que les niveaux de la nucléoline
semblaient similaires entre les neurones infectés autant par KOS qu'UL24X (Figure 21).
Par la suite, les niveaux de B23 semblaient demeurer stables au cours de l'infection,
méme en absence d’'UL24. Finalement, les niveaux d’'UBF semblaient rester constants
au cours de l'infection. Les résultats sont reproductibles puisque trois expériences
indépendantes ont généré des résultats similaires. Cependant, une augmentation
mineure de I'expression de la nucléoline, de B23 et d’'UBF dans les neurones infectés en
comparaison aux neurones non infectés a été détectée. Cette légére différence a aussi

été observee dans une autre expérience dans le cas d’'UBF, mais n’a pas été reproduite
par la suite. Ainsi, aucun changement drastique n'a été observé au niveau de
I'expression de la nucléoline, de B23 et d’'UBF dans les neurones pendant I'infection et
en absence d’'UL24.
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Figure 21. Niveaux d’expression des protéines du nucléole dans les neurones lors d’une
infection. Des lysats protéiques provenant de neurones non infectés (mock) ou infectés
par KOS ou UL24X ont été analysés par immunobuvardage de type Western. Les
niveaux de protéines chargés ont été vérifiés en analysant la protéine cellulaire y-
tubuline (48kDa). La nucléoline (100kDa) a été détectée a I'aide d’un anticorps
polyclonal de lapin (Abcam); B23 (40kDa) a été détecté par un anticorps monoclonal de
souris (Santa Cruz Biotechnology) et UBF (97-98kDa) a été détecté par un anticorps
polyclonal de lapin (Santa Cruz Biotechnology).
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CHAPITRE 4: DISCUSSION
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Le but de notre étude a été de comprendre I'impact de la réplication virale aigué
du VHS-1 sur les neurones au niveau des maodifications du nucléole. Pour ce faire, deux
modéles neuronaux ont été générés : un modéle in vitro utilisant des cellules humaines
issues d’un neuroblastome, LA-N-5, qui ont été différenciées en neurones par un
traitement a I'acide rétinoique; et un modéle de culture primaire neuronale de souris. Les
cultures neuronales ont été infectées par un virus de type sauvage (KOS) et un virus
déficient en la protéine virale UL24 (UL24X) afin de déterminer la contribution d’'UL24 au
niveau de la réplication virale dans le modéle neuronal. La localisation cellulaire d’UL24
a été observée au cours de l'infection des neurones LA-N-5 gréce au virus vHA-UL24.
Finalement, nous avons élucidé 'impact d’UL24 sur le nucléole des neurones LA-N-5.

4.1 L’impact de la protéine virale UL24 sur la réplication virale dans les neurones

4.1.1 Le modéle LA-N-5
Avant d'entreprendre notre projet, aucune information n’était disponible sur la

permissivité et la susceptibilité du modéle LA-N-5 au VHS-1. Un des modéles neuronaux
derniérement connus était le modéle des cellules NT2. La différenciation des cellules
humaines NT2 en neurones s’effectue sur une période d’environ 3 mois [192]
contrairement au processus de différenciation des cellules humaines LA-N-5 qui
s'effectue sur sept jours [135-136]. Les neurones issus de la différenciation des cellules
NT2 et LA-N-5 deviennent des neurones cholinergiques et les marqueurs neuronaux
sont similaires entre les deux modéles [135, 273]. Cependant, la réplication du VHS-1
dans le modéle neuronal NT2 n’est pas productive [142], quoique la réplication virale du
coronavirus dans les modéles neuronaux NT2 et LA-N-5, soit productive, démontrée par
une augmentation de nouvelles particules virales dans le milieu sur une période de 72
hpi [102]. Puisque I'objectif de ce mémoire était d’élucider la réplication aigué dans les
neurones, le modéle LA-N-5 représente un meilleur modéle que les NT2 pour ce projet.

L'hypothése de départ était que le virus déficient en UL24 aurait un défaut
important dans la réplication virale comparativement au virus de type sauvage. Jacobson
et al. ont démontré qu’UL24 est important pour la réplication virale en culture cellulaire
puisqu’en son absence, les titres viraux produits dans les fibroblastes étaient réduits de
1 log1o [149]. Dans un modéle murin d'infection oculaire, I'absence de la protéine virale
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UL24 se refléte par une diminution significative d’environ 4 log,, des titres viraux dans
les neurones du ganglion trijumeau [148]. Nous avons donc testé I'hypothése qu'UL24
aurait un plus grand impact lors de l'infection de neurones. Toutefois, nous avons
observé une diminution des titres viraux en absence d’'UL24 de 1 log,,. Cette différence
observée dans les neurones est similaire aux résultats obtenus dans les cellules
épithéliales et les fibroblastes [25, 149)]. Ces résultats suggérent que le mécanisme
impliquant UL24 dans la réplication virale est commun dans les différents types
cellulaires. Par conséquent, la diminution des titres viraux de 4 log, observée dans les
TGs ne s’explique pas seulement par une réduction de la réplication virale; d’autres
fonctions, cellulaires ou virales, semblent étre impliquées. La réduction des titres viraux
dans les TGs de souris infectées par UL24X pourrait étre possiblement expliquée par la
sortie basolatérale du virus des cellules épithéliales. Ainsi en absence d’UL24, le nombre
de particules virales transporté de maniére rétrograde serait diminué expliquant une
réduction de la réplication virale. UL24 pourrait aussi étre impliqué dans le transport

antérograde des capsides.

4.1.2 Le modéle des cultures primaires neuronales de souris

Les cultures primaires neuronales de souris représentent un modeéle potentiel
pour I'étude de la réplication virale du VHS-1 et la pureté de la culture en tant que
neurones est élevée [38]. Dans la littérature, les cultures de ganglions dorsaux ou
trijumeaux sont fréquemment utilisées pour I'étude du VHS-1 [199, 373]. Sous nos
conditions expérimentales, l'infection des neurones murins en culture primaire sur une
période de 24 heures a une forte MOI ne semble pas étre productive (données non
publiées). Néanmoins, I'analyse de I'expression des protéines virales provenant des
neurones murins en culture primaire infectés a une MOI de 1 démontre une
augmentation de I'expression des protéines virales montrant que le virus peut se
répliquer dans ces cellules. Peut-étre que I'utilisation d'un stock de virus hautement
purifié (par exemple sur un gradient) permettrait une infection a haute MOl sans la
toxicité.

En réponse a l'infection par le VHS-1, la transcription des génes a est stimulée
par le complexe VP16/HCF [158, 244]. Une étude a démontré que le facteur cellulaire

HCF est séquestré au cytoplasme dans les neurones sensoriels [179]. Cette
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séquestration empécherait la formation du complexe VP16/HCF dans le noyau pour
activer la transcription des génes a; ce qui contribuerait a I'établissement de la latence
[5]. Une possibilité est que I'expression des protéines virales plus tardivement dans les
neurones en culture primaire pourrait s'expliquer par la localisation cytoplasmique de
HCF qui affecterait la formation du complexe VP16/HCF. De plus, le facteur cellulaire,
Zhangfei qui est présent dans les neurones sensoriels, inhiberait la réplication virale en
interagissant avec VP16 le rendant inaccessible pour le complexe VP16/HCF [5].

Lors de la transcription virale dans les fibroblastes et dans des cellules d’origine
epithéliales, VP16 est transcrit avec une cinétique tardive. Cependant VP16 est
synthétisé de novo dans les neurones du TG c'est-a-dire que VP16 précéde I'expression
des geénes viraux [345]. Si VP16 est exprimé en quantité suffisante, il peut promouvoir
Fexpression des génes a. Ceci crée une boucle de rétroaction positive qui empéche
I'établissement de la latence et pourrait promouvoir la réactivation [345). Ainsi, les
neurones entraient dans un cycle de réplication lytique. Une expression de novo de
VP16 dans les neurones humains LA-N-5 pourrait expliquer la susceptibilité & une
infection productive de ces cellules.

Des études sur I'expression génique dans les neurones de TG proposent que de
niveaux bas d’expressions des génes immeédiats-précoces et précoces sont critiques
pour stimuler la réplication du génome ce qui expliquerait le retard observé dans la
production de virus [173, 250]. Kosz-Vnenchak et al. (1993) ont proposé que le cycle de
réplication virale se déroule sur 48 h [173]. Par contre, d’autres études plus récentes ont
détecté la présence de virus entre 14 et 24 h [272, 345] suggérant un manque de
sensibilité dans la méthode utilisée par Kosv-Vnenchak et al. (1993). Nos résultats
obtenus quant & 'expression génique dans les neurones en culture primaire concordent
avec ceux de Pesola et al., car nous détectons des antigénes viraux entre 12 et 24 hpi.
Contrairement au modéle proposé par Kosz-Vnenchak et al. (1993), 'augmentation de
I'expression des génes viraux n’est pas d( a la réplication virale dans les neurones en
période de réactivation, mais & un second cycle d'infection par les neurones réactivés
[272]. Néanmoins, Sawtel et Thompson (2004) suggérent que les résultats démontrant la
présence de virus avant 24 hrs devraient étre analysés avec précaution [301].

Il est mentionné précédemment que la protéine virale UL24 est importante pour

la réplication in vitro et in vivo. La différence d’environ 1 logqo entre le virus déficient en
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UL24 et le virus parental observée dans le modéle LA-N-5 est présente aussi dans les
cultures primaires neuronales de souris. Ces résultats renforcent 'hypothése que la
protéine UL24 ait un réle au niveau de la sortie basolatérale des cellules épithéliales du
virus ou au niveau de la dissémination virale dans les neurones. La capacité d’avoir une
infection productive dans les deux modéles neuronaux permettrait I'analyse de I'impact
du virus sur le nucléole. Pour les neurones murins en culture primaire, le possible retard
dans I'expression des protéines virales pourrait avoir un impact sur la cinétique des

modifications au nucléole.

Quelques équipes ont démontré que I'ADN viral, des transcrits et des particules
du VHS-1 peuvent étre détectés dans les neurones jusqu’a une a deux semaines post-
infection [169, 174, 345]. De plus, Kosz-Vnenchak et al, (1993) ont montré que la
réplication virale dans les neurones en culture primaire de rat est détectée jusqu’a 150
hpi approximativement [173]. Nos résultats de I'étude de la réplication virale dans les
neurones en culture primaire corrélent avec ceux publiés. La diminution des titres viraux
a 168 hpi sans mort cellulaire évidente suggére comme hypothése que le virus serait
entré dans un état de « dormance » similaire & la latence. Il est possible d’induire
chimiquement I'état de « dormance » in vitro. Dans le modéle neuronal PC12, les
neurones sont traités a I'acyclovir a la suite d'une infection par le VHS-1 pour ainsi
inhiber la réplication virale et forcer le virus & entrer dans un état de « latence » [65).
L'état similaire a la « latence » peut aussi étre induit dans les cultures primaires de
neurones corticaux (SCG) en présence d’ACV et de NGF dans le milieu de culture [48,
373-375]; l'expression des génes viraux est diminuée et les transcrits LATs sont
présents. Néanmoins, des expériences supplémentaires doivent étre effectuées avant
de conclure que le virus entre dans un état similaire a la latence in vivo dans les

neurones en culture primaire de souris.

4.2 Le VHS-1 affecte le nucléole des neurones lors de 'infection

4.2.1 La réplication virale est nécessaire pour induire des modifications au
nucléole

Plusieurs stress peuvent induire un remaniement du nucléole. Pendant une
infection par le VHS-1, beaucoup de modifications morphologiques et moléculaires se

produisent dans la cellule. Dans les cellules infectées, I'architecture du noyau et du
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nucléole est modifiée [235]. Au cours de l'infection par le VHS-1, plusieurs protéines
virales se retrouvent temporairement au nucléole et certaines protéines nucléolaires sont
redistribuées au travers du noyau. Notamment, des études ont démontré que la
fibrillarine, B23, la sous-unité de I'ARN pol | (RPA194) et UBF sont relocalisés dans le
noyau des fibroblastes et des cellules d’origine épithéliale infectées [46, 210-212, 332).
Ces redistributions se produisent t6t lors de l'infection dans le cas d’'UBF et d’autres

surviennent plus tardivement comme pour B23.

L'utilisation d’un virus UV-inactivé qui est incapable de se répliquer permet de
mettre en évidence lI'impact de la réplication virale sur le nucléole. Dés I'entrée du VHS-
1, les protéines des ND-10 comme hDaxx et ATRX vont s’associer a I'ADN viral parental
pour former les « ND10-like foci » [94, 96]. Dans les cellules non infectées, le complexe
hDaxx/ATRX semble étre impliqué dans la régulation transcriptionnelle de plusieurs
génes cellulaires [338]. Ainsi, le recrutement des protéines des ND-10 aurait une activité
antivirale puisgu’elles semblent réprimer la réplication virale [64, 94-95, 209]. Pour
contrecarrer cette réponse antivirale, ICPO va dégrader les protéines PML et Sp100 des
ND-10 [562, 91-93, 223]. Contrairement au ND-10, les étapes précoces du cycle de
réplication du VHS-1 (entrée du virus, décapsidation du virus et entrée du génome dans
le noyau) ne semblent pas suffisantes pour induire des modifications au nucléole
puisque la réplication virale est nécessaire pour induire ces modifications. Ceci nous a
été démontré par l'infection de fibroblastes et de neurones par le virus KOS UV-inactivé.
Les perturbations au nucléole semblent nécessiter la synthése de produits viraux. Les
résultats obtenus dans les fibroblastes [210-211] supportent cette hypothése, car la
redistribution de la nucléoline et de B23, par exemple, survient plus tardivement dans
linfection. Une autre possibilité est que la relocalisation des protéines nucléolaires soit
da a des modifications post-traductionnelles par des protéines virales d’oll la nécessité
de la réplication virale pour modifier le nucléole. Plusieurs sites de modifications post-
traductionnelles ont été identifiés pour la nucléoline, B23 et UBF.

4.2.2 Effet du VHS-1 sur le nucléole des neurones et le réle d’UL24 dans ces
modifications.

La localisation cellulaire de la protéine UL24 dans les fibroblastes et cellules
épithéliales a déja été étudiée. Des fractions cytoplasmiques et nucléaires de cellules
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infectées ont démontré que la protéine UL24 est détectée a partir de 12 hpi et est
détectée au noyau et dans le cytoplasme [268]. Par ailleurs, cette distribution a été
confirmée en utilisant un virus dont UL24 est couplé a une étiquette d’hémagglutinine
(HA) permettant la détection d'UL24 [211]. De plus, notre laboratoire a observé qu’'UL24
se localise transitoirement au nucléole des cellules infectées [211). Nos résultats sur la
localisation d’'UL24 dans les neurones corrélent avec ce qui a déja été démontré, sauf
pour la localisation transitoire au nucléole. Une possibilité est que le temps ot UL24 était
au nucléole était entre deux temps analysés. Cependant, la présence exclusive au
noyau d'UL24 est compatible avec un impact sur le nucléole.

Le nucléole des cellules infectées subit d'importantes perturbations. UL24 est
une protéine hautement conservée dans la famille des herpésvirus, et plus précisément,
son domaine N-terminal contient cing domaines d’homologie (HDs) [148)]. Le domaine N-
terminal d’'UL24 est suffisant pour induire la redistribution de la nucléoline et de B23 au
noyau dans les fibroblastes immortalisés [26, 210-211]. De plus, le domaine N-terminal
contient un motif d’endonucléase dont la fonction demeure inconnue [168)]. Des
mutations au niveau d’acides aminés hautement conservés ciblant le motif
d’endonucléase perturbe le patron de distribution de B23 et de la nucléoline [25, 210].
Par ailleurs, l'utilisation de cellules non immortalisées (HFF) montre les mémes
modifications au nucléole que les cellules immortalisées [210]. Ainsi, on peut dire que
ces phénomeénes de redistribution des protéines nucléolaires sont conservés dans les
différents types de fibroblastes. Ceci suggére que ces deux protéines auraient un role
commun dans l'infection, mais aucun lien entre UL24 et nucléoline ou B23 a été encore

identifié.

Par contre, nos résultats dans les neurones suggeérent le contraire. Comme dans
les fibroblastes immortalisés et non immortalisés, la nucléoline est redistribuée dans le
noyau et ceci est dépendant d’'UL24. Toutefois, la redistribution de B23 est différente
dans les neurones. La protéine UL24 n’affecte aucunement le patron de distribution de
B23. Ainsi, notre hypothése originale que la nucléoline et B23 auraient un réle commun
lors de l'infection ne semble pas valide au moins dans les neurones. Cette différence
observée entre les fibroblastes et les neurones pourrait s’expliquer par le fait que les
neurones sont des cellules trés spécialisées et de ce fait les protéines peuvent étre
modifiées autrement affectant la formation des complexes protéiques. Donc, le complexe
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protéique recrutant B23 dans les fibroblastes ne se formerait pas dans les neurones.
Une autre hypothése est que B23 n’accomplit pas la méme fonction cellulaire dans les
neurones que dans les fibroblastes.

Dans les fibroblastes infectés par le VHS-1, d'autres protéines nucléolaires, dont
UBF sont redistribuées de maniére UL24-indépendante [211-212). La protéine UBF est

recrutée partiellement aux compartiments de réplication viraux [212, 332]. Stow et al.

(2009) suggerent que le recrutement d’'UBF aux compartiments de réplication aiderait la

réplication virale. Cependant, le recrutement d’'UBF aux compartiments de réplication
viraux n'est visible qu'a 5 hpi [212]. A ce temps, la réplication virale a déja commencé.
Donc si UBF joue un réle dans la réplication virale, cette fonction surviendrait plus
tardivement. Nos résultats démontrent qu'UBF est recruté massivement aux VRCs de
maniere UL24-indépendante dans les neurones. Ceci renforce I'hypothése que UBF
affecte la réplication virale et que cette fonction est importante dans divers types
cellulaires. Des expériences supplémentaires restent a faire pour déterminer I'impact
d’'UBF dans la réplication virale et le mécanisme.
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CHAPITRE 6 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Dans cette étude, nous avons étudié la réplication virale aigué dans les neurones
au niveau des modifications au nucléole. Pour ce faire, deux modéles neuronaux ont été
généreés et caractérisés. Le modéle neuronal LA-N-5 permet d’obtenir des neurones
humains a la suite d'une différenciation in vitro a I'acide rétinoique. Les neurones sont
susceptibles et supportent l'infection par le VHS-1. Le deuxiéme modéle, la culture
primaire de neurone murin, supporte aussi la réplication du virus, mais les titres viraux
obtenus semblent moins importants que dans le modéle LA-N-5.

La protéine virale UL24 est importante pour la neuropathogenése et pour des
modifications au nucléole lors de l'infection de fibroblastes et de lignées d'origine
epithéliales. Dans un modéle oculaire murin d’infection, une diminution des titres viraux
de 4 log, est observée dans les ganglions trijumeaux en absence d'UL24 [148]
suggérant qu’UL24 est important pour la réplication virale neuronale. De plus, I'absence
d’'UL24 diminue le taux de réactivation du virus dans un modéle in vivo [196).
Cependant, nous avons observé une diminution des titres viraux d’environs 1 log; dans
les neurones humains du modéle LA-N-5 et dans les neurones de souris en culture
primaire en absence d’'UL24. La diminution de 4 logs, dans les TGs in vivo ne s’explique
donc pas seulement par I'impact de I'absence de la protéine UL24 sur la réplication
virale dans les neurones. D'autres fonctions d’UL24 semblent affecter les titres viraux
dans les TGs. Une autre possibilité serait qu’UL24 pourrait aussi avoir un réle au niveau
de la disséemination virale dans les neurones du TG ce qui expliquerait la baisse des

titres viraux in vivo en absence d’'UL24.

Les cultures primaires de neurones de souris étaient susceptibles a I'infection par
le VHS-1. Par contre, nous avons observé une chute des titres viraux a 168 hpi pour le
virus de type sauvage et le virus déficient en UL24. Ces résultats pourraient suggérer
que le virus entre dans un état similaire a la latence in vivo. Des expériences analysant
la présence des transcrits LATs et I'expression des génes viraux sont nécessaires pour

valider cette hypothése.

Nos résultats sur I'impact du VHS-1 sur le nucléole des neurones humains du
modéle LA-N-5 ont démontré que plusieurs des modifications sont conservées entre les
neurones et les cellules de type épithélial ou fibroblaste. Nous avons observé que la
nucléoline est redistribuée de maniére dépendante d’'UL24. Il a été démontré que la

nucléoline est importante pour la réplication virale dans les fibroblastes, plus
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précisément pour la sortie du noyau des capsides. La conservation de cette modification
entre les différents types cellulaires témoigne de I'importance de la nucléoline dans la
biologie du VHS-1. La protéine UBF est relocalisée indépendamment d’'UL24 et est
recrutée aux compartiments de réplication viraux. Dans les fibroblastes, UBF est recruté
aux compartiments de réplication viraux aprés le début de la synthése de 'ADN viral.
Donc, UBF pourrait jouer un réle dans la réplication virale, mais le role exact reste a étre
déterminé. Contrairement a ce qui a été observé dans les fibroblastes [210], la protéine
nucléolaire B23 est redistribuée indépendamment d’UL24. Ainsi, 'hypothése que B23 et
la nucléoline auraient un réle commun dans la réplication virale ne semble pas étre
valide, au moins dans les neurones.

En perspectives, I'effet de mutations ponctuelles dans UL24 pourrait étre testé
pour voir leur effet lors de l'infection neuronale. Certaines mutations, telles que
E99A/K101A qui cible le domaine endonucléase d’'UL24, affectent le nucléole dans les
fibroblastes (redistribution nucléoline et B23 est affecté). De plus, la mutation
E99A/K101A diminue la gravité de la maladie dans un modéle murin d'infection oculaire.
Il serait intéressant de voir I'effet de cette mutation sur la réplication virale et sur le
nucléole au niveau des neurones. Comme mentionnée précédemment, la nucléoline est
importante pour la sortie nucléaire du virus et la redistribution de la nucléoline est
conservée parmi les types cellulaires lors de I'infection. Aussi, UL24 semble jouer un réle
lors de cette sortie et nous observons une diminution des titres viraux en absence
d’'UL24. |l serait intéressant d'évaluer la sortie du virus du noyau des neurones en
absence d’'UL24. Finalement, le modéle des cultures primaires semble établir « une
latence » & la suite d’une infection par le VHS-1. Une meilleure caractérisation de ce
modeéle en évaluant I'expression des génes lytiques des différentes classes cinétique et
la présence des transcrits LATs demeure essentielle pour vérifier cet état de « latence ».

Pour conclure, la protéine virale UL24 pourrait servir de nouvelle cible
thérapeutique puisque la réplication neuronale et la réactivation du VHS-1 sont affectées
lorsqu’UL24 est absent ou muté. L'impact d’'UL24 sur le nucléole, surtout I'effet sur la
nucléoline, pourrait étre une des activités a cibler.
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Annexe |

Les résultats présentés dans les figures 22, 23 et 24 font partie de ma
contribution a l'article Lymberopoulos MH, Bourget A, Ben Abdeljelil et Pearson A.
(2011). Involvement of UL24 in herpes simplex virus-1 induced dispersal of B23 and in
nuclear egress. Virology 412(2) p.341-8.

Lors de cette collaboration, j'ai effectué les expériences et généré les figures 22,
23 et 24. De plus, j'ai aussi effectué les expériences et généré les figures qui sont
présentées dans l'article comme figures supplémentaires, mais non présentées dans ce

mémoire.
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L'infection par le VHS-1 induit plusieurs modifications au nucléole de fibroblastes.
La redistribution de B23 au cours de l'infection par le VHS-1 a déja été déterminée, mais
les facteurs viraux responsables n'ont pas été encore identifiés [46]. Par microscopie
confocale, nous avons testé I'hnypothése qu’UL24 était impliqué dans la redistribution de
B23 dans les cellules infectées par le VHS-1. Tout d’abord une expérience de cinétique
d’infection sur les cellules Vero, nous a permis d’observé que B23 est complétement
diffus dans les cellules a 12 hpi, mais une faible redistribution de B23 dans les cellules
est apparente dés 6hpi (Figure 22). Dong, la redistribution de B23 survient tardivement
au cours de l'infection. Aussi, B23 a été retrouvé au noyau sous forme d’un ou deux
points intenses correspondant au nucléole dans les cellules non infectées (Figure 22).
Une faible diffusion de B23 au niveau du nucléoplasme a aussi été observée dans
certaines cellules. En contraste, dans la majorité des fibroblastes infectés par KOS, B23
était dispersé au travers du noyau (Figure 22) ce qui concorde avec les résultats publiés
precédemment. Cependant, B23 persistait sous forme de points dans les fibroblastes
infectés par un virus déficient en UL24 (UL24X). Comme observée pour la nucléoline
[211], la morphologie des points de B23 était déformée contrairement aux points de B23
dans les fibroblastes non infectés.

Puisque la partie N-terminale d’'UL24 contient des domaines d’homologies [149]
composés d’acides aminés hautement conservés et que ceux-ci affectent la distribution
de la nucléoline {25], nous avons voulu déterminer I'impact des acides aminés
hautement conservés d’'UL24 sur la distribution de la protéine B23 en contexte de
transfection transitoire [210]. Pour ce faire, 1x10° cellules cos-7 ont été transfectées
avec 0,2 pg de pLBPfl-HA-UL24 ou les différents variants en utilisant le réactif Fugene 6
(Roche). Deux jours post-transfections, les cellules ont été fixées et co-
immunomarquées contre HA-UL24 (vert) et B23 (rouge).

La figure 23A montre une représentation schématique des domaines d’homologie
d’UL24 et des substitutions d'acides aminés étudiées. Dans les cellules exprimant HA-
UL24 de type sauvage, B23 était diffus dans le noyau (Figure 23B). Les différents
variants d’'UL24 ont été exprimés dans les cellules et les patrons de distribution de B23
ont été classés selon trois catégories : B23 est sous forme de points, B23 est
partiellement diffus (points de B23 sont flous) et B23 est complétement diffus. La
Figure 23B montre le patron représentatif de chaque variant étudié. Dans la catégorie ol
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B23 persiste sous forme de points, on retrouve : Y26A, E69A/V70A, E9Q9A/K101A et
I197A/I98A. Dans la seconde catégorie, on retrouve les variants : H22L, R75A/D78A,
G121A, Q124A/L125A et Q154A. Finalement, B23 était complétement diffus dans les
cellules exprimant HA-UL24 et Q117A.

La figure 24 montre la moyenne des données de trois expériences
indépendantes ou plus de 100 cellules ont été comptées par expérience. Pour la forme
de type sauvage d’UL24, moins de 5 % des cellules exprimant HA-UL24 démontraient
B23 sous forme de points, tandis que 7 % des cellules exprimant la partie N-terminale
d’'UL24 ont exprimé B23 sous forme de points. B23 est maintenu sous forme de points
dans 93 % des cellules exprimant la partie C-terminale d’'UL24. Les substitutions qui
affectaient séverement la capacité d’UL24 a redistribuer B23 c’est-a-dire que 50 % des
cellules ont montré B23 sous forme de points sont Y26A, E69A/V70A, 197A/I98A et
E99A/K101A (Figure 24). Les mutations qui affectaient modérément la distribution de
B23 ou 34 % a 47 % des cellules maintenaient B23 sous forme de points incluent H22L,
R75A/D78A, G121A, Q124A/L125A et Q154A (Figure 23B et 24). La mutation Q117A
affectait trés peu la capacité d’UL24 a disperser B23 puisque dans moins de 9 % des
cellules, B23 persistaient sous forme de points. Ces résultats démontrent que les acides
aminés hautement conservés ont une importance dans la capacité d’'UL24 a disperser
B23 et que le motif d’'endonucléase est important pour la dispersion de B23. L'impact
des mutations sur la dispersion était similaire entre la nucléoline et B23, mais pas
identique. Ceci suggére un rdle biologique commun et important pour B23 dans le cycle
de réplication du VHS-1 au moins dans les fibroblastes.
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Figure 22. La redistribution de B23 survient tardivement au cours de l'infection par le
virus herpés simplex 1. Les cellules Vero ont été non infectées (mock) ou infectées par
KOS a une MOI de 10. Aux temps postinfection indiqués, les cellules ont été fixées et
immunomarquées pour B23 (vert). Le noyau a été coloré par le Drag5 (bleu). Les photos
ont été prises en microscopie confocale. Les panneaux de droits montrent la

juxtaposition des images.
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Figure 23. L'impact d'UL24 sur la distribution de B23. (A) Schéma de la protéine UL24.
Les boites noires représentent les domaines d’homologie (HDs). Les mutations simples
ou doubles analysées dans cette expérience sont indiquées en haut et en bas du
schéma d’'UL24. Les nombres représentent la position des mutations. Le résidu original
est indiqué avant le nombre suivi du résidu changé. L'astérisque indique le motif
d’endonuclease. (B) Cellules cos-7 transfectées transitoirement avec un plasmide
exprimant HA-UL24 ou les variants de HA-UL24. Les cellules ont été immunomarquées
48 h post-transfection pour HA (vert) et B23 (rouge). Les images ont été prises en

microscopie confocale.
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Figure 24. Quantification du patron de distribution de B23 dans les cellules cos-7
transfectées transitoirement par les différents variants de HA-UL24. Les résultats
proviennent de trois expériences indépendantes ol plus de 100 cellules ont été
comptees pour chaque forme d’UL24. La barre d'erreur représente 'écart-type de la

moyenne.
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