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SOMMAIRE

Le virus de l'herpés bovin de type 1 (BHV-1) code plusieurs enzymes
dont la ribonucléotide réductase (RNR). Celle-ci est impliquée dans la synthése
des nucléotides précurseurs de 'ADN. La RNR est constituée de deux sous-
unités distinctes (petites et grosses sous-unités) présentes en quantités
steechiométriques. Cependant, l'équivalence observée au niveau des
holoenzymes de différentes sources ne se retrouve pourtant pas au niveau des
transcrits chez le BHV-1, celui de la petite sous-unité (R2) étant plus abondant.
1l était donc intéressant de déterminer si ce rapport non-stcechiométrique des
transcrits se reflétait au niveau protéique. Des sérums monospécifiques contre
chacune des sous-unités ont été produits et utilisés afin de déterminer la
cinétique d’expression de Ia RNR virale. Contrairement a ce qui était attendu,
I'étude montre que la grosse sous-unité (R1) s'accumule en plus grande
abondance que la R2. La région promotrice du géne de la R1 ainsi que la région
5' non-traduite du transcrit correspondant ont été caractérisées puis comparées
a celles de la R2. Ces comparaisons nous ont permis d'émettre des hypotheses
permettant d'expliquer le fait que les rapports observés au niveau des transcrits

ne correspondent pas a ceux observés au niveau protéique.
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INTRODUCTION



Le virus de l'herpés bovin de type 1 (BHV-1) code pour sa propre
ribonucléotide réductase (RNR), l'enzyme responsable de la réduction des
ribonucléotides diphosphates en leurs formes désoxy correspondantes qui sont
les précurseurs de la synthése d'ADN. Les RNR eucaryotiques caractérisées a ce
jour sont constituées de deux sous-unités (R1 et R2), chacune d'elle étant
présente au niveau de l'holoenzyme sous la forme d'un homodimére stable
(Reichard, 1993; Ingemarson et Lankinen, 1987). Chez le BHV-1, la
stcechiométrie des sous-unités R1 et R2 dans l'holoenzyme ne peut étre
associée & une abondance comparable de leurs transcrits respectifs. En effet, il a
été démontré que le transcrit codant pour la sous-unité R2 s'accumule toujours
en plus grande abondance que celui de la R1 (Simard et al., 1992). Dans ce
travail, nous nous sommes intéressés a déterminer si l'abondance non-
steechiométrique des transcrits de la RNR du BHV-1 se reflétait au niveau
protéique. Pour ce faire, les deux polypeptides viraux ont été individuellement
produits dans un systéme d'expression procaryotique afin de permettre le
développement de sérums monospécifiques. Aprés calibration préalable, les
sérums ont ensuite été utilisés pour étudier la cinétique d'expression des
protéines R1 et R2 dans les cellules infectées par le BHV-1. Les sérums ont
spécifiquement détecté des polypeptides de grosseurs comparables a celles
prédites a partir des structures primaires déduites du séquengage de leurs génes
respectifs. Cependant, nos résultats montrent que la synthése de la R1 dans les
cellules infectées préceéde celle de la R2. De plus, contrairement a ce qui était
attendu, la protéine R1 s'accumule en plus grande abondance que la R2. Nos
observations suggeérent que le transcrit codant la R1 est plus efficacement

traduit que celui de la R2. Cette hypothése est appuyée par l'analyse des



caractéristiques des régions 5' non codantes des transcrits respectifs. Enfin, les
régions promotrices potentielles des deux génes ont été comparées afin de
vérifier si elles pourraient étre responsables de l'accumulation différentielle

des transcrits.
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1. L’étiologi BHV-

Le BHV-1 est un membre caractéristique de la famille des Herpesviridae
et en raison de ses propriétés biologiques, il appartient a la sous-famille des
Alphaherpesvirinae tout comme les virus de la varicelle-zona, de I'herpés
simplex et de la pseudorage porcine. La sous-famille des Alphaherpesvirinae
est subdivisée en deux genres soit, les simplexvirus et les varicellovirus. Le
BHV-1 est classé dans le genre varicellovirus en raison de ses caractéristiques

moléculaires (Roizman et al., 1992).

2. Les maladies associées au BHV-1

Le BHV-1 est associé a la rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) et a
I'exanthéme coital (IPV), deux syndrémes cliniques majeurs observés chez les
bovins infectés (Wyler ef al., 1989). Moins fréquemment, le BHV-1 peut aussi
8tre associé & des conjonctivites, des avortements, des encéphalites, des entéri-
tes et des dermatites (Kahrs, 1977). Le BHV-1 est, de plus, I'un des agents patho-
logiques de la fievre du transport, une maladie respiratoire complexe de nature
bactérienne et virale causant de lourdes pertes économiques chez les produc-

teurs de bovidés (Yates, 1982).

La rhinotrachéite infectieuse est une maladie affectant le systéme respi-
ratoire supérieur. Les symptdmes rencontrés chez les animaux atteints sont la
fievre, une diminution de l'appétit, une respiration difficile et rapide, un état
de dépression général ainsi que la présence de substances mucopurulentes au
niveau des voies respiratoires. De plus, on remarque la présence de débris né-

crotiques blanchitres et de pustules au niveau des muqueuses du systéme



respiratoire supérieur (Kahrs, 1977). L'exanthéme coital est une maladie véné-
rienne qui se caractérise par de la fievre, la présence de substances muco-
purulentes et de lésions pustuleuses au niveau des organes génitaux des
animaux atteints (Wyler et al., 1989). Cependant, le taux de mortalité relié au
BHV-1 est faible. La mort survient presque exclusivement lors de complications
par des infections secondaires de nature bactérienne ou virale (Rosner, 1968) et

chez les jeunes animaux (Kahrs, 1977).

3. Isol BHV-1

Auparavant, les isolats du BHV-1 étaient classés en deux souches selon
leur origine clinique: les souches isolées soit au niveau des voies respiratoires
(IBR) ou du systéme reproducteur (IPV). Cette classification devint désuette
lorsqu'il a été démontré par des tests de neutralisation qu'il s'agissait d'un seul

et méme virus (McKercher ef al., 1959).

L’avénement de la biologie moléculaire et des anticorps monoclonaux a
permis d'élaborer une nouvelle classification. Dés lors, les isolats du BHV-1 ont
été classifiés en 5 sous-types (la, 1b, 2a, 2b et 3) sur la base des profils de
restriction de I"’ADN viral et de la réactivité des protéines avec un panel d’anti-
corps monoclonaux (Wyler ef al., 1989). Les caractéristiques biologiques telles
que le spectre d’hotes, la croissance a haute température, la neutralisation et la
morphologie des plages de lyse des différents sous-types ont montré qu’il n’y
avait aucune différence entre eux. Cependant, des différences au niveau de la

virulence entre les divers sous-types ont été rapportées.

Les sous-types 1 (1a et 1b) et 2 (2a et 2b) représentent généralement et



respectivement les souches américaines (souche de référence Colorado) et euro-
péennes (souche de référence K22). Dans le cas des sous-types 1 et 2, aucune
corrélation absolue n’a été établie avec leurs origines cliniques (Wyler ef al.,
1989). Par contre, une corrélation partielle a été établie pour les isolats du sous-
type 3 sur la base de leur potentiel neuropathologique (Engels et al., 1986). Plus
récemment, les isolats du sous-type 3 ont été classés dans un groupe distinct, le

BHV-5 (Roizman et al., 1992).

La pathogenése du BHV-

Selon son site d'entrée, le BHV-1 infecte soit les muqueuses du systéme
respiratoire ou reproducteur. Il détruit les cellules épithéliales, donnant ainsi
une porte d'entrée a d'autres pathogénes. Lors de la primo-infection, le BHV-1
se propage dans plusieurs tissus, tels le systéme nerveux central, le tractus
digestif, les mamelles et le foetus (Wyler et al., 1989). Etonnamment, le BHV-1
ne provoque qu'une faible virémie. 11 a été postulé que le transport du virus
vers les différents tissus était médié par un nombre restreint de leucocytes
circulants. De plus, il a été observé que le virus se propage également dans
l'organisme via le transport neuronal et les ponts intercellulaires ce qui lui

permet d'éviter I'action neutralisante des anticorps (Wyler et al., 1989).

Lors de l'invasion neuronale, le virus entre en latence au niveau des
ganglions trijumeaux (Ackermann et al., 1982) et sacraux (Ackermann et Wyler,
1984) ou il persiste silencieusement dans 'organisme jusqu'a sa réactivation. Le
virus peut se réactiver spontanément, ou bien sous l'influence de certains
facteurs tels les rayons ultraviolets (UV), les glucocorticoides, le stress, les

surinfections et le transport des animaux (Wyler et al., 1989). Le virus réactivé



est transporté en périphérie via le transport axonal au niveau des muqueuses
oit il provoque une infection locale se traduisant par son excrétion dans les
sécrétions; la réactivation est parfois accompagnée de faibles signes cliniques

(Nettleton et al., 1984).
L hogénie BHV-1
51 Réservoir et distribution

Les bovins constituent le principal réservoir du BHV-1 (Kahrs, 1977).
Cependant, le BHV-1 a aussi été détecté chez d'autres espéces comme la chévre
(Mohanty et al., 1972), le porc (Nelson et al., 1972), le buffle (Kahrs, 1977) et
d'autres ruminants tels le caribou et le renne (Wyler ef al., 1989). La répartition
du BHV-1 est mondiale (Wyler et al., 1989). Au Canada, environ 65% du chep-
tel est séropositif pour le BHV-1 (communication personnelle, Serge Dea,
vétérinaire IAF). Il n'y a pas de variations dans la distribution du BHV-1 selon
I'dge ou le sexe des animaux. Néanmoins, les cas plus graves amenant la mort
se produisent surtout chez les jeunes animaux car leur immunité est peu

développée, les rendant ainsi plus vulnérables a l'infection (Kahrs, 1977).
5.2  Période d’incubation et transmission

La période d’'incubation suite a 1'exposition varie de 2 a 6 jours. Plusieurs
facteurs font varier le temps d’incubation et la sévérité de la maladie: la souche,
la dose recue, la route d’inoculation, le statut immunitaire de l’animal et 1'en-

vironnement (Kahrs, 1977).

Le BHV-1 peut étre transmis horizontalement lors de la primo-infection



ou de la réactivation du virus. Il peut aussi étre transmis verticalement au
foetus lors d'une primo-infection chez la mere (Kahrs, 1977). De plus, des cas de
transmission horizontale d'un animal vacciné a un autre non vacciné ont été
rapportés lors de l'utilisation de vaccins atténués (Nettleton ef al., 1984). Le
potentiel de transmission du BHV-1 est élevé car le virus est excrété en grandes
quantités dans les sécrétions oculaires de méme que dans les sécrétions des
systémes respiratoire et reproducteur des animaux infectés (Yates, 1982). La
transmission s’effectue par contact des muqueuses respiratoires ou génitales
avec des aérosols et des micro-gouttelettes de sécrétions (Kahrs, 1977). Le BHV-1
peut également étre transmis par le sperme des animaux infectés lors de
I'accouplement ou de l'insémination artificielle (Saxegaard, 1970; White et

Snowdon, 1973).

Il a été observé qu’en paturage, ot un grand nombre d’animaux sont
réunis, la rapidité de transmission et la sévérité de l'infection sont plus élevées
(Rosner, 1968). La susceptibilité des bovins varie donc selon la proximité des
animaux. Plusieurs autres facteurs environnementaux propres aux paturages
modulent aussi la susceptibilité des animaux au BHV-1 comme leur transport,
leurs conditions de stress, leur exposition a d’autres pathogénes et les variations

dans leur alimentation (Kahrs, 1977).
6. M ologie

L’architecture du virion (Fig. 1) a permis sa classification chez les
Herpesviridae. Ainsi, le BHV-1 posséde les quatre constituants de base des virus
herpes, soit une nucléocapside contenant le matériel génétique, une capside ico-

saédrale de 100 nm de diamétre, un tégument et une enveloppe. Le diamétre



Figure 1:

Aspect du BHV-1 en microscopie électronique aprés
coloration par imprégnation négative avec l'acide
phosphotungstique (PTA 3%, pH 6,0). La barre
correspond a 100 nm. Cette photographie nous a été
fournie par le service de microscopie électronique de

I'Institut Armand-Frappier pour notre laboratoire.






de la particule virale est d'environ 200 nm (Watrach et Bahnemann, 1966).

L'enveloppe dérive de la membrane nucléaire des cellules hotes. Elle est
composée d'une double couche de phospholipides et comporte a sa surface des
projections formées de glycoprotéines. Pour sa part, la capside est constituée de
162 capsoméres et comporte une symétrie axiale de 5:3:2 (Wyler ef al., 1989).
Chez les virus herpes, la disposition du génome a l'intérieur de la capside suit
une forme toroidale autour d'un noyau protéique (Rixon, 1993). Jusqu'a ce
jour, les protéines impliquées dans le mécanisme d'enroulement de I'ADN
n‘ont pas été identifiées. Le tégument est une structure amorphe de nature
fibreuse située entre la capside et I’enveloppe. Il est pléomorphique, dense aux
électrons et son diamétre varie selon son degré de condensation. Son rdle
semble étre de supporter la croissance du virus dans les cellules permissives

(Rixon, 1993).

7. Génome, génes et transcrits viraux

Le génome du BHV-1 est constitué d'un ADN double brin linéaire de
140 kpb subdivisé en deux sections uniques (Fig. 2). La section courte
(Us; 11 kpb) est bordée de séquences répétitives inversées (IR et TR; 12 kpb). La
section longue (UL; 104 kpb) ne comporte qu'une séquence répétitive située sur
le bras droit (Wyler ef al., 1989). Grace aux séquences répétitives, la section cour-
te peut inverser son orientation par rapport a la section longue. Le génome du
BHV-1 existe donc sous deux formes isomériques se retrouvant en quantités
équivalentes (Mayfield et al., 1983). Ainsi, tout comme les virus de la varicelle-

zona (VZV), de la pseudorage porcine (PRV) et de l'herpés équin (EHV), le

12



Figure 2:

Génome du BHV-1. Le génome viral (A) est constitué
d’un ADN double brin linéaire de 140 kpb subdivisé en
deux sections uniques, soit la section longue
(UL; 104 kpb) et la section courte (Us; 11 kpb). Cette
derniére est bordée de séquences répétitives inversées
(IR et TR; 12 kpb). La localisation des génes du BHV-1
(B) est indiquée sous forme de fleches dont le sens
désigne l'orientation des geénes représentés (modifié

d'aprés Tikoo et al., 1995).
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BHV-1 est classifié selon son nombre d’isoméres chez le groupe D ou 2 des
virus herpes (Roizman, 1993). La caractérisation physico-chimique du génome a
été effectuée en 1972 par Graham et collaborateurs. L'étude a déterminé que le
génome comporte 72% de bases GC avec une température de dénaturation de

82,7°C et une densité de 1,73 g/cm3.

Le génome du BHV-1 (Fig. 2) n'est que partiellement caractérisé. Ainsi,
seules sont connues les séquences de I’ADN polymérase (Owen et Field, 1988),
la VP8 (Carpenter et Misra, 1991; LaBoissiére ef al., 1992), la BTIF (facteur de
trans-induction des génes o bovin) (Carpenter et Misra, 1992), la BICP0 ("bovine
infected cell protein 07) (Wirth et al., 1992), la BICP4 (Schwyzer et al., 1993), la
BICP22 (Schwyzer et al, 1994), la protéine CIRC (Fraefel et al., 1993), la
thymidine kinase (TK) (Bello et al., 1992), la désoxyuridine triphosphatase
(dUTPase) (Liang et al., 1993), les sous-unités de la ribonucléotide réductase
(RNR) (Simard ef al., 1992; ANNEXE 2; Simard ef al., 1995) et les glycoprotéines
majeures telles la BgB (Whitbeck et al., 1988; Misra et al., 1988), la BgC
(Fitzpatrick et al., 1989), la BgD (Tikoo et al., 1990), la BgH (Meyer ef al., 1991)
ainsi que la séquence compléte de la section unique courte: BgE, BgG, Bgl
(Leung-Tack et al., 1994). Pour pallier a ce manque d’informations, un projet
international visant & séquencer la totalité du génome est en cours. Ce projet
instauré par le docteur Schwyzer en 1991 regroupe plusieurs laboratoires dont

le notre.

Le BHV-1 exprime 59 transcrits durant sa réplication (Seal ef al., 1991).
Ces génes sont transcrits par 'ARN polymérase II cellulaire et classés en trois

groupes d'expression: précoces-immédiats (IE ou o), précoces (E ou ) ou tardifs

15



(L ou ) (Seal et al., 1992). La régulation de l'expression des génes chez les virus
herpes réside en la complexité de leurs promoteurs qui varient selon le groupe
d'expression auquel ils appartiennent. Il est a noter que les informations por-
tant sur la régulation de l’expression des génes proviennent pour la plupart de
la revue de question de Weinheimer et McKnight (1987) et se base sur celle du
virus de I'herpés simplex de type 1 (HSV-1) chez lequel cet aspect de la répli-

cation virale a été plus amplement étudié et caractérisé.

Les génes précoces-immédiats codent des protéines impliquées dans la
coordination de l'expression des génes. Ces transcrits sont exprimés en absence
de synthése protéique et de réplication de I'ADN viral. Leurs promoteurs se
caractérisent par la présence d'une boite TATA, d'éléments distaux (boite
CAAT, boite GC) et d'une séquence cis-activatrice (TAATGARAT) sur laquelle
se lie un hétérodimére de transactivateurs constitué de I'aTIF d'origine virale
et d'une seconde protéine d'origine cellulaire. L’expression des génes B ou
précoces requiert la présence des protéines précoces-immédiates. Ces geénes
précoces codent principalement des protéines impliquées dans la réplication de
I'ADN viral et dans le métabolisme des nucléotides. Leurs promoteurs ne
comportent en général qu'une boite TATA et des éléments distaux. Finalement,
les génes tardifs ou y codent les protéines de la capside et celles requises a
'assemblage des nouveaux virions; leurs promoteurs ne comportent en géné-

ral qu'une boite TATA.

Lorsque le BHV-1 entre en latence, seul un transcrit appelé LAT est
exprimé. Ce dernier est codé sur le brin d’ADN opposé a celui portant le géne

codant la protéine précoce-immédiate BICPO (Wirth ef al., 1991; Wirth et al.,
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1992). Jusqu'a maintenant, trés peu d'informations existent quant au fonc-

tionnement de ce mécanisme de persistance propre a tous les virus herpés.
. Les protéin BHV-1

Le BHV-1 synthétise de 40 a 48 polypeptides dont 25 a 33 seraient structu-
raux (Misra et al., 1981). Douze polypeptides non-structuraux ont été identifiés
et comprennent différentes enzymes et les protéines précoces-immédiates. Il est
a noter que la nomenclature utilisée pour identifier les polypeptides du BHV-1

est basée sur celle du virus HSV-1.
8.1 Protéines du tégument

Chez le BHV-1, deux polypeptides du tégument ont été identifiés soit, les
protéines VP8 et BTIF. La BTIF (homologue & I'0TIF du HSV-1) est une
protéine de 68 kDa. Elle joue un role prédominant lors de l'initiation du cycle
réplicatif en trans-activant l'expression des génes précoces-immédiats (Misra et
al., 1994); la BTIF est exprimée a la fin de la phase précoce du cycle réplicatif
(Carpenter et Misra, 1992). Le rdle de la VP8, un polypeptide de 96 kDa
(Carpenter et Misra, 1991; LaBoissiére ef al., 1992), n'a pas encore été déterminé
comme tel chez le BHV-1; cependant, des évidences suggérent que tel son
homologue chez le HSV-1, la VP8 modulerait l'activité trans-activatrice de la
BTIF (Tikoo et al., 1995).

8.2  Protéines précoces-immédiates

Jusqu'a ce jour, cinq protéines précoces-immédiates ont été identifiées

chez le BHV-1 (BICPO, BICP4, BICP27, BICP22, CIRC). La BICP4, une protéine de

13



180 kDa, trans-active l'expression des génes de la phase précoce tout en régulant
sa propre expression. En effet, elle peut réprimer sa synthése en se liant au
niveau de son propre promoteur (Schwyzer et al., 1993). Pour sa part, la BICP0,
un polypeptide de 97kDa, trans-active l'expression de plusieurs génes dont sa
propre synthése (Wirth et al., 1992). Cependant, elle réprime l'expression de la
BICP22 (Wirth et al., 1992). La BICP22 est une protéine de 55 kDa (Hayes et Rock,
1990) mais son role dans la réplication virale est encore mal défini. Cependant,
il a été démontré que ce geéne est réactivé lors de la phase tardive de l'infection
(Schwyzer et al., 1994). La protéine CIRC (34 kDa), dont la fonction biologique
est encore inconnue, s'est avérée non-essentielle a la réplication in vitro du
BHV-1 (Fraefel et al., 1994). Finalement, le role de la BICP27 dans la réplication
du BHV-1 n'a pas encore été élucidé. Cependant, son homologue chez le HSV-1
(ICP27) est impliqué dans la coordination de l'activité trans-activatrice des

protéines précoces-immédiates (Sandri-Goldin, 1991).
8.3  Glycoprotéines de surface

Chez le BHV-1, sept glycoprotéines de surface ont été identifiées jusqu'a
ce jour soit: BgB, BgC, BgD, BgE, BgG, BgH et Bgl. Les glycoprotéines BgB, BgC et
BgD constituent les principales cibles du systéme immunitaire de 'héte (Tikoo
et al., 1995). Le geéne de la glycoprotéine BgB code un précurseur de 130 kDa dont
la maturation fait suite & son clivage par une protéase cellulaire encore non-
identifiée, pour former un hétérodimeére constitué de deux chaines protéiques
de 55 et 74 kDa liées par un pont disulfure (Van Drunen Littel-Van Den Hurk et
Babiuk, 1986). En raison de son patron d'expression, la BgB est considérée

comme une protéine de la phase précoce du cycle réplicatif (Nelson et al., 1989).
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Cette glycoprotéine est impliquée dans I'attachement et la pénétration du virus
dans les cellules cibles (Liang ef al., 1991; Fitzpatrick et al., 1990). De plus, elle
serait impliquée au niveau de la dissémination du virus via les ponts inter-
cellulaires car il a été démontré qu'elle induit la fusion des cellules l'exprimant

(Fitzpatrick et al., 1990; Kopp et al., 1994).

La glycoprotéine BgC (90 kDa) est présente dans les cellules infectées sous
la forme d'un homodimere de 180 kDa (Van Drunen Littel-Van Den Hurk et
Babiuk, 1986). Elle est exprimée durant la phase tardive de l'infection. Il s'agit
de la principale protéine impliquée dans l'attachement du virus aux cellules
cibles via le récepteur a héparine (Okazaki et al., 1991, Liang ef al.,, 1991). La
glycoprotéine BgC n'est cependant pas essentielle & la réplication virale (Liang
et al., 1992). La glycoprotéine BgD (70 kDa) est présente sous la forme d'un
homodimeére de 140 kDa (Van Drunen Littel-Van Den Hurk et Babiuk, 1986).
Elle est impliquée dans le mécanisme de pénétration du virus dans la cellule
cible (Fehler et al., 1992) et est exprimée durant la phase précoce (Nelson ef al.,
1989). Il s'agit d'une glycoprotéine essentielle a la réplication car il a été
démontré qu'un mutant BgD~ est non viable (Fehler et al., 1992). Enfin, peu

d’informations sont disponibles sur les glycoprotéines BgE, Bgl, BgH et BgG.
84  Les enzymes

Tout comme les autres virus herpés, le BHV-1 code pour des enzymes
impliquées dans le métabolisme de 'ADN. Jusqu'a ce jour, ' ADN polymérase,
la dUTPase, la ribonucléotide réductase (RNR) et la thymidine kinase (TK) ont
été identifiées (Tikoo ef al., 1995). La TK n'est pas essentielle & la réplication

virale in vitro du BHV-1 (Kit et Qavi, 1983). Cependant, un mutant TK" s'est a-
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véré moins virulent in vivo que le virus sauvage, ce qui met en évidence l'une
des fonctions possibles de la TK comme facteur de virulence chez le BHV1 (Kit
et al., 1986). La dUTPase catalyse la déphosphorylation des dUTP en dUMP
(Tikoo et al., 1995); elle n'est pas essentielle a la réplication in vitro du BHV-1
(Liang et al., 1993). Dans le cas de la RNR qui fait I'objet de la présente étude, il
s'agit de 'enzyme responsable de la réduction des ribonucléotides diphosphates
en désoxyribonucléotides correspondants. Les caractéristiques de cette enzyme

seront plus amplement traitées dans la section 14.
La réplication viral

Il est a noter que la plupart des informations de cette section proviennent
de la revue de question de Tikoo et collaborateurs (1995). Le cycle réplicatif du
BHV-1 est illustré a la Figure 3. L'attachement du BHV-1 aux cellules cibles est
médié par l'interaction de la glycoprotéine BgC et du récepteur a héparine
cellulaire. La pénétration du virus s’effectue par fusion entre l'enveloppe du
virion et la membrane cytoplasmique de la cellule cible. Aprés la pénétration,
les protéines du tégument, dont la BTIF, sont libérées dans le cytoplasme et
cette derniére est rapidement transportée au noyau. La capside est transportée
prés des pores nucléaires; ce transport implique probablement le cytosquelette
de la cellule infectée. Aprés la décapsidation, I'ADN viral est relargué dans le
noyau au niveau duquel il se circularise rapidement. Dés lors, la transcription

des geénes viraux s'effectuent de maniére séquentielle.

Les génes précoces-immédiats sont exprimés suite a leur transactivation
par la BTIF. Hls serviront & leur tour a transactiver l'expression des génes

précoces. Ces geénes codent généralement des protéines impliquées dans le
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FIGURE 3: Cycle de réplication du BHV-1. Les différentes étapes de
la réplication virale sont représentées telles que traitées
dans le texte. Cette illustration a été modifiée d'aprés un

schéma gracieusement fourni par Benoit D'’Amours.






métabolisme des nucléotides et la réplication de I'ADN. L'ADN viral se
réplique selon le modéle du cercle roulant. Finalement, les génes tardifs sont
exprimés et serviront a l'assemblage et & la maturation des nouveaux virions;
ces processus (maturation, assemblage) s'effectuent dans le noyau. Les
particules virales matures acquiérent leur enveloppe en bourgeonnant a
travers la membrane nucléaire. Elles sont ensuite transportées via l'appareil de

Golgi a la surface de la cellule ou elles seront relichées dans le milieu

extracellulaire.

£

10. Diagnostic rapi

Dans plusieurs cas, les signes cliniques ne sont pas suffisants pour établir
le diagnostic car plusieurs autres pathologies présentent des symptdmes
similaires & ceux occasionnés; par le BHV-1. Il devient donc nécessaire de
confirmer le diagnostic par des tests en laboratoire. A cet effet, plusieurs tests
diagnostiques pour le BHV-1 sont actuellement disponibles. Ainsi l'on
retrouve l'isolation du virus sur culture cellulaire, des tests de détection des
antigénes viraux (ELISA, technique d'immunofluorescence) et de 1'ADN viral

(hybridation, PCR) ainsi que des tests sérologiques (Wyler et al., 1989).

Plusieurs mesures thérapeutiques contre le BHV-1 ont été proposées.
L'utilisation de drogues antivirales, l'administration d'interféron et la vacci-
nation intranasale suite a l'infection de l'animal ont été successivement
analysées. Les drogues antivirales se sont avérées inefficaces & la dose non-
toxique tandis que l'administration d'interféron comportait un colit d'utilisa-

tion prohibitif pour le traitement de grands troupeaux et ce, malgré son
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efficacité (Babiuk ef al., 1985; Wyler et al., 1989). Pour sa part, la vaccination
intranasale effectuée rapidement suite a l'infection de l'animal peut retarder
l'apparition des symptdmes sans toutefois empécher l'infection et la maladie
(Todd et al., 1971; Todd et al., 1972). Ainsi, il n'existe pas de thérapie comme
telle contre le BHV-1 mais seulement des moyens permettant d'éviter les
complications associées aux infections secondaires tel que l'utilisation

d'antibiotiques (Kahrs, 1977).

11. Prévention et contrdle

L'hygiéne et les procédures d'isolement des animaux suspectés d'in-
fection constituent les moyens de prévention actuellement utilisés par les
producteurs (Kahrs, 1977). Dans le cas des programmes de contréle, seules

I'éradication et la vaccination ont été proposées jusqu'a maintenant.

L'éradication est trés controversée en Amérique du Nord car comme
nous l'avons précédemment mentionné, environ 65% du cheptel est séro-
positif pour le BHV-1. De plus, le fait que les animaux voyagent fréquemment
d'une région a l'autre complique considérablement les modalités exigées par ce
type de contrdle (Van Drunen Littel-Van Den Hurk et al., 1993). Notons
toutefois que le BHV-1 a été éradiqué dans les années 80 en Suisse, au
Danemark ainsi qu'en Bretagne (Wyler ef al., 1989). En Amérique du nord, les

efforts ont été investis principalement dans I'élaboration de vaccins efficaces.

12. L'immunité et le BHV-1

Les mécanismes de défense contre le BHV-1 recrutent les défenses

spécifiques et non-spécifiques de I'hdte (Rouse et Babiuk, 1978). Les défenses
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non-spécifiques se caractérisent principalement par la production d'interféron
(Aguilar-Setién ef al., 1980). Ce dernier module plusieurs des mécanismes
impliqués dans la défense de l'organisme, tels la migration des leucocytes,
l'activation de la phagocytose, 'augmentation de l'activité des cellules tueuses
naturelles (NK), I'augmentation de la cytotoxicité dépendante des anticorps
(ADCC) et la résistance des cellules au BHV-1 (Van Drunen Littel-Van Den
Hurk et al., 1993). Les cibles des cellules NK sont les glycoprotéines virales BgB
et BgD (Palmer et al., 1990). Ces cellules agissent en lysant les cellules infectées

par un mécanisme indépendant des anticorps.

Les mécanismes de défense spécifique contre le BHV-1 mobilisent la
réponse humorale, mucosale et cellulaire (Tikoo et al., 1995). Lors de
I'infection, il y a induction de la production d'anticorps neutralisants dirigés
contre les glycoprotéines de surface BgB, BgC et BgD (Babiuk ef al., 1987). Ces
anticorps, en plus d'empécher I'entrée du virus dans les cellules permissives,
sont impliqués dans la convalescence des animaux infectés en aidant a
I'élimination du virus par des mécanismes tels I'ADCC et la lyse des cellules
par le complément (Rouse et al., 1977a; Rouse et al., 1977b; Rouse et al., 1976a;
Rouse et al., 1976b).

L'immunité cellulaire joue un rdle clé dans la lutte contre le BHV-1. En
effet, il a été démontré que les lymphocytes T sont essentiels 2 la rémission
(Rouse et Babiuk, 1978). Les lymphocytes T CD4* reconnaissent les glycoprotéi-
nes BgB, BgC et BgD ainsi que la VP8 du BHV-1 (Hutchings ef al., 1990). Ces
lymphocytes suite a leur stimulation produisent des cytokines qui modulent la

réponse immunitaire spécifique et non-spécifique de I'hdte (Rouse et Babiuk,
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1978). Les lymphocytes cytotoxiques agissent pour leur part en lysant les cellules
infectées qui expriment les antigénes viraux a leur surface par l'intermédiaire
du complexe majeur d'histocompatibilité de classe I. Les cibles des T CD8* sont

les glycoprotéines de surface BgC et BgD (Denis ef al., 1993).

Cependant, le BHV-1 a la capacité de déjouer les mécanismes de défense
de I'animal en entrant en latence dans les cellules neuronales des ganglions
sensitifs (trijumeaux et sacraux). Dés lors, le virus est hors d'atteinte du systéme
de surveillance immunitaire car, n'exprimant aucune protéine durant ce
processus de persistance, le virus ne peut étre détecté par les cellules du systéme
immunitaire (Wyler et al., 1989). Le BHV-1 est également immunosuppresseur
(Yates, 1982) ce qui provoque une augmentation de la susceptibilité des ani-
maux a d'autres infections et constitue un obstacle important au développe-

ment de vaccins et de thérapies.

13. Les vaccins

Les pertes économiques encourues par les producteurs de bovidés ont
amené la nécessité de développer un vaccin efficace contre le BHV-1. Plusieurs
approches ont été proposées suivant les années et l'avancement des con-
naissances. Il existe deux catégories de vaccins contre le BHV-1, les uns dit
conventionnels et les autres réunissant de nouvelles approches. Dans cette
partie, nous énumérerons les différents types de vaccins développés ou pro-

posés jusqu’a ce jour et analyserons leurs avantages et inconvénients.
13.1 Vaccins conventionnels

A l'intérieur de cette catégorie, nous retrouvons les vaccins atténués et

26



les vaccins inactivés. La nature de ces vaccins constitue une barriére contre
l'établissement d'un programme de controle efficace car il est impossible de
discriminer les animaux vaccinés de ceux naturellement infectés (Van Drunen
Littel-Van Den Hurk ef al., 1993). Par le fait méme, 1'utilisation des vaccins con-

ventionnels empéche une surveillance immunologique efficace des troupeaux.

13.1.1 Vaccins atténués

Le premier vaccin développé contre le BHV-1 a été un vaccin atténué par
des passages successifs et rapides sur une lignée de cellules bovines, puis
administré par voie parentale (Schwartz ef al., 1957). Plusieurs autres protocoles
d’atténuation et d'immunisation ont été développés durant les années
subséquentes (Schwartz et al., 1958; Zuschek et Chow, 1961; Bartha, 1974; Todd,
1974; Zygraich et al., 1974). L'avantage des vaccins atténués est qu‘ils induisent
rapidement une immunité humorale ainsi qu'une immunité mucosale
(Sutton, 1980). Par contre, ces vaccins sont peu stables et leur entreposage est
problématique (Misra et al., 1983; Whetsone et al., 1989). De plus, plusieurs cas
d'avortements chez des vaches immunisées (Mitchell, 1974), la présence de
symptomes (Curtis et Angulo, 1974; Jensen et al., 1976), I'immunosuppression
passagére (Yates, 1982), I'établissement de la latence avec des épisodes de
réactivation (Darcel et Dorward, 1975) et des cas de transmission horizontale du
BHV-1 d'un animal vacciné & un autre non vacciné ont été rapportés
(Nettleton et al., 1984). Les vaccins atténués sont efficaces mais comportent un

risque dans leur utilisation.
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13.1.2 Vaccins inactivés

Plusieurs vaccins ont été produits par l'inactivation chimique (forma-
line, éthanol, bétapropiolactone), physique (UV) ou thermique du BHV-1 (Van
Drunen Littel-Van Den Hurk ef al., 1993). Plusieurs avantages sont reliés a ce
type de vaccins. Ainsi, contrairement aux vaccins atténués, les vaccins inactivés
ne provoquent aucun avortement, aucune immunosuppression, n'établissent
pas la latence et donc aucun épisode de réactivation et de plus, leur entreposage
est facilité par leur bonne stabilité (Van Drunen Littel-Van Den Hurk ef al.,
1993). Cependant, ce type de vaccin requiert la présence d'adjuvants et doit étre
administré annuellement pour étre efficace (Schipper et Kelling, 1975). La faible
efficacité des vaccins inactivés est probablement provoquée par la perte d'un
certain nombre d'épitopes protecteurs lors des traitements d'inactivation

(Levings et al., 1984; Duque et al., 1989).
13.2  Vaccins de nouvelle génération développés contre le BHV-1

Les limites des vaccins conventionnels ont amené les chercheurs &
développer de nouvelles avenues. Par I'avénement des techniques d’isolement
des protéines et du génie moléculaire, plusieurs nouveaux vaccins ont été
proposés. Dans cette catégorie, nous retrouvons les vaccins sous-unitaires et les

vaccins développés par génie génétique.
13.2.1 Les vaccins sous-unitaires

Les premiers vaccins sous-unitaires ont été préparés en isolant les mem-
branes cytoplasmiques des cellules infectées par le BHV-1. L’administration

intramusculaire ou intranasale de ces extraits antigéniques bruts en présence
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d'un adjuvant a induit une protection contre la maladie et contre les infections
subséquentes. 11 a été démontré que les anticorps produits suite 4 la vaccination
étaient dirigés contre les glycoprotéines BgB, BgC et BgD (Lupton et Reed, 1980).
Afin d'identifier les préparations d'antigénes plus efficaces, les glycoprotéines
ont été isolées individuellement sur des colonnes d'affinité a l'aide d'anticorps
spécifiques. Ceci a permis de découvrir que la BgD induisait le plus haut taux
d'anticorps neutralisants et contribuait & une protection efficace contre la
maladie et l'infection (Babiuk ef al., 1987). Suite a ces résultats, des systémes
d'expression de la BgD ont été développés. La supériorité des systémes d'ex-
pression eucaryotique a démontré que la glycosylation était essentielle pour
l'induction d'une immunité efficace. De plus, aucun signe clinique et aucun cas
d'immunosuppression et d'avortement n'ont été décelés chez les animaux
immunisés. Etonnamment, I"immunisation intramusculaire permet l’obten-
tion d'anticorps neutralisants au niveau des muqueuses nasales et ce, en
quantité similaire a celle retrouvée dans le sérum (Van Drunen Littel-Van den
Hurk ef al., 1993). Les vaccins sous-unitaires constituent d'excellents candidats
pour l'établissement d'un programme de contrdle car ils sont efficaces, sécuri-
taires et permettent de discriminer les animaux vaccinés de ceux naturellement

infectés.
13.2.2 Les vaccins développés par génie génétique

Cette catégorie de vaccins regroupe les mutants de délétion et l'immuni-

sation a l'aide d'ADN. Ces vaccins sont encore a un stade expérimental.
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13.2.2.1 L'immunisation a l'aide d'ADN

Cox et collaborateurs en 1993 ont rapporté que l'injection intramuscu-
laire de veaux avec des plasmides exprimant la BgD stimule la production
d'anticorps spécifiques et contribue a induire une immunité partielle contre le
BHV-1. Cette nouvelle approche est de plus en plus envisagée pour le dé-
veloppement de vaccins car elle permet d'induire l'immunité cellulaire et

humorale chez les animaux vaccinés.
13.2.2.2 Les mutants de délétion

Cette approche consiste & supprimer du génome viral un géne essentiel a
la réplication du BHV-1. Le cycle réplicatif se déroulera donc normalement
jusqu'a la période d'expression du géne ciblé. Ce géne étant non-fonctionnel, il
y aura arrét prématuré de la réplication. Le virus mutant ainsi obtenu sera
nettement atténué mais permettra d'établir un début de cycle réplicatif fa-
vorisant ainsi l'induction de l'immunité cellulaire aussi bien qu'humorale.
Dans cette catégorie de vaccins, plusieurs cibles potentielles ont été identifiées
telles que les glycoprotéines non-essentielles, les protéines du tégument et les
protéines impliquées dans le métabolisme des acides nucléiques (Van Drunen

Littel-Van den Hurk et al., 1993).

14. Généralités sur la ribonucléotide réductase

Au début des années 50, des expériences effectuées chez le rat ont permis
de suggérer que les désoxyribonuciéotides précurseurs a la synthése d'ADN
provenaient de la réduction des ribonucléotides correspondants. De fait, une

enzyme catalysant cette réaction a été isolée et, en raison de sa fonction, a été
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appelée ribonucléotide réductase (RNR) (Thelander et Reichard, 1979). Son role
essentiel dans le métabolisme de I’ADN en fait une enzyme ubiquitaire chez les
organismes procaryotiques et eucaryotiques. De plus, I'enzyme est exprimée
chez plusieurs virus & ADN dont les Herpesviridae, les Poxviridae, le virus de

la fievre Africaine du porc et le phage T4 (Reichard, 1993).

Jusqu’a présent, la ribonucléotide réductase a été purifiée et caractérisée
chez de nombreux organismes. L'enzyme différe substantiellement quant a sa
source au niveau de sa structure, de ses besoins en co-facteur, de sa régulation
allostérique ou encore de ses substrats. Ainsi, les RNR ont été regroupées en
3 classes distinctes identifiées I, II ou III (Reichard, 1993). La description qui suit
des trois classes de RNR se base sur les revues de question de Thelander et

Reichard (1979) ainsi que de Reichard (1993).
14.1 Ribonucléotides réductases de classe I

Les RNR de classe I sont retrouvées chez tous les eucaryotes et chez
Escherichia coli. L'enzyme d'E. coli représente le modéle du groupe. Les
enzymes de cette classe utilisent comme substrats les ribonucléotides diphos-
phates (NDP). L'holoenzyme est constituée de petites sous-unités appelées § ou
R2 et de grosses sous-unités dénommées o ou RR1 (Fig. 4A) lesquelles sont
présentes sous forme d’homodiméres stables. Les sites actifs sont situés a
I'interface des petites et des grosses sous-unités. La sous-unité R1 porte deux
sites de régulation allostérique ainsi que le site de fixation du substrat. La sous-
unité R2 porte un radical tyrosine libre a la position 122 de sa chaine protéique
et deux atomes de fer (Fe‘*‘3) essentiels a l'activité enzymatique (Nordlund et

al., 1990). 1 s’agit donc d'une métalloprotéine. Cette classe d'enzyme est sensible

31



FIGURE4: Ribonucléotide réductase de classe I

A) Représentation schématique de la structure quater-

B)

naire de I'enzyme (modifié d'aprés Reichard, 1993).
Dans ce shéma, LS et SS représentent respectivement
la petite et la grosse sous-unités.

Chaine de transfert d'hydrogénes (modifié d'apres
Holmgren, 1989)

Mécanisme de la réaction enzymatique (modifié
d'aprés Reichard, 1993). LS et SS représentent
respectivement la petite et la grosse sous-unités.
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& I'hydroxyurée. Ce composé inhibe en effet de maniére réversible l'activité
enzymatique en altérant les radicaux tyrosines libres, démontrant ainsi leur
importance dans le mécanisme de réduction. Par ailleurs, I'enzyme subit une
régulation allostérique, étant inhibée par le dTTP et le dATP. Enfin, l'enzyme
requiert la présence de Mg2+ et d’ATP (effecteur positif).

14.2 Ribonucléotides réductases de classe 11

Cette classe de RNR est présente chez la majorité des bactéries autres que
E. coli. Celle de Lactobacillus leichmania a été plus amplement étudiée au cours
des années et représente le modéle du groupe. L’enzyme de cet organisme est
composée d’'un monomére de 81,9 kDa et utilise comme substrats les
ribonucléotides triphosphates (NTP). Cette protéine globulaire comporte au
niveau de son unique chaine protéique une séquence particuliére a 1'extrémité
aminée ou l'on retrouve deux résidus cystéines impliqués dans la réaction
catalytique. L'enzyme requiert la présence d’une molécule de 5'-désoxy-5'-
adénosine-cobalamine qui joue un réle similaire au radical tyrosyl retrouvé
chez l'enzyme de classe I. L'activité enzymatique n'est pas affectée par
I'hydroxyurée ce qui démontre qu'aucun radical tyrosyl libre n'est impliqué
dans la réaction catalytique. L'enzyme est régulée allostériquement par des
effecteurs et ses substrats qui se lient au niveau d'un site de régulation. Ce
mécanisme de régulation est similaire & celui observé chez la classe I, a
I'exception du dCTP, lequel module l'activité de l'enzyme en augmentant sa

spécificité pour les molécules UTP.

34



14.3 Ribonucléotides réductases de classe III

Cette classe de RNR a été découverte chez des cellules de E. coli en
croissance anaérobique. Cette enzyme est composée d'un homodimére de sous-
unités semblables de 80 kDa lesquelles accommodent a la fois le role de la R1 et
de la R2 que l'on retrouve chez la classe I. Ainsi, chacune porte un site
allostérique (tel R1), un noyau de fer et une glycine, laquelle remplace le radical
tyrosyl de la R2. Elle utilise les ribonucléotides triphosphates comme substrats
et requiert la présence de NADPH, de dithiothréitol et d'une molécule de S-
adénosylméthionine pour son activité. Cette enzyme est également soumise a

une régulation de type allostérique, dont le mécanisme est cependant mal

compris.
144 Réaction enzymatique

Toutes les ribonucléotides réductases catalysent la substitution du
groupement hydroxyle & la position 2’ du ribose par un hydrogéne (Thelander
et Reichard, 1979) selon un mécanisme similaire. Le point en commun est la
présence au niveau de leur site actif d'un radical libre qui intéragit avec le
substrat. Ainsi, nous retrouvons les radicaux tyrosyle, 5'-désoxy-5’-adénosyle
cobalamine et glycyle pour la classe I, II, Il respectivement (Reichard, 1993). La
réaction enzymatique (Fig. 4C) est initiée lorsqu'un atome d'hydrogéne (H) en
3' du ribonucléotide interagit avec le radical libre de I'enzyme au niveau de son
site actif, facilitant ainsi le départ du groupement hydroxyle en position 2' qui
est ensuite réduit par les groupements thiols (2) de I'enzyme (Reichard, 1993).
Pour étre de nouveau active, I'enzyme doit étre réduite a son tour. Cette

réaction s'effectue selon l'organisme via l'une des chaines de transfert
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d'hydrogéne illustrées a la figure 4B et ou les derniers intermédiaires sont la

glutaredoxine ou la thioredoxine (Holmgren, 1989).
14.5 Ribonucléotides réductases des virus herpes

Il a été démontré par des méthodes biochimiques, sérologiques et
moléculaires que les virus herpés codent une RNR de classe I (Averett ef al,
1983; Bacchetti ef al., 1984; Bacchetti et al., 1986, Cohen, 1972; Cohen et al., 1974;
Cohen et al., 1977; Cohen et al., 1987; Dutia, 1983; Frame et al., 1985; Gibson et
al., 1984; Henry et al., 1978; Lankinen et al., 1982; Simard et al., 1992 et 1995).
Ainsi, leur holoenzyme se compose de grosses et de petites sous-unités
lesquelles sont présentent sous la forme d’homodimmere stable (Ingemarson et
Lankinen, 1987). L'enzymme utilise comme substrats les ribonucléotides
diphosphates (NDP; Averett ef al., 1983). Cependant, contrairement a celles
d’E. coli et des eucaryotes, les RNR virales ne requiérent pas la présence d’ATP
et sont résistantes a l'inhibition par le dTTP et dATP (Ponce de Leon et al., 1977;
Lankinen et al., 1982; Averett ef al., 1983). De plus, I'association des sous-unités
ne nécessite pas la présence de Mgz"‘ (Huszar et Bacchetti, 1981; Lankinen ef al.,
1982; Averett ef al., 1983). La nature des interactions existantes entre les sous-

unités est donc qualifiée de forte.

Les génes codant les deux sous-unités virales ont été caractérisés entre
autres chez les virus HSV-1 (McGeoch et al., 1988), HSV-2 (Swain et Galloway,
1986), Epstein-Barr (Baer et al., 1984; Gibson et al., 1984), VZV (Davison et Scott,
1986), PRV (Kaliman et al., 1994), EHV-1 (Telford et al., 1992) et BHV-1 (Simard
et al., 1992, 1995). Fait intéressant, chez tous les herpesviridae les transcrits des

petites et grosses sous-unités sont 3’ co-terminaux, ce qui implique qu'ils
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utilisent le méme signal de polyadénylation. Chaque géne posséde cependant
son propre promoteur. Les sous-unités sont exprimées durant la phase précoce
du cycle réplicatif, période qui correspond avec celle de la synthése de 'ADN

viral (Huszar et Bacchetti, 1981).

Il existe une controverse quant au rdle de la RNR virale dans la
réplication des virus herpés. En effet, des études comparatives d'un mutant
RNR" du HSV-1 et du virus sauvage ont montré que l'enzyme peut étre
requise (Yamada et al., 1991) ou non & la réplication in vivo (Turk et al., 1989),
selon le modéle animal utilisé. Par contre, 1'étude d'un mutant déficient en
RNR du PRV chez son héte naturel (le porc) indique que l'enzyme est
essentielle a la pathogénicité (de Wind et al., 1993). L'enzyme n'est cependant
pas requise pour la multiplication in vitro dans des cellules en phase
exponentielle, l'enzyme cellulaire pouvant a elle seule fournir les
désoxyribonucléotides requis au virus (Preston et al., 1984; Goldstein et Weller,
1988; Idowu et al., 1992). L'élucidation de cette controverse pourrait ouvrir la
voie a une avenue thérapeutique intéressante puisqu'il a été rapporté que des
peptides correspondant aux 9 derniers acides aminés des petites sous-unités des
virus HSV-1, EHV et PRV inhibent spécifiquement I'enzyme respective en
empéchant l'association des petites et des grosses sous-unités (Cohen et al,
1986; Cohen et al., 1987; Dutia et al., 1986; Gaudreau et al., 1987; Paradis et al.,
1988, Telford et al., 1990).

Jusqu'a ce jour, les génes de la RNR du BHV-1 ont été séquencés (Simard
et al., 1992, 1995) et les transcrits identifiés. Les petites et grosses sous-unités sont
respectivement codées par des transcrits de 1,3 kb et de 3,7 kb. La cinétique

d'apparition des transcrits a aussi été étudiée (Simard et al., 1992). Tous deux
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sont exprimés a partir de 3 heures post-infection (hres p.i.) et sont présents
jusqu'a 24 hres p.i (Fig. 5). Curieusement, le rapport existant entre chacun des
transcrits n'est pas stoechiométrique. En effet, le transcrit codant la petite sous-
unité est toujours plus abondant que celui codant la grosse sous-unité. En
sachant que chez toutes les RNR eucaryotiques examinées jusqu'a ce jour,
I'holoenzyme est constituée de petites et de grosses sous-unités présentes en
quantités steechiométriques (Reichard, 1993; Ingemarson et Lankinen, 1987),
nous nous sommes intéressées a déterminer dans le cadre de ce projet, si le
rapport observé entre les deux transcrits RNR du BHV-1 était corrélée au
niveau protéique. Pour ce faire, nous avons entrepris une étude cinétique de
l'expression des deux sous-unités de la RNR virale a l'aide de sérums
monospécifiques développés suite a l'expression individuelle des polypeptides
chez E. coli. De plus, nous avons caractérisé la région promotrice de la grosse
sous-unités ainsi que sa région 5' non-traduite puis les résultats ont été
comparés a celles de la petite dans le but d'élaborer des hypothéses qui
expliquerait les rapports observés tant au niveau transcriptionnel que

protéique.
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Figure 5:

Cinétique d’apparition des transcrits de la RNR du
BHV-1. Une analyse de type Northern a été effectuée
avec les ARN totaux (A) et les ARNm (B) isolés de
cellules infectées durant 0, 3, 6, 9, 12, 18, 20 ou 24 hres p.i.
avec le BHV-1. Ceux-ci ont été hybridés & un fragment
d'ADN représentant la région codante de la R2 du
BHV-1. La position des marqueurs de poids moléculaires
(kb) est indiquée a gauche (reproduit de Simard ef al.,
1992).
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1. Virus, cellul AR

L’isolat du BHV-1 #34 apparenté a la souche Colorado a été utilisé dans
cette étude. Le BHV-1 a été propagé sur feuillets de cellules de reins de boeuf
(MDBK, "Madin-Darby bovine kidney"; ATCC CCL22). Les cellules avaient été
préalablement cultivées a 37°C dans un milieu constitué a parts égales de
milieu 199 (Hanks; Gibco Canada, Burlington, ON) et de milieu MEM (Earle;
Gibco), en présence de 5% (V/V) de sérum foetal de veau (Gibco) et de
50 ug/mL de gentamycine (antibiotique & large spectre; Schering Canada,

Pointe-Claire, QC).

Les ARN totaux de cellules MDBK infectées (m.o.i. de 2) ou non par le
BHV-1 ont été isolés tel que décrit par Simard et collaborateurs (1990).

2. Souches d'Escherichia coli

Les souches commerciales E. coli XL1 blue (Stratagene, La Jolla, CA, E-U)
et BL21 (Novagen, Madison, WI, E-U) ont été utilisées pour les clonages visant
respectivement & la production d’ADN et a l'expression des protéines recombi-
nantes. La souche d'E. coli BL21 contient le géne codant I'ARN polymérase du
phage T7 sous le contrble du promoteur Lac UV5. Lorsque induite en présence
d'isopropyl-B-D thiogalactoside (IPTG), I'enzyme permet l'expression des génes

exogeénes insérés dans le vecteur d'expression pET-21b.
21  Culturede E. coli

Les souches de E. coli ont été cultivées a 37°C avec une agitation cons-

tante dans du milieu LB constitué de 1% (P/V) de bacto-tryptone, de 0,5% (P/V)

42



d'extrait de levure et de 1% (P/V) NaCl. Le milieu était additionné de 15 pg/mL
de tétracycline (Boehringer Mannheim Canada Lté, Laval, QC) pour la croissan-
ce de la souche XL1 blue. Les souches contenant des plasmides recombinants
étaient maintenues dans du milieu LB contenant 50 pg/mL d'ampicilline
(Boehringer Mannheim). Les clones ont été sélectionnés sur milieu solide

constitué de milieu LB additionné d'ampicilline et de 1,5% (P/V) de bacto-agar.
3. Vecteurs de clon

3.1  pBluescript KS

Le vecteur pBluescriptMD I KS (pKS; Stratagene) est dérivé de pUC19 et
comporte le géne de résistance a I'ampicilline. Le plasmide contient plusieurs
sites uniques de clonage situés au niveau de l'opéron Lac de E. coli permettant
ainsi la sélection phénotypique des clones recombinants en présence d'un

substrat chromogéne de la -galactosidase.
32 pET-21b

Le vecteur d'expression pET-21b (Novagen) a été utilisé pour l'ex-
pression des protéines recombinantes. Le vecteur contient le promoteur T7, un
promoteur fort, placé sous le contrdle du répresseur Lac lequel, en absence de
l'inducteur (lactose ou IPTG), se fixe au niveau de l'opérateur Lac empéchant
ainsi l'attachement de I'ARN polymérase de T7 au promoteur. La plupart des
sites de clonage sont situés en aval d'un codon d'initiation de la traduction et
d'une séquence codant un court peptide désigné T7 Tag et pour lequel un anti-
corps monoclonal spécifique est disponible commercialement. En aval des sites

d'insertion se trouve une séquence codant 6 résidus histidines consécutifs pou-
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vant étre utilisés, s'il y a lieu, pour la purification des protéines recombinantes.
Enfin, le vecteur contient aussi le géne de résistance a l'ampicilline pour la

sélection des recombinants.

Dans cette section, nous traiterons et décrirons les différentes techniques
utilisées lors des étapes de clonage et de manipulation de ' ADN. Elles provien-
nent pour la plupart de l'ouvrage "Molecular cloning: a laboratory manual” de

Sambrook et collaborateurs (1989).
41  Préparation de I'ADN plasmidique et digestion

Durant cette étude, les minipréparations d'ADN plasmidique ont été
isolées selon la méthode de Birnboim et Doly (1979). Lorsque de plus grandes
quantités d'ADN étaient nécessaires, la méthode de médi-préparation décrite

par Sambrook et collaborateurs (1989) a été utilisée.

Les enzymes de restriction ont été obtenues soit de Pharmacia ou de
Gibco/BRL. Les préparations d’ADN ont été digérées en suivant les recomman-

dations du fournisseur.
42  Electrophorése sur gel d'agarose

Les motifs de restriction d'ADN ont été analysés par électrophorése en
gels d'agarose 1% (grade électrophorése; ICN Biomedicals Canada, St-Laurent,
QC) préparés dans du tampon TAE (40 mM Tris-acétate pH 7,8, 20 mM NaOAc,
2 mM EDTA) contenant 0,5 pg/mL de bromure d'éthidium. Les échantillons

ont été déposés en présence de tampon de chargement 1X (0,02% (P/V) bleu de
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bromophénol, 5 mM EDTA pH 8,0, 0,2% (P/V) SDS, 5% (V/V) glycérol). Les
grandeurs relatives des fragments de restriction ont été déterminées en
comparant leur mobilité avec celles de marqueurs de poids moléculaire cons-
titués d'un mélange de ' ADN du phage A digéré par Hind III (Gibco/BRL) et de
I'ADN du phage ¢X174 digéré par Hae IIl (Pharmacia, St-Anne-de-Bellevue,

QC).

Suite au fractionnement, les fragments d'ADN désirés ont été récupérés
du gel en découpant les bandes correspondantes a 'aide d'une lame de rasoir.
L'ADN a ensuite été purifié avec la trousse GeneClean II (BIO/CAN Scientific
Inc., Mississauga, ON) tel que spécifié dans les instructions du fabricant. La
concentration des fragments purifiés d'ADN a été déterminée en comparant
l'intensité relative des bandes sur gel d'agarose (sous UV) avec celle d'un
standard d'ADN plasmidique linéarisé (pKS) de concentration connue. Il est a
noter que la concentration du standard avait été préalablement déterminée par

spectrophotométrie en utilisant la relation D.O. 959 nm = 50 g d'ADN/mL.
43  Déphosphorylation des extrémités 5' dépassantes

La déphosphorylation des vecteurs plasmidiques a été utilisée lors des
clonages non-dirigés afin de réduire le bruit de fond généré par leur recirculari-
sation suite a la transformation de E. coli. Cette procédure a aussi été requise
avant le marquage des extrémités 5' lors des essais de protection a la nucléase

S1 (section 9).

Ala digestion d'ADN (100 pL), 100 pL de 100 mM Tris-HCI pH 8,0 et 1 uL
(100-150 U) de phosphatase alcaline bactérienne (BAP) (Gibco/BRL) ont été
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ajoutés puis le mélange réactionnel a été incubé durant 1 heure (hre) a 37°C. La
méme quantité d'enzyme a ensuite été rajoutée puis le mélange incubé de

nouveau. L'enzyme a finalement été extraite au phénol puis 'ADN précipité a

I'éthanol.
44  Marquage radioactif des extrémités 5'-OH

Au fragment d'’ADN 2 marquer (1 pg dans 7 pL) et préalablement
déphosphorylé ont été ajoutés 10 uL de 20 mM Tris-HCl pH 9,5, 5 mM de sper-
midine, 5 uL de tampon kinase 10X (500 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM MgCl,,
50 mM dithiothréitol, 30% glycérol), 25 pL de [y-32P]ATP (10 pCi/pL,
4000 Ci/mmole; ICN) et 3 pL de polynucléotide kinase de T4 (10 U/uL;
Gibco/BRL). Le mélange réactionnel a été incubé durant 1 hre a 37°C puis
200 uL de 2,5 M NH4OAc contenant 2 ug d'ARNt ont été ajoutés. Suite a
I'addition de 750 pL d'éthanol 95%, I'ADN marqué a été précipité durant
10 minutes dans un bain d'éthanol/glace séche. Suite & une centrifugation a
11000 g de 8 minutes, le culot d'ADN a été dissous dans 250 pL de 0,3 M NaOAc
pH 7,0. L'ADN a été de nouveau précipité, lavé a 1'éthanol 70% puis séché a

l'air. Finalement, 'ADN a été redissous dans de l'eau déionisée stérile.

45 Réparation des extrémités 5' dépassantes

Lorsque requis, les extrémités 5 dépassantes de fragments d'ADN a
cloner ont été réparées par réaction avec le fragment Klenow de E. coli. Le
fragment d'ADN préalablement dissous dans 40,5 pL d'eau déionisée stérile a
été additionné de 5 pl de tampon Klenow 10X (500 mM Tris-HCl pH 7,5,
100 mM MgCl,y, 1 mM dithiothréitol) et de 2,5 pL de dNTP 10 mM. Puis, 10 a
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15 U de Klenow (Pharmacia) ont été ajoutées et le mélange réactionnel incubé a
la température de la pi¢ce durant 20 minutes. L'ADN a été précipité a I'éthanol,
récupéré par centrifugation, lavé a l'éthanol 70%, séché a l'air et finalement

dissous dans de l'eau déionisée stérile.
4.6 Ligation des fragments d'ADN au vecteur de clonage

Les fragments d’ADN a cloner ont été ligués au vecteur de clonage, en
utilisant un rapport molaire insertion:vecteur de 3:1, dans un volume réac-
tionnel final de 10 pL contenant 1 uL de tampon ligase 10X (500 mM Tris-HCI
pH 8,0, 70 mM MgCl,, 10 mM dithiothréitol, 20 mM ATP) et 1 U de ligase du
phage T4 (Gibco/BRL). La réaction a été incubée a 4°C durant 16 hres puis

directement utilisée pour la transformation de E. coli.
4.7  Transformation de E. coli

Les cellules compétentes de E. coli ont été préparées selon la méthode de
Mandel et Higa (1970) et utilisées le jour méme. Pour chacune des trans-
formations, 100 puL de cellules compétentes ont été incubées & 0°C durant 1 hre
en présence de 5 puL de réaction de ligation. Un choc thermique a ensuite été
effectué a 42°C durant 90 secondes, puis 0,8 mL de milieu LB a été ajouté au
mélange ADN:cellules. Les cultures ainsi obtenues ont été incubées a 37°C
durant 45 minutes avec agitation. Les cellules (en général 50 pL) ont finalement
été étalées sur des géloses de LB-agar contenant 50 ng/mL d'ampicilline. Apres
croissance durant 16 hres a 37°C, 48 transformants ont été individuellement
cultivés dans 2 mL de LB contenant 50 pg/mL d'ampicilline afin de purifier

leur ADN plasmidique. Les transformants ont été sélectionnés en effectuant
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des analyses des motifs de restriction des ADN plasmidiques purifiés. Lorsque

requis, les jonctions insertion/vecteur ont été séquencées.
4.8 Séquencage d'ADN par la méthode enzymatique

L'ADN plasmidique double brin (1 a 2 pug) a été dénaturé en présence de
150 mM NaOH et 0,15 mM EDTA durant 30 minutes a 37°C. L'ADN a ensuite
été précipité a -20°C durant 2 hres suite a l'addition de 0,1 volume de
3 M NaOAc pH 5,0 et de 2 volumes d'éthanol 95%. L'ADN a été récupéré par
centrifugation puis redissous dans 10 pL d'eau. Les réactions de séquencage ont
été effectuées en utilisant la trousse "T7 sequencingm" de Pharmacia. Les réac-
tions de séquengage traitées ou non a la transférase terminale (ANNEXE 1;
Simard et Langlois, 1995) ont été analysées en gels de polyacrylamide 8%

contenant une concentration de 7 M d'urée.
5. Manipulation rotéin
51  Analyse électrophorétique (SDS-PAGE)

Les échantillons protéiques a analyser (lysat de cellules, corps d'inclusion
de E. coli) ont été additionnés de 0,25 volume de tampon dénaturant réducteur
5X (200 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% (P/V) SDS, 1,4 M B-mercaptoéthanol, 50%
(V/V) glycérol, 0,05% (P/V) bleu de bromophénol). Avant d'étre déposés sur les
gels de polyacrylamide 10% (Laemmli, 1970), les échantillons ont été bouillis
durant 3 minutes a 100°C. Les appareils d'électrophorése utilisés étaient soit le
Miniprotean II (gels de dimension 8,5 X 10,5 cm; Bio-Rad Laboratories,
Mississauga, ON) ou le Protean II (gels de 16 X 20 cm; Bio-Rad). L'électropho-

rése a été effectuée a la température ambiante dans du tampon d'électrode Tris-
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glycine pH 8,3 (25 mM Tris base, 192 mM glycine, 0,1% (P/V) SDS) a 60 mA
durant 1,5 hre (Miniprotean II) ou a 100 mA pour 4 hres (Protean II). Les pro-

téines fractionnées ont été visualisées par coloration au bleu de Coomassie

(Harlow et Lane, 1988).
52  Transfert de type Western et immunoempreinte

Lorsque requis, les protéines fractionnées en gel de polyacrylamide ont
été électrotransférées sur une membrane de PVDF (Bio-Rad) en utilisant
I'appareil «trans blot cell» de Bio-Rad. Le transfert a été effectué a 55 volts, dans
du tampon d'électrophorése Tris-glycine contenant 20% (V/V) de méthanol,
durant 2 ou 4 hres selon qu'il s'agisse d'un gel d'une épaisseur de 0,75 mm ou

de 1.5 mm respectivement.

Les membranes ont été individuellement placées dans des sacs
hermétiques contenant 10 mL de solution de blocage (TBS/BSA: 50 mM Tris-
HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,01% (P/V) merthiolate, 1,5% (P/V) BSA) et
incubées durant 16 hres a la température de la piéce avec agitation. Les
membranes ont été lavées briévement dans 10 mL de TBS-T (TBS contenant
0,05% (V/V) de Tween-20) puis réincubées durant 16 hres dans 10 mL de TBS-T
contenant le sérum de détection (& une dilution appropriée) et 0,15% (P/V) de
BSA. Les membranes ont ensuite été lavées trois fois durant 10 minutes dans
10 mL de TBS-T puis incubées durant 30 minutes avec de la protéine A couplée
a la peroxydase (Mandel Scientific Co., Rockwood, ON) diluée 1/2000 dans du
TBS-T. Les membranes ont enfin été lavées trois fois dans du TBS-T puis ré-
vélées dans 10 mL de solution révélatrice constituée de TBS contenant 0,05%

(P/V) de 33'-diamincbenzidine tétrahypochloride (DAB) (Sigma, St-Louis, MO,
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E-U) et 0,03% (V/V) de peroxyde d'hydrogéne. La réaction chromogeéne a été

arrétée par un simple lavage dans 1’eau déionisée.

5.3  Analyses en dot

Les protéines retrouvées dans les corps d'inclusion de E. coli ont été
diluées en série (1/5, 1/10,1/20, 1/40, 1/80, 1/160 et 1/320) dans une solution
TEN (10 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl) contenant 1% de
NP-40. Les dilutions ont été préparées dans un plateau a 96 puits puis déposées
dans le support Bio-dot de Bio-Rad contenant une membrane de nitrocellulose
(Hybond-C; Amersham Canada Lté, Oakville, ON). L'adsorption des protéines a
été effectuée a 20 psi a l'aide d'une pompe a vide (VacuGen de Pharmacia). La
membrane a été récupérée, lavée briévement dans du TBS puis découpée en
languettes. Les protéines fixées ont été soit colorées au bleu de Coomassie ou

révélées par immunodétection (section précédente).
Expression ~unité la RNR du BHV-1 chez E. coli

Les sous-unités de la RNR du BHV-1 ont été individuellement
exprimées chez E. coli en utilisant le systeme d'expression pET dans le but de

développer des sérums monospécifiques.
6.1  Clonage des genes dans le vecteur pET-21b

Les stratégies de clonage utilisées sont illustrées a la Figure 6. Pour cloner
le géne de la petite sous-unité (R2), un fragment Bgl I de 1180 pb représentant
toute la région codante a I'exception des deux premiers codons, a été purifié du

sous-clone dénommé pKS/RNR-2 (Simard et al., 1992). Le fragment a ensuite
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Figure 6:

Stratégies de clonage des génes de la petite (R2; & gauche)
et de la grosse sous-unités (R1; a droite). Pour chacune des
stratégies, les étapes de préparation du vecteur (pET21b;
en bas) et de l'insertion (en haut) sont indiquées tel que
décrit dans le texte. Dans cette figure, LS et SS
représentent respectivement la grosse (R1) et la petite (R2)
sous-unités de la RNR du BHV-1. Il est a noter que les
positions nucléotidiques, les sites de restriction utilisés
ainsi que la séquence codante (fléche) de chacun des génes

sont indiqués.
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été ligué a I'adaptateur phosphorylé 5’P-CCATATGGGCCATGGGATCCCA-
TGCCCATATATGGAGG-3' comportant un site de restriction Bam HI (souli-
gné). L'adaptateur, en s'auto-appariant, génére une extrémité cohésive Bgl I qui
est compatible avec celle générée a l'extrémité 5 du géne et permet de
fusionner le cadre de lecture de la R2 avec celle du peptide T7 Tag du vecteur
pET-21b. Le fragment obtenu a été par la suite digéré par Bam HI et Nru I,
purifié en gel d'agarose puis inséré dans les sites Bam HI et Sal I (préalablement
traité avec le fragment Klenow) de pET-21b. Suite a la transformation de E. coli
XL1 blue, un clone contenant un ADN plasmidique générant une insertion

Bam HI/Hind III de 1200 pb a été sélectionné et identifié¢ pET/R2.

Pour cloner le géne de la grosse sous-unité (R1), un fragment Nar I de
1992 pb codant les 602 derniers acides aminés de la protéine a été purifié du
plasmide pKS/RNR (Simard ef al., 1992). Le fragment d'ADN a été ligué a
I'adaptateur phosphorylé 5’P-CGCCCATATGAGGATCCTCATATGGG-3’, digé-
ré par Bam HI puis inséré dans le site Bam HI du vecteur pET-21b. L'orienta-
tion des insertions dans les ADN plasmidiques recombinants a été déterminée
par digestion avec Xho I. Un clone ayant son insertion orientée 5'—3' par

rapport au promoteur T7 du vecteur a été identifié pET/R1.

Les jonctions insertion/vecteur des plasmides recombinants pET/R1 et
PET/R2 ont été séquencées afin de s’assurer du respect des cadres de lecture des

génes fusionnés.
6.2  Expression des protéines recombinantes chez E. coli

Les plasmides recombinants pET/R1 et pET/R2 ont été utilisés pour
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transformer E. coli BL21. Un transformant de chaque plasmide a été soumis a
un test de stabilité et d'inductibilité (Studier et al., 1990). Ce test consiste a
inoculer des géloses de compositions différentes avec une pré-culture en phase
stationnaire des transformants. Pour ce faire, quatre géloses LB-agar et quatre
autres contenant 50 pg/mL d'ampicilline ont été préparées. Sur deux des quatre
pétris ont été étalés 250 pL d'une solution d'IPTG 100 mM. Les géloses avec et
sans ampicilline ont été inoculées avec 50 UL de pré-culture diluées 107 et 1075
respectivement. La croissance de chaque transformant a ensuite été évaluée.
Les transformants ont été jugés inductibles lorsqu'aucune croissance n'était
observée sur les géloses contenant 1'IPTG. En effet, l'induction de l'expression
des génes exogénes est si forte qu'elle monopolise la machinerie cellulaire
empéchant ainsi la synthése des protéines requises a la croissance bactérienne.
De plus, les transformants ont été considérés stables lorsque leur croissance en
présence et en absence d'ampicilline était similaire (en tenant compte du fac-

teur de dilution).

Les deux transformants sélectionnés s’étant avérés stables et inductibles,
une cinétique d’induction a été effectuée afin de déterminer le temps
d'induction optimal pour l'expression des protéines recombinantes. Pour ce
faire, 20 mL de milieu LB contenant 50 pg/mL d'ampicilline ont été inoculés
avec 0,2 mL d'une pré-culture en phase stationnaire. Ces cultures ont été
incubées & 37°C avec agitation jusqu'a l'obtention d'une densité optique de 0,6 2
600 nm. Les cellules ont ensuite été induites par addition de 0,4 mM d'IPTG.
Des aliquotes de un mL ont été prélevées stérilement aux temps 0, 1, 2, 3 et
4 hres post-induction et congelées a -20°C. La congélation des cellules provoque

l'arrét de l'induction et permet d'affaiblir leur membrane suite 4 la formation



de cristaux de glace. Les aliquotes ont été décongelées et les cellules récoltées par
centrifugation a 3450 g durant 5 minutes & 4°C. Les culots cellulaires ont été
resuspendus dans 100 pL de TEN contenant 1 mg/mL de lysozyme (Boehringer
Mannheim). Les cellules ont été lysées par ultrasons (Braun Sonic 2000; Braun
Instruments, Burlingame, CA, E-U) en exécutant 6 cycles de 30 secondes au
niveau maximal. Les lysats obtenus ont été centrifugés a 1760 g durant
8 minutes & 4°C afin de séparer les protéines solubles (surnageants) de celles
insolubles (culots). Aux surnageants obtenus ont été ajoutés 25 pL. de tampon
dénaturant réducteur 5X (section 5.1). Les culots protéiques ont été resuspendus
dans 100 pL de TEN puis 25 pL de tampon dénaturant 5X ont été ajoutés. Tous
les échantillons ont été bouillis 3 minutes puis 10 uL ont été analysés en gel de
polyacrylamide 10% (Miniprotean II). Les protéines ont été soit visualisées par
coloration (section 5.1) ou immunodétectées (section 5.2) avec l’anticorps

monoclonal anti-T7 Tag (Novagen; dilution 1/5000).
Production des sérum ifi
71  Préparation des antigénes

Une extraction préparative de corps d'inclusion a été effectuée sur des
cultures de 100 mL de cellules induites durant 4 hres, temps optimal de synthe-
se des protéines R1 et R2 recombinantes. Les cultures ont été congelées (-20°C)
et décongelées (25°C) trois fois, les cellules récoltées par centrifugation
(5 minutes & 11100 g & 4°C) puis resuspendues dans 10 mL de TEN/lysozyme.
Aprés une incubation d'une hre 3 25°C, les échantillons ont été traités aux
ultrasons. Les débris cellulaires ainsi qu'une bonne partie de I’ADN génomique

ont été éliminés par centrifugation a 3500 ¢ durant 12 minutes. Les surnageants
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ont été recentrifugés a 7750 g durant 10 minutes et les culots (corps d’inclusion)
obtenus resuspendus dans 5 mL de TEN contenant 0,1% (P/V) de déoxycholate.
Afin de diminuer leur viscosité due a la présence d'ADN, les préparations ont
été incubées durant 1 hre a 37°C suite a l'ajout de 80 uL de MgCly, 1 M et de
225 pg/mL de DNase I (Boehringer Mannheim).

Les corps d’inclusion ont été resédimentés par centrifugation a 13800 g
durant 15 minutes puis resuspendus dans 5 mL de TEN contenant 1% de NP40.
Ce détergent non dénaturant facilite la dissociation des amas de protéines. Les
préparations ont été vortexées jusqu'a homogénéité puis recentrifugées a
13800 ¢ durant 15 minutes. Les corps d'inclusion ont finalement été
resuspendus dans 5 mL de TEN, aliquotés et conservés a -20°C. Les protéines
ont été dosées par la méthode de Bradford en utilisant la trousse "Dye reagent
concentrate kit" (Bio-Rad). Afin de se débarrasser des protéines contaminantes
de E. coli, les protéines recombinantes R1 et R2 ont été purifiées en gels de
polyacrylamide préparatif (Protean II; 800 uL d'échantillon/gel). Les bandes
correspondant aux protéines de fusion ont été broyées dans du PBS stérile
(Gibco) par passages successifs dans des seringues de 5 mL reliées a des aiguilles
de calibre de plus en plus petit (18 a 21 G). La pureté et la concentration de

protéines ont été évaluées empiriquement sur gel.

7.2 Protocole d'immunisation

Trois cobayes ont été immunisés trois fois a 2 semaines d'intervalle par
injection intrapéritonéale avec environ 25 pug de chacune des protéines
recombinantes. Des saignées ont été effectuées au jour 0, 14, 28 et 32. Les

animaux ont été sacrifiés au jour 39 et le sang collecté. Les sérums (identifiés
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anti-R2-1, anti-R2-2, anti-R2-5, anti-R1-3, anti-R1-4 et anti-R1-6) ont été
aliquotés et conservés a -20°C. Un sérum spécifique contre chaque antigéne a
été sélectionné. Ces deux sérums ont été calibrés I'un par rapport a l'autre par
transfert de type Western ou en dot, en utilisant comme standard interne

I'anticorps monoclonal anti-T7 Tag (voir résultats).
8. Cinéti ‘expression de la RNR du BHV-1

Des feuillets de cellules MDBK (18 X 10° cellules/plateau) ont été infectés
avec le BHV-1 (m.o.i de 2) durant 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 et 24 hres. Les cellules
ont été lavées deux fois avec du PBS stérile (Gibco) puis lysées dans 500 puL de
tampon dénaturant réducteur 1X (voir section 5.1). Les lysats ont été aliquotés
et conservés a -20°C. Les protéines (40 pL de lysat/puits) ont été fractionnées sur
gel de polyacrylamide 10% (Protean II), transférées sur membrane PVDF puis
immunodétectées avec les sérums anti-R2-1 ou anti-R1-6 en utilisant les
dilutions appropriées. Notons que les temps de révélation utilisés ont été

identiques (10 minutes) pour les deux antisérums.

9, Localisation de l'extrémité 5' du transcrit codant 1la R1

La localisation du site d'initiation de la transcription du géne de la grosse
sous-unité de la RNR du BHV-1 a été déterminée par un test de protection 2 la
nucléase S1. Auparavant, un fragment Sal I de 1720 pb codant la région
N-terminale du polypeptide et les régions en amont (Fig. 11) a été isolé de
pKS/RNR (Simard et al., 1992) et inséré dans le site Sal I (déphosphorylé)} de
pKS. L'ADN plasmidique des transformants obtenus a été isolé, digéré par Sal I

puis analysé en gel d'agarose afin d'identifier ceux contenant l'insertion



désirée. Une deuxieéme analyse de restriction avec Sac I a été effectuée pour
déterminer l'orientation des insertions. Un clone dont l'insertion était orientée

5'—3' a été sélectionné et identifié pKS-1.7Hd/S.

Le plasmide pKS-1.7Hd/S a été digéré par Miu I, déphosphorylé puis
marqué au 32p (section 4.5). L'ADN a été digéré a nouveau par Hind III puis
fractionné en gel d'agarose. Le fragment de 760 pb a finalement été purifié et
utilisé pour le test de protection. L'ADN marqué (90,000 CPM) a été ajouté a
150 ug d’ARN totaux isolés de cellules infectées avec le BHV-1 (9 hres p.i.) ou
de cellules non infectées (témoin négatif). Les acides nucléiques ont été
précipités par addition de 0,1 volume de 3 M NaOAc pH 5,0 et de 2,5 volumes
d'éthanol 95%, incubés dans un bain d'éthanol/glace séche durant 15 minutes
et récoltés par centrifugation a 11000 ¢ durant 8 minutes. Les culots ADN/ARN
ont été lavés a 1'éthanol 70%, séchés a l'air et dissous dans 30 pL de solution
d'hybridation (40 mM PIPES pH 6,4, 1 mM EDTA, 0,4 M NacCl et 80% forma-
mide). Aprés dénaturation des acides nucléiques a 85°C pour 10 minutes, les
tubes ont été incubés a 60°C pour 16 hres. Les tubes ont été congelés quelques
minutes dans un bain éthanol/glace séche, placés sur glace puis 360 pL de tam-
pon S1 ont été ajoutés (280 mM NaCl, 50 mM NaOAc pH 5,0, 4,5 mM ZnSQOy,
20 uyg/mL d'ADN non marqué, 800 U/mL de nucléase S1; Pharmacia). Cette
enzyme est spécifique pour I'ADN ou I'ARN simple brin de sorte que les
hybrides ARN/ADN seront protégés de la digestion. Les tubes ont été incubés a
37°C durant 30 minutes puis 80 UL de tampon d'arrét (4,8 M NH4OAc, 60 mM
EDTA pH 8,0, 50 pg/mL d’ARNt) ont été ajoutés. Les milieux réactionnels ont
été extraits au phénol:chloroforme:alcool isoamylique (24:24:1), les phases

aqueuses recueillies et les acides nucléiques précipités a 1'éthanol. Les culots ont
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finalement été dissous dans 5 pL de tampon formamide (80% formamide,
10 mM EDTA pH 8,0, 0,1% xyléne cyanol, 0,1% bleu de bromophénol) et les
échantillons analysés (1 pL) sur un gel de séquence en paralléle avec un

standard de poids moléculaires.

10, Sé e la région 3' én la R1

Durant ce projet, le séquengage de quelques 400 nucléotides représentant
la région en 3' du fragment Hind III I du génome viral a été réalisé. Ce
fragment porte les génes codant la RNR virale. Les résultats de ces travaux ne
sont pas présentés dans ce mémoire mais ont été rapportés (ANNEXE 2; Simard

et al., 1995).
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RESULTATS



Dans le cadre de ce projet, une étude cinétique de I'expression des deux
sous-unités de la RNR virale a été réalisée a l'aide de sérums monospécifiques
développés suite a leur expression individuelle chez E. coli. Les deux polypep-
tides ont été exprimés sous forme de fusion avec le peptide T7 Tag du vecteur
pET-21b pour lequel un anticorps monoclonal spécifique est disponible
commercialement. Cette région commune entre les deux protéines
recombinantes a pu ainsi étre utilisée pour calibrer les sérums I'un par rapport
a l'autre et ainsi pallier aux différences d'immunogénicité "naturelle” des

antigénes utilisés.
1. Expression des protéines rec inantes chez E. coli

Les vecteurs d'expression pET/R1 et pET/R2 représentant respec-
tivement les séquences codant les 602 derniers acides aminés de la R1 et la R2
compléte du BHV-1 (a 'exception des deux premiers résidus), ont été construits
tel que décrit dans les matériels et méthodes. Les stratégies utilisées
permettaient de conserver les codons d'arrét de la traduction de chacun des
génes. Le séquencage des jonctions vecteur/insertion en 5 a permis de
démontrer que les cadres de lecture des génes étaient fusionnés a celui codant le
peptide T7 Tag du vecteur (résultats non montrés). Les plasmides ont été
utilisés pour transformer E. coli BL21, souche requise pour l'expression des
protéines recombinantes. Une cinétique d'expression des polypeptides de
fusion, suite a l'induction des cellules transformées en présence d'IPTG, a été
réalisée pour déterminer le temps d'induction optimal et localiser les protéines

dans les lysats cellulaires.
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1.1  Expression de la petite sous-unité

Par comparaison avec les lysats de cellules non-induites (Fig. 7, puits 0)
l'induction du transformant pET/R2 a permis la syntheése d'un polypeptide
abondant de 36 kDa (puits 1-4) qui était retrouvé dans les fractions protéiques
solubles (Fig. 7A) et insolubles (corps d'inclusion; Fig. 7B). La grosseur du
polypeptide correspondait parfaitement avec celle déduite & partir de sa séquen-
ce primaire (36,9 kDa). Le polypeptide de 36 kDa apparaissait aprés une hre
d'induction (puits 1) et son abondance augmentait jusqu'a 3 hres (puits 3) pour

se stabiliser & 4 hres (puits 4).

Une analyse de type Western avec l'anticorps monoclonal anti-T7 Tag a
permis de confirmer l'identité de la protéine de fusion (Fig. 7C et D). Curieuse-
ment, 1'anticorps détectait aussi un polypeptide de 29 kDa qui était présent dans
les corps d'inclusion. Ce résultat pourrait suggeérer que la bande de 29 kDa
correspond a un produit de clivage du polypeptide de 36 kDa. Le polypeptide de
36 kDa a été dénommé R2-T7 Tag.

1.2  Expression de la grosse sous-unité

L'induction a I'IPTG du transformant BL21 contenant le plasmide
PET/R1 a permis la synthése d'un polypeptide abondant de 67 kDa présent dans
les fractions protéiques insolubles (Fig. 8A, puits 1-3). Aucun polypeptide de
cette taille n'était présent dans les lysats de cellules non-induites (puits 0} ni
dans les fractions protéiques solubles (Fig. 8B). La grosseur du polypeptide
correspondait a celle attendue (67,6 kDa). L'accumulation du polypeptide

augmentait de 1 a 3 hres post-induction (puits 1-3) et se stabilisait aprés 4 hres
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Figure 7:

Analyse de l'expression du polypeptide de fusion
R2-T7 Tag chez E. coli. Le transformant pET/R2 a été
induit en présence d'IPTG durant 0, 1, 2, 3 et 4 hres
(puits 0-4 respectivement). Les protéines de la fraction
insoluble (corps d'inclusion; A, C) et soluble (B, D) ont
été isolées tel que décrit dans le texte puis un
échantillon (10 uL) analysé sur un gel de polyacrylamide
10%. La protéine R2-T7 Tag a été visualisée soit par
coloration au bleu de Coomassie (A, B) ou par
immunoempreinte de type Western (C, D) avec
I’anticorps monoclonal anti-T7 Tag (Novagen; dilution
1/5000). La position des marqueurs de poids
moléculaires (kDa) est indiquée a gauche; fm et SS
représentent respectivement le front de migration et la
petite sous-unité recombinante de la RNR du BHV-1
(R2-T7 Tag).
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Figure 8:

Analyse de l'expression du polypeptide de fusion
R1-T7 Tag chez E. coli. Le transformant pET/R1 a été
induit en présence d'IPTG durant 0, 1, 2 et 3 hres
(puits 0-3 respectivement). Les protéines de la fraction
insoluble (corps d'inclusion; A) et soluble (B) ont été
isolées tel que décrit dans le texte puis un échantillon
(10 pL) analysé sur un gel de polyacrylamide 10%. La
protéine R1-T7 Tag a été visualisée par coloration au
bleu de Coomassie. La position des marqueurs de poids
moléculaires (kDa) est indiquée a gauche; fm et LS
représentent respectivement le front de migration et la
grosse sous-unité recombinante de la RNR du BHV-1

(R1-T7 Tag).
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(non montré). Enfin, le polypeptide était détectable par l'anticorps anti-T7 Tag

(résultat non montré) ce qui confirmait son identité. Ce polypeptide a été dé-

nommé R1-T7 Tag.
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2. Pr ion li ion

En se basant sur les résultats obtenus lors de la cinétique d'expression des
polypeptides R1-T7 Tag et R2-T7 Tag, une extraction préparative de corps d'in-
clusion a été effectuée a partir des transformants BL21 induits durant 4 hres,
soit au moment out l'expression des protéines recombinantes apparaissait
maximale. Afin de réduire au minimum le bruit de fond des sérums immuns,
les protéines recombinantes ont été préalablement purifiées en gel de poly-
acrylamide avant d'étre utilisées pour les immunisations. Les sérums immuns
obtenus ont été testés en analyses de type Western sur des lysats cellulaires
provenant des transformants de E. coli, de cellules MDBK de méme que de
cellules MDBK infectées par le BHV-1 (12 hres p.i.). Ces essais ont permis de
choisir les meilleurs sérums sur la base de leur réactivité tout en recherchant
un bruit de fond minimal (résultats non montrés). Les sérums anti-R2-1 et
anti-R1-6 se sont avérés étre ceux répondant le mieux a nos critéres. Ces deux
sérums ont été calibrés 1'un par rapport a l'autre afin de pallier aux différences
d'immunogénicité "naturelle” des deux protéines virales. Ceci était en effet
requis pour évaluer adéquatement leur accumulation relative dans les cellules

MDBK infectées par le BHV-1.

Pour calibrer les sérums, nous avons pris avantage des séquences T7 Tag

présentes chez les deux protéines recombinantes exprimées chez E. coli.
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L'anticorps monoclonal anti-T7 Tag a en effet été utilisé pour quantifier empiri-
quement les polypeptides R2-T7 Tag et R1-T7 Tag. Les dilutions des sérums
monospécifiques anti-R2-1 et anti-R1-6 ont été ajustées de fagon a obtenir une
différence dans les signaux de détection des protéines R2-T7 Tag et R1-T7 Tag
qui était équivalente & celle observée avec l'anticorps anti-T7 Tag. Ces essais ont
été tout d'abord réalisés en immunoempreinte de type Western puis confirmés
en immunoempreinte ponctuelle ("dot blot"). Nos résultats indiquent que des
dilutions 1/300 et 1/500 respectivement pour les sérums anti-R2-1 et anti-R1-6

étaient appropriées (Fig. 9).

3. Cinétique d’expression des sous-unités de la RNR du BHV-1

L'expression des petite et grosse sous-unités de la RNR virale en fonction
du temps a été évaluée par immunoempreinte de type Western sur des lysats
de cellules MDBK préalablement infectées durant 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 et
24 hres avec le BHV-1.

Le sérum immun anti-R1-6 a spécifiquement reconnu un polypeptide de
85 kDa dans les lysats de cellules infectées (Fig. 10A, puits 3-24). Par contre,
aucune bande de cette grosseur n'a été détectée dans le lysat de cellules non
infectées (puits 0), ce qui confirme I'appartenance du polypeptide au BHV-1. De
plus, le poids moléculaire du polypeptide viral correspond parfaitement avec
celui prédit a partir de la structure primaire de la R1 du BHV-1 (86 kDa;
ANNEXE 2; Simard et al., 1995), ce qui en confirme l'identité. Le polypeptide de
85 kDa est détecté & partir de 6 hres p.i., son abondance augmente significative-
ment jusqu'a 9 hres p.i. puis se maintient jusqu'a 24 hres p.i. Les bandes de 33,

34 et 45 kDa détectées par le sérum et communes 2 tous les puits représentent
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Figure 9:

Calibration des sérums anti-R2-1 et anti-R1-6 par immu-
noempreintes de type Western ou dot. Un transfert de
type Western (A-C) a été réalisé a partir d'un mélange
égal de corps d'inclusion de E. coli BL21 isolés des trans-
formants pET/R1 et pET/R2 (puits 2) ou du transfor-
mant pET-21b (puits 1). Les protéines recombinantes ont
été détectées avec les sérums anti-R2-1 (A) et anti-R1-6
(C) ou avec l'anticorps monoclonal anti-T7 Tag (B) res-
pectivement dilués 1/300, 1/500 et 1/5000. SS et LS re-
présentent respectivement les petites (R2-T7 Tag) et
grosses (R1-T7 Tag) sous-unités recombinantes de la
RNR du BHV-1. La position des marqueurs de poids
moléculaires (kDa) est indiquée & gauche. Pour l'im-
munodétection en dot (D, E, F, G), les corps d'inclusion
isolés des transformants pET-21b (rangée 1), pET/R2
(rangée 2) et pET/R1 (rangée 3) ont été dilués tel qu'in-
diqué et adsorbés sur une membrane de nitrocellulose.
Une solution de BSA 2% a aussi été utilisée pour
témoin négatif. Les protéines adsorbées ont été soit colo-
rées au bleu de Coomassie (D) ou immunodétectées
avec les sérums anti-R2-1 (E) et anti-R1-6 (G) ou avec
I'anticorps monoclonal anti-T7 Tag (F) respectivement

dilués 1/300, 1/500 et 1/5000.
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Figure 10:

Cinétique d’expression des sous-unités de la RNR
virale. Des lysats (40 pL) de cellules MDBK infectées
durant 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 et 24 hres avec le BHV-1
(m.o.i de 2) ont été fractionnés sur un gel de
polyacrylamide 10% puis électrotransférés sur une
membrane de PVDF. Les protéines ont été détectées
avec les sérums anti-R1-6 (A) et anti-R2-1 (B) dilués
1/500 et 1/300 respectivement. SS et LS représentent
respectivement les petites (R2) et grosses (R1) sous-
unités de la RNR du BHV-1. La position des marqueurs

de poids moléculaires (kDa) est indiquée a gauche.
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indubitablement des protéines cellulaires.

Pour sa part, le sérum anti-R2-1 a réagi spécifiquement avec deux poly-
peptides de 33 et 34 kDa présents dans les lysats de cellules infectées (Fig. 10B,
puits 3-24) et absents dans le lysat de cellules non-infectées (puits 0). Ceci confir-
me donc l'appartenance des deux polypeptides au BHV-1. La grosseur des deux
bandes correspond au poids théorique de la R2 (35 kDa; Simard ef al., 1992).
L'apparition de la R2 sous la forme d'une double bande pourrait s'expliquer de
plusieurs maniéres. Ainsi, la bande de 33 kDa pourrait soit représenter un
produit de dégradation de celle de 34 kDa ou bien une deuxiéme forme de la R2
virale. Il pourrait aussi s'agir d'un artefact de migration. Les deux polypeptides
sont détectables a partir de 9 hres p.i. et s'accumulent en quantités similaires
jusqu'a 24 hres p.i. L'intensité relative des bandes protéiques représentant la R1
et la R2 nous suggeére que la R1 s'accumule en plus grande abondance que Ja R2.
Par ailleurs, nos résultats montrent que l'accumulation de la R1 précéde celle

de la R2.
4, Localisation 'extré

La localisation fine du site d'initiation de la transcription du géne codant
la R1 a été réalisée pour trois raisons principales. D'abord, ces travaux visaient a
discriminer lequel des deux sites potentiels d'initiation de la traduction de la R1
était fonctionnel (ANNEXE 2; Simard et al., 1995). L'étude visait aussi a dé-
terminer la longueur de la région 5' non traduite du transcrit, ce qui pourrait
contribuer a expliquer pourquoi la R1 est exprimée en plus grande abondance

que la R2, méme si son transcrit s'accumule en quantités beaucoup moins
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importantes. Enfin, cela permettait aussi de mieux situer les régions promo-

trices potentielles du géne.

L'extrémité 5' du transcrit de la R1 a été localisée dans un test de
protection a la nucléase S1. Pour ce faire, un fragment d’'ADN marqué a 15
nucléotides du codon ATG le plus en aval du cadre de lecture et complé-
mentaire a 'ARNm de la R1 (Fig. 11A) a été hybridé avec les ARN totaux isolés
de cellules infectées ou non par le BHV-1. Aprés digestion par la nucléase 51,
I'ADN protégé obtenu a été analysé sur un gel de séquence en parallele avec
une réaction de séquengage de M13mp18, utilisée comme marqueurs de poids
moléculaires (Fig. 11B). Trois fragments d'ADN de 222, 223 et 224 b étaient
protégés de la digestion S1 dans l'échantillon contenant les ARNs provenant
des cellules infectées (puits BHV-1). Par contre, aucun fragment n'était protégé
dans I'échantillon témoin (puits m-i). La bande médiane étant plus intense que
les deux autres, ceci nous permet de suggérer qu'elle représente le site majeur
d'initiation de la transcription qui serait donc situé 209 nucléotides en amont
du codon ATG situé le plus prés du site de marquage. Les deux autres bandes
pourraient soit représenter deux sites mineurs de la transcription ou des
produits de digestion partielle par la S1. La localisation fine de l'initiation de la
transcription et celle préalablement rapportée du site de terminaison (Simard ef
al., 1992) a permis de déterminer la longueur précise du transcrit a 3623 b. Ce
résultat correspond trés bien avec la longueur préalablement estimée du

transcrit par transfert de type Northern (3,7 kb; Simard ef al., 1992).
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Figure 11:

Localisation du site d'initiation de la transcription du
géne de la R1. A) Un fragment d'ADN de 760 pb marqué
15 nucléotides en aval du deuxiéme codon potentiel
d'initiation de la traduction de la R1 a été isolé du sous-
clone pKS-1.7 Hd/S. Le fragment a été hybridé avec les
ARN totaux isolés de cellules non-infectées (puits m-i)
ou infectées par le BHV-1 (puits BHV-1) puis traité a la
nucléase S1. Les échantillons ont été analysés sur un gel
polyacrylamide en paralléle avec une réaction de
séquencage enzymatique de M13mp18 comme standards
de poids moléculaires (puits G, A, T et C). Tous les 10
nucléotides de la séquence de M13mp18 sont indiqués a
gauche avec la longueur correspondante des fragments.
La longueur des fragments d'ADN protégés de la

digestion par la nucléase S1 est indiquée a droite.
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DISCUSSION



Les virus herpés codent plusieurs enzymes impliquées dans le méta-
bolisme des nucléotides, dont la ribonucléotide réductase (RNR). Les RNR
virales examinées a ce jour sont constituées d’homodimeres de petites (R2) et
de grosses sous-unités (R1) (Ingemarson et Lankinen, 1987; Thelander et
Reichard, 1979). Récemment, Simard et collaborateurs (1992) ont rapporté que la
steechiométrie des sous-unités R1 et R2 chez le virus BHV-1 ne peut pas étre
liée & une abondance comparable de leurs transcrits respectifs. En effet, 'étude
montrait que le transcrit codant la R2 s'accumule toujours en plus grande abon-
dance (plus de 5 fois) que celui codant la R1 (Fig. 5). Les auteurs ont postulé que
I'accumulation non-stcechiométrique des transcrits était due soit a des diffé-
rences au niveau de leurs promoteurs respectifs, soit a des différences dans la
vitesse de renouvellement ("turnover") de leurs transcrits. Cependant, nous ne
pouvons exclure qu'une dégradation des ARN, ou une différence d'efficacité
dans le transfert des deux transcrits ou encore que la présence d'ARN
ribosomique & proximité de I'un des transcrits ait masqué ou influencé leur
quantification relative. Mentionnons qu'une expérience de protection a la
RNase aurait permis de confirmer leurs observations. Dans ce chapitre, nous
allons d'abord examiner si des différences dans les promoteurs respectifs des
deux génes pourraient corroborer la différence dans I'abondance des transcrits

observée par Simard et collaborateurs (1992).

Nous avons récemment rapporté la séquence compléte du geéne codant la
sous-unité R1 du BHV-1 (ANNEXE 2; Simard et al., 1995). Ces travaux avaient
permis d'identifier deux sites potentiels d'initiation de la traduction distancés

de 312 nucléotides et qui pouvaient conduire a la synthése de protéines de
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grosseurs suffisantes (96,7 versus 86,0 kDa) pour représenter un polypeptide
fonctionnel. Pour déterminer lequel des deux ATGs était utilisé pour initier la
traduction, nous avons procédé a la localisation du site d'initiation de la
transcription du géne. Nos résultats ont montré que la transcription était initiée
209 nucléotides en amont du deuxiéme codon ATG. Cela excluait donc la
possibilité que le premier ATG puisse étre utilisé pour initier la traduction, la
transcription débutant en aval de ce codon. Ainsi, la grosseur prédite de la R1

était de 86,0 kDa et non pas 96,7.

La localisation du site d'initiation de la transcription nous a en outre
permis de mieux identifier les régions promotrices potentielles du gene afin de
les comparer a celles du géne codant la R2. La figure 12 présente un schéma
comparatif des éléments pouvant représenter les promoteurs des deux génes
RNR. Les séquences en amont du site d'initiation de la transcription du géne de
la R1 contiennent trois boites consensus TATA situées aux positions -21, -65 et
-103 ainsi qu'une boite CAAT a la position -1100. Cependant, sur la base des
positions de référence des éléments de promoteurs eucaryotiques, il est plus que
probable que la transcription du géne ne soit régulé que par la premiére des
trois boites TATA, les autres séquences consensus étant vraisemblablement
trop éloignées pour y contribuer. Par comparaison, la région en amont du site
d'initiation de la transcription du géne de la R2 révéle la présence d'une boite
TATA et de deux boites CAAT situées respectivement aux positions -24, -104 et
-189. Dans ce cas-ci, la boite TATA et la premiére boite CAAT sont situées a des
positions appropriées pour étre fonctionnelles, ce qui suggére que ces deux élé-
ments participent a la régulation transcriptionnelle. La présence additionnelle

d'une boite CAAT dans le promoteur du géne de la R2 pourrait expliquer que
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Figure 12

Schéma comparatif des régions promotrices potentielles
des geénes de la RNR du BHV-1. Sur cette figure, LS et SS
représentent respectivement les génes de la grosse (R1) et
la petite (R2) sous-unités. Pour chaque géne, la position
de chacune des boites consensus TATA et CAAT, ainsi
que les sites d'initiation de la transcription et de la

traduction sont indiqués.
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son transcrit s'accumule en plus grande abondance que celui de la R1 puisque
ce type d'élément favorise la fréquence d'inifiation de la transcription. Ces
observations semblent donc appuyer I'hypothése de Simard et collaborateurs
(1992) a l'effet que des différences dans les promoteurs des génes de la R1 et de
la R2 puissent étre responsables d'une accumulation différentielle des
transcrits. Cependant, cela n'exclut pas que des différences dans les temps de

demi-vie des transcrits puissent aussi étre impliquées.

L'objectif principal de ce projet de maitrise visait a vérifier si I'abon-
dance non-steechiométrique des transcrits des génes RNR du BHV-1 se reflétait
au niveau protéique. Pour ce faire, les deux polypeptides viraux ont été
individuellement produits dans un systéme d'expression procaryotique afin de
permettre le développement de sérums monospécifiques. Cependant, il nous
était apparu évident que des différences dans l'immunogénicité des polypep-
tides auraient influencé l'interprétation des résultats quant a I'évaluation de
I'abondance relative des protéines dans les lysats de cellules infectées. Pour y
pallier, la stratégie adoptée pour la production des protéines R1 et R2 chez
E. coli a consisté a fusionner les séquences codantes avec celle codant le peptide
T7 Tag du vecteur d'expression. Cette portion commune entre les deux
protéines recombinantes a ainsi pu étre utilisée, conjointement avec l'anticorps

mono-clonal commercial anti-T7 Tag, pour calibrer les sérums générés.

La cinétique d'expression des sous-unités R1 et R2 de la RNR du BHV-1
en cours d'infection a été réalisée par transfert de type Western des lysats de
cellules infectées pour différentes périodes avec le BHV-1. Le sérum anti-R1 a

spécifiquement reconnu un polypeptide de 85 kDa dont la grosseur corres-
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pondait parfaitement bien avec celle prédite de la structure primaire de la
protéine débutant au deuxiéme ATG potentiel d'initiation de la traduction.
Cette observation corrobore donc les résultats obtenus sur la localisation du site
d'initiation de la transcription du gene. Il est intéressant de noter que la
grosseur du polypeptide est similaire a celle des protéines homologues chez les
virus de l'herpés équin (EHV-1; 86 kDa) et de la varicelle zona (VZV; 88 kDa).
L'accumulation de la protéine chez le BHV-1 débute a 6 hres p.i., son abondance
augmente significativement jusqu'a 9 hres puis se maintient jusqu'a 24 hres.
Pour sa part, le sérum anti-R2 a spécifiquement détecté deux bandes protéiques
de grosseurs similaires (33 et 34 kDa) et consistantes avec celle prédite (35 kDa;
Simard et al., 1992). La présence de deux et non pas d'une seule bande protéique
est quelque peu intrigante. En effet, la bande de 33 kDa pourrait représenter un
produit de dégradation de celle de 34 kDa ou bien un artefact de migration.
Alternativement, les deux bandes pourraient représenter deux formes distinc-
tes de la sous-unité R2. Présentement, nous ne sommes pas en mesure de
préciser laquelle des trois possibilités est vraie. Cependant, étant donné
qu'aucun résultat semblable n'a jamais été rapporté dans la littérature, nous
postulons que l'artefact ou le produit de dégradation prévaut. La sous-unité R2
s'accumule en quantité constante a partir de 9 hres jusqu'a 24 hres post-
infection. La cinétique d'expression des sous-unités R1 et R2 montre qu'il s'agit
de polypeptides de la phase précoce (8) du cycle réplicatif viral, ce qui est
similaire a ce qui a été rapporté pour les protéines homologues chez les autres

virus herpés.

La comparaison de l'intensité relative des bandes R1 et R2 nous suggere

que la sous-unité R1 s'accumule en plus grande abondance que la R2,
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contrairement a ce qui avait été démontré au niveau de leurs transcrits
respectifs. Par ailleurs, méme si le transcrit de la R2 est cinq fois plus abondant
que celui de la R1 a 6 hres p.i., la sous-unité R2 n'était détectée qu'a partir de
9 hres p.i., alors que celle de la R1 était détectable aussi t6t qu'a 6 hres p.i. Ces
observations suggerent que l'accumulation non-steechiométrique des sous-
unités dans les cellules infectées serait attribuable a une différence d'efficacité
de traduction de leurs transcrits. Cette hypothése est appuyée par la présence de
caractéristiques différentes dans les régions 5' non codantes des transcrits. En
effet, les travaux de Kozak (1991) ont montré que les régions immédiates
précédant le codon AUG initiateur des ARNm, de méme que la longueur des
séquences de téte influengaient grandement l'efficacité de leur traduction. En se
basant sur ces travaux, la présence du résidu adénosine a la position -3 du
codon AUG initiateur du transcrit R1 pourrait favoriser sa traduction compara-
tivemment au résidu guanosine retrouvé a la méme position chez le transcrit
R2. Par ailleurs, la longueur plus grande de la séquence de téte du transcrit R1
par rapport a celle du transcrit R2 (209 nucléotides versus 95 nucléotides)
pourrait aussi constituer un avantage. Ces deux caractéristiques chez le transcrit
de la R1 pourraient donc faciliter sa traduction et expliquer 1'abondance du
polypeptide. Toutefois, la plus grande abondance de la sous-unité R1 par
rapport & celle de la R2 pourrait aussi étre expliquée par des différences dans
leurs temps de demi-vie respectifs. A cet égard, une expérience de "pulse” suivi

de "chase" permettrait de confirmer ou d'infirmer cette hypothése.

Enfin, étant donné que les petites et grosses sous-unités de toutes les ribo-
nucléotides réductases de classe I caractérisées a ce jour présentent une stoechio-

métrie 1:1, nos résultats pourraient suggérer que des sous-unités R1 virales
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libres, c'est-a-dire non complexées en holoenzyme, existent dans les cellules
infectées par le BHV-1. Cette hypothése pourrait étre vérifiée par immuno-
détection en transfert de type Western d'un lysat cellulaire infecté et préalable-
ment fractionné en conditions non-dénaturantes par centrifugation en gradient
de densité (e.g. gradient linéaire de saccharose ou de glycérol) ou par chromato-
graphie d'exclusion de taille, de fagon a séparer les complexes enzymatiques des

sous-unités libres potentielles.



CONCLUSION



En conclusion, ce projet a permis d'évaluer l'abondance relative de
chacune des sous-unités de la RNR du BHV-1 ainsi que leur période d'ex-
pression. Lors de l'expression de l'enzyme, le rapport existant entre la R1 et la
R2 n'est pas steechiométrique: la R1 est plus abondante que la R2,
contrairement a ce qui a été observé au niveau de leurs transcrits respectifs. Nos
résultats constituent donc un excellent exemple du fait que l'abondance des
transcrits ne refléte pas nécessairement l'abondance des protéines
correspondantes. La localisation du site d'initiation de la transcription de la R1
a permis de déterminer qu'elle débute 209 nucléotides en amont du codon
d'initiation de la traduction, délimitant par le fait méme la région promotrice
potentielle du géne de la R1. Les différences décelées lors de la comparaison des
régions promotrices des génes de la R1 et de la R2 et des séquences 5' non-
traduites de leurs transcrits permettent toutefois d'expliquer les rapports
observés entre 'abondance des transcrits et des protéines. La régulation de la
synthése de cette enzyme n'est donc pas une simple question mathématique,
un homodimére de grosses plus un homodimeére de petites sous-unités
donnant une holoenzyme compléte. Il est possible que les molécules en exces
de la grosse sous-unité jouent un rdle dans la régulation de l'équilibre de
'assemblage de I'holoenzyme fonctionnelle, contrdlant ainsi 'activité enzyma-
tique résultante. Une autre possibilité est que la petite sous-unité, en tant que
facteur limitant, serve de régulateur de la production de I'enzyme. En perspec-
tive d'avenir, un mutant de délétion de la petite sous-unité est présentement
en construction au laboratoire. Ce mutant devrait permettre d'identifier le réle
de la RNR dans la pathogenése et la réplication du BHV-1. Les sérums produits

dans le cadre du présent projet aideront a sa caractérisation.
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Secondary structures within DNA templates may severely impede
the progress of the DNA polymerase in dideoxy-mediated chain
termination sequencing. Moreover, the enzyme may be unable to
extend the chain in GC-rich regions and as a result, artifactual
bands which appear at the same position in all four G, A, T and C
lanes are observed in sequencing gels. It was recently reported that
band ambiguities resulting from non-specific termination of
polymerization can be efficiently eliminated by post-treating
sequencing reactions with terminal deoxynucleotidy] transferase
(TdT) in the presence of excess dNTPs (1,2). This treatment allows
random addition of long stretches of nucleotides to fragments
containing free 3"-OH ends, thus increasing their size to such a
point that they remain at the top of the gel. Our group is actively
involved in the molecular characterization of the GC-rich {(72%)
DNA genome of bovine herpesvirus type 1 (BHV-1), a major
pathogen of cattle. Although most of our sequencing work was
performed by the chemical degradation method of Maxam and
Gilbert, the dideoxy-chain termination method of Sanger was
occasionally used. On those occasions, sequencing reactions were
carried out with and without TdT, using the conditions previously
described (2), and analyzed in parallel. Even though the TdT
post-treatment significantly reduced the level of band artifacts,
major discrepancies between TdT-treated and untreated samples
were occasionally observed. The example given in Figure 1 shows
that the DNA sequence generated following TdT treatment (lanes
+) presented nucleotide inversions as compared to that obtained in
untreated samples (lanes —), the latier being the right one as
determined by the chemical method (not shown). Most intriguingly,
the quality of the anomalous migration pattern observed was
excellent, giving no indication of the possible presence of
sequencing artifacts. In addition, the DNA fragments, which
represent the base inversions observed, were previously terminated
specifically with ddNTPs, as can be seen in the control lanes. This
suggests that the size of the fragments giving rise to inversions was
altered during the reaction with TdT in such a manner that the
smaller one became the larger one and vice versa. The anomalous
pattern shown in Figure 1 occurred in one out of four independent
assays; in the other three experiments the bands were not resolved,
appearing as artifacts. Furthermore, even though the TdT post-
treatment procedure was only used to sequence ~500 bp of the
BHV-1 genome, nucleotide inversions were observed at three
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Figure 1. Gel analysis of dideoxy-mediated sequencing reactions carried out
with (+) or without (-) terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) post-
treatment. Recombinant plasmid DNA (5500 bp) was purified with the
Qiagen-tip 20 plasmid kit using the procedure recommended by the supplier
(Qiagen Inc., Chatsworth, USA). DNA (1.6 pg) was denatured for 30 min at
37°Cin 75 pul 135 mM NaOH, 0.135 mM EDTA, precipitated by the addition
of 7.5 u1 3 M NaOAc pH 5 and 200 pi of ethanol. DNA was annealed with the
reverse primer in the conditions previously described (2). Sequencing reactions
were performed in duplicates with the T7 sequencing kit in conjunction with
Deaza G/A T7 sequencing mixes purchased from Pharmacia Biotech (Uppsala,
Sweden). A set of reactions was then treated with TdT (Gibeo) as described (2).
Reactions were finally analyzed on 8% sequencing gels.

different positions. At present, we cannot provide any explanations
for this phenomenon. However, our observations strongly empha-
size the requirement, when using the TdT post-treatment, to run
control samples in parallel.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors thank Dr Johnny Basso for proofreading the
manuscript. This work was funded by NSERC OGP0006211.

REFERENCES

I Kho,C.-J. and ZarblH. (1992) BioTechniques 12, 228-230.
2 Li,M. and Schweizer,H.P. (1993) Focus 15, 19-20.

* To whom correspondence should be addressed



ANNEXE 2: SIMARD, C., I. LANGLOIS, D. STYGER, B. VOGT, C. VLCEK, A.
CHALIFOUR, M. TRUDEL et M. SCHWYZER. 1995. Sequence
analysis of the UL39, UL38 and UL37 homologues of bovine
herpesvirus 1 and expression studies of UL40 and UL39, the
subunits of ribonucleotide reductase. Virology 212: 734-740.



	Langlois.1
	Langlois.2

