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On fait la science avec des faits, comme on
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science qu'un tas de pierres n'est une
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SOMMAIRE

Le virus de I'herpés bovin de type 1 (BHV-1), I'agent étiologique de la
rhinotrachéite infectieuse bovine et de l'exanthéme coital, est un important
pathogéne des bovidés. La construction d'une carte physique du génome du
BHV-1 nous avait permis de localiser la séquence codante d'une protéine
abondante de 94 kDa dans le fragment Hind 1l M de 3,7 kpb du génome viral
(Annexe |; Simard et al. 1990). Dans le but d'identifier les protéines virales
pouvant étre impliquées dans la réponse immunitaire anti-BHV-1, nous avons
d'abord caractérisé le géne codant ce polypeptide de 94 kDa et nous l'avons
ensuite exprimé dans le virus de la vaccine (VV) afin d'évaluer, chez la souris,
les propriétés immunogéniques de la protéine. Ainsi, la séquence nucléotidique
compléte du fragment Hind lll M a été déterminée et trois cadres de lecture
ouverts, dont un complet et deux partiels, ont été identifiés. Le cadre de lecture
complet s'est avéré étre le géne codant la VP8, la protéine majeure du tégument
du BHV-1 (Carpenter et Misra 1991). La séquence que nous avons obtenue a
ensuite été comparée avec celle d'un autre isolat du BHV-1 et plusieurs
divergences, qui affectaient globalement 14,1% des acides aminés, ont été
identifiées. Par ailleurs, la comparaison de la séquence protéique de la VP8 a
révélé gu'elle était homologue a la gp10 du virus de I'herpés équin de type 4 et
aux VP13/14 du virus herpés simplex de type 1. Nous avons aussi caractérisé
FARNm de la VP8, un transcrit tardif de 4,4 kb dont I'extrémité 5' se situait 39
nucléotides en amont du codon d'initiation de la traduction. Nous avons ensuite
construit un recombinant VV (VV-VP8) dans lequel le géne de la VP8 était placé
sous le contréle du promoteur précoce-tardif P7.5 du VV. Etant donné que la

séquence codante de la VP8 contenait un motif TTTTTNT, le signal d'arrét de la
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transcription des génes précoces du VV, nous avons créé un deuxiéme
recombinant (VV-VP8-Mut), dans lequel le motif avait été substitué par
mutagenése dirigée. La caractérisation des recombinants VV a révélé que le
motif était reconnu dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8 et
avait mené a la synthése d'une VP8 tronquée, tandis qu'avec le recombinant VV-
VP8-Mut, une protéine compléte était synthétisée. L'immunisation de souris
BALB/c (H-2d) avec le recombinant VV-VP8-Mut a induit une faible réponse
humorale spécifique a la VP8, tandis qu'aucune réponse spécifique n'a été
détectée chez les souris inoculées avec le recombinant VV-VP8. De plus, la
faible réponse humorale induite par la VP8 n'était pas restreinte aux souris
BALB/c, puisque des résultats similaires ont été obtenus avec des souris
C57BL/6 (H-2b) et C3H (H-2k). Enfin, nous avons évalué la réponse cellulaire
spécifique induite chez les trois races de souris immunisées avec le recombinant
VV-VP8-Mut et aucune réponse significativement spécifique a la VP8 n'a été

observée chez les souris BALB/c, C57BL/6 et C3H.



INTRODUCTION



Les Herpesviridae constituent une des plus importantes familles de virus et
a ce jour, une centaine de virus herpés ont été plus ou moins caractérisés. Parmi
ceux-ci, le virus de I'herpés bovin de type 1 (BHV-1), un alphaherpésvirus, est
I'agent étiologique de la rhinotrachéite infectieuse bovine et de I'exanthéme
coital. Moins fréquemment, le virus a été associé a des conjonctivites, des
dermatites, des entérites, des avortements et des infections systémiques. En
conséquence, cette infection virale entraine d'importantes pertes économiques

pour les éleveurs de bovidés.

Jusqu'a récemment, peu d'informations étaient disponibles sur
l'organisation génétique du BHV-1. En effet, au moment ou le projet a été initié,
seules les séquences codantes de cing protéines avaient été précisément
localisées sur le génome viral. La caractérisation fragmentaire du génome du
BHV-1 nous avait incités & entreprendre la construction d'une carte physique des
génes via la traduction in vitro d ARNm complémentaires aux différents fragments
Hind Il individuels du génome. Ces expériences avaient permis de cartographier
plus de 20 génes et en particulier, la séquence codante d'une protéine
abondante de 94 kilo Dalton (kDa) avait été localisée dans le petit fragment Hind

Il M de 3,7 kpb du génome viral (Annexe |; Simard et al. 1990).

Dans le cadre du développement d'un éventuel vaccin sous-unitaire contre
le BHV-1, une caractérisation approfondie des protéines virales s'avére
nécessaire. Ainsi, les buts de la recherche présentée dans cette these sont, dans
un premier temps, de caractériser le gene codant le polypeptide de 94 kDa et,
dans un deuxiéme temps, d'évaluer les propriétés immunogéniques de cette

protéine. Pour atteindre le premier but fixé, la determination de la séquence
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nucléotidique compléte du fragment Hind Il M a été effectuée et la séquence
obtenue a ensuite été analysée a l'aide de logiciels informatiques d'analyse
moléculaire afin d'identifier les cadres de lecture ouverts et de déterminer
I'identité du polypeptide par homologies de séquences avec les protéines déja
caractérisées des virus herpés. Conjointement avec les travaux de I'équipe du
Dr Misra, il a été possible d'identifier la protéine de 94 kDa comme étant la VP8,
la protéine majeure du tégument. Pour atteindre le second but fixé, I'expression
du géne de la VP8 dans le virus de la vaccine a été |'approche expérimentale
retenue. Ces recombinants viraux ont ensuite été utilisés pour immuniser trois
races de souris consanguines et I'analyse des réponses humorale et cellulaire

spécifiques induites par la VP8 a ensuite été effectuée.
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1. GENERALITES SUR LES HERPESVIRIDAE
1.1 Historique et taxonomie

Le nom de la famille des virus herpés dérive du grec herpes, epnelv, qui
signifie ramper. Le terme herpés, utilisé en médecine pendant plus de 2 000 ans,
permettait de décrire une variété de lésions cutanées (Beswick 1962). Jusqu'a
maintenant, approximativement 100 espéces distinctes de virus herpés ont été
décrites et différentes souches ont été isolées pour chacune des especes. Des
virus herpés ont été isolés de mammiféres, d'oiseaux, d'amphibiens, de reptiles

et méme de poissons osseux (Roizman 1993).

L'architecture du virion demeure la caractéristique la plus importante pour
classifier un virus dans la famille des Herpesviridae. Le virion est composé d'une
capside de symétrie icosahédrale contenant le matériel génétique enroulé
comme une bobine. La nucléocapside est entourée par le tégument, une
structure amorphe de nature fibreuse et dense aux électrons (Roizman et Furlong
1974). L'enveloppe du virion est constituée d'une double couche lipidique dans
laquelle sont insérées des glycoprotéines virales formant des spicules (Roizman

1993).

Les membres de la famille des virus herpes ont été classés en trois sous-
familles - les Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae -
sur la base de leurs propriétés biologiques telles que la restriction d'hétes, la
durée du cycle de multiplication, ['effet cytopathique, ainsi que sur les
caractéristiques observées lors de l'infection latente (Tableau I). De plus, la

classification des membres de la famille en des genres distincts est le reflet de



Tableau I: Subdivision des virus herpés selon leurs propriétés biologiques

Sous-famille

exemples d'espéece

Alphaherpesvirinae
Restriction d'hdtes: in vivo variable, de trés large
a trés restreinte; in vitro variable aussi.
Durée du cycle de réplication: court.
Cytopathologie: rapide dissémination de l'infection
en culture et destruction des cellules infectées.
Infection latente: fréquemment dans les ganglions.

Betaherpesvirinae

Restriction d'hétes: in vivo étroite;
in vitro se répliquent généralement le mieux dans
des fibroblastes.

Durée du cycle de réplication: relativement long.

Cytopathologie: les cellules infectées augmentent
de taille (cytomégalie) in vivo et in vitro.

Infection latente: possiblement dans les glandes
sécrétoires, dans les cellules lymphoréticulaires,
dans les reins et autres tissus.

Gammaherpesvirinae
Restriction d'hétes: in vivo habituellement limitée a
la famille ou I'ordre auquel I'héte naturel

appartient; in vitro dans les cellules lymphoblastoi-
des et dans certains types de cellules épithéliales.

Durée du cycle de réplication: variable.

Cytopathologie: variable.

Infection latente: fréequemment observée dans
le tissu lymphoide.

Herpés simplex de type 1
Herpés simplex de type 2
Herpés bovin de type 1
Herpés bovin de type 2
Herpés porcin de type 1

Herpés humain de type 5
Herpés murin de type 1
Herpés porcin de type 2

Herpés humain de type 4

Adapté de Roizman 1982
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leur parenté phylogénétique, laquelle est basée sur la structure du génome, la
sérologie et les homologies de séquences (Roizman et al. 1981). Par exemple, le
genre Simplexvirus de la sous-famille des Alphaherpesvirinae inclut les virus de
I'herpés simplex de types 1 et 2 (HSV-1, HSV-2), ainsi que le virus de I'herpés
bovin de type 2 qui partagent la méme organisation génomique, des homologies
de séquences nucléotidiques et sont apparentés sérologiquement (Sterz et al.

1974).
1.2 Structure des génomes

Les virus herpés possédent un génome constitué d'un ADN double brin
linéaire, dont la longueur varie entre 120 et 230 kilo paires de bases (kpb). La
composition en G+C du génome varie entre 31 a 75% (Roizman 1993). Une
caractéristique intéressante des génomes des virus herpes réside en
I'arrangement de leur séquence. En effet, la présence et la localisation de
séquences répétées subdivisent les portions uniques des génomes en des
segments bien définis qui s'inversent les uns par rapport aux autres, ce qui
résulte en l'existence d'isomeres de génomes. Cette caractéristique a servi de
base pour grouper les ADN des virus herpés en six classes identifiées par les

lettres A a F (McGeoch 1989).

1.3 Cycle lytique

Afin d'illustrer les sections 1.3 et 1.4, le HSV-1 a été choisi comme exemple
puisqu'il s'agit du virus prototype de la sous-famille des Alphaherpesvirinae. La
représentation schématique du cycle de réplication lytique du HSV est présentée
a la Figure 1 (Roizman et Sears 1990). Brievement, le virus initie l'infection en

fusionnant son enveloppe avec la membrane cytoplasmique suite a



Figure 1: Schéma du cycle de réplication lytique du HSV. Les étapes sont
décrites dans le texte. L'illustration est tirée de Roizman et Sears

(1990).
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I'attachement du virion sur la surface cellulaire via des récepteurs spécifiques. La
fusion des membranes permet la libération d'au moins deux protéines virales: la
protéine responsable de Il'arrét de la synthése protéique cellulaire (virion host
shut off protein; VHS) et I'a-TIF, le trans-activateur des génes précoces-
immédiats. La VHS demeure dans le cytoplasme tandis que I'a-TIF est transporté
jusqu'au noyau. La capside, quant a elle, est aussi transportée jusqu'aux pores
nucléaires et I'ADN viral est relargué dans le noyau ou il se circularise
rapidement. La transcription des génes o ou précoces-immédiats, réalisée par
des enzymes cellulaires, est induite par I'a-TIF. Ces ARNm sont ensuite traduits
dans le cytoplasme et les protéines retournent dans le noyau ou elles induisent
I'expression d'une deuxiéme ronde de transcription qui méne a la synthése des
protéines P ou précoces. A ce stade de l'infection, la chromatine cellulaire est
dégradée et les nucléoles sont désaggrégés. L'ADN viral est par la suite répliqué
par le mécanisme du cercle roulant qui génére des concatéméres de génomes
viraux. Pendant ce temps, les protéines y ou tardives, dont la majeure partie
constitue les protéines structurales du virion, sont synthétisées lors d'une
nouvelle ronde de transcription/traduction. L'ADN viral est ensuite clivé en unité
génomique et emmagasiné dans les capsides nouvellement assemblées et le
virus bourgeonne de la membrane nucléaire a I'endroit ou les protéines du
tégument et de l'enveloppe se sont accumulées. Finalement, les capsides
enveloppées sont transportées jusqu'a I'extérieur de la cellule via le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi. Jusqu'a récemment, on croyait que
I'enveloppe virale provenait de la membrane nucléaire interne. Cependant,
plusieurs études suggéerent que les virions, en bourgeonnant de la membrane
nucleaire interne, perdraient cette enveloppe lors du passage a travers la

membrane nucléaire externe ou du réticulum endoplasmique. Les capsides ainsi
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libérées dans le cytoplasme acquerraient une nouvelle enveloppe en

bourgeonnant a travers la membrane cytoplasmique (Rixon 1993).

1.4 Latence

Une caractéristique biologique commune a tous les membres appartenant
aux Herpesviridae réside en leur capacité d'induire une infection latente chez
leur héte. Le phénoméne de la latence est défini par la persistance du virus en
absence de signes cliniques apparents. Au niveau cellulaire, la latence a été
définie par la présence du génome viral en absence de production de virus.
Cette définition inclut aussi le phénomeéne de réactivation ou des virus infectieux
sont générés. Par ailleurs, les virus herpés peuvent demeurer latents pendant
toute la durée de vie de leur hdte. Les sites ou la latence s'établit sont les
neurones (virus herpés neurotropes: HSV-1, HSV-2, virus de la pseudorage
porcine ("pseudorabies"; PRV)), les celiules lymphoides (virus herpés
lymphotropes: cytomégalovirus (CMV), virus Epstein-Barr (EBV)) et les cellules

épithéliales (EBV) (Hill 1985; Roizman et Sears 1987).

Suite a l'infection primaire, le HSV-1 (virion ou particule subvirale) pénétre
dans les nerfs sensitifs qui innervent les cellules infectées et est amené
jusqu'aux ganglions périphériques par transport axonal rétrograde. Les
génomes viraux persistent dans le noyau du neurone sous la forme d'épisomes
circulaires extrachromosomaux (Mellerick et Fraser 1987). La réactivation du
virus peut étre induite par des stimuli tels que: le stress, les rayons ultra-violets
ou la fiévre (Stevens 1989). Suite a cette réactivation, les particules virales sont
transportées jusqu'a la peau, généralement au site de linfection primaire,

permettant ainsi I'établissement d'une infection secondaire.
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Pendant linfection latente, seule une petite portion du génome est
transcrite, ce qui génére une famille de transcrits se chevauchant et qui sont
appelés transcrits associés a la latence (latency associated transcripts; LAT). Par
ailleurs, malgré que ces transcrits contiennent plusieurs cadres de lectures
ouverts (ORF), aucune protéine n'a été détectée in vivo dans les neurones
infectés de fagon latente (Fraser et al. 1992). A ce jour, la fonction des LAT n'a
pas été élucidée; ils ne semblent pas requis ni dans la réplication virale ni dans
I'établissement et le maintien de l'infection latente. Cependant, des travaux
récents suggérent qu'ils pourraient jouer un réle dans l'efficacité de
I'établissement de la latence ainsi que dans la réactivation in vitro et in vivo

(Rock 1993).

2. GENERALITES SUR LE VIRUS DE L'HERPES BOVIN DE TYPE 1

2.1 Historique

Le virus de I'herpés bovin de type 1 (BHV-1) est 'agent étiologique
responsable de la rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) et de I'exanthéme coital
("infectious pustular vulvovaginitis"; IPV). Selon McKercher et al. (1959a), I''lBR a
eté observé pour la premiére fois en 1950 dans des troupeaux de bovidés du
Colorado, aux Etats-Unis ol la maladie avait d'abord été appelée "red nose".
Dés 1953, I'IBR s'était propagé en Californie ainsi que dans d'autres Etats et
pays. Peu de temps apres, le virus a été isolé par Madin et al. (1956). Les
premiers cas recensés en Europe ont été diagnostiqués en 1960 et actuellement,

I'IBR est retrouvé partout dans le monde (Wyler et al. 1989).

Par ailleurs, les symptdmes cliniques de I'IlPV en tant que maladie

vénérienne ont été décrits des 1841 par Rychner, un vétérinaire suisse. Plus tard,
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I'IPV a été nommé "Blaschenausschlag”, un terme qui a été ensuite latinisé pour
"exanthema vesiculosum/pustulosum coitale" (Wyler et al. 1989). Mentionnons
enfin que des tests de neutralisation croisée, effectués entre des isolats retrouvés
au niveau des systéemes respiratoire et reproducteur de bovins infectés, ont

démontré que ces deux pathologies étaient causées par le BHV-1 (McKercher et

al. 1959b).
2.2 Taxonomie

Le BHV-1 est un membre caractéristique de la famille des Herpesviridae
(Armstrong et al. 1961) et de la sous-famille des Alphaherpesvirinae (Roizman
1993). A cause de l'organisation de son génome, le BHV-1 est classé dans le
genre Varicellovirus, comme le virus de la varicelle-zona (VZV), le PRV et le virus

de I'herpés équin de type 1 (EHV-1) (Roizman ef al. 1992).
2.3 Morphologie

Le virion de I'herpés bovin de type 1 possede les quatre constituants de
base de tous les virus herpés (Figure 2). La nucléocapside contient la molécule
d'ADN double brin linéaire du virus. La capside, de symétrie icosahédrale, est
formée de 12 pentaméres et de 150 hexameéres et a un diamétre de 90-110 nm
(Caspar et Klug 1962). Cette derniére est entourée du tégument. Enfin,
I'enveloppe bilipidique du virion présente a sa surface des spicules formés par
des glycoprotéines virales. Le diamétre du virion est d'environ 150-200 nm

(Watrach et Bahnemann 1966).



Figure 2: Particules du BHV-1 aprés imprégnation négative avec de l'acide

phosphotungstique (PTA 3%, pH 6). La barre correspond & 100 nm.






16

2.4 Parenté antigénique

Des tests de neutralisation croisée ont montré que tous les isolats du BHV-1
appartiennent a un seul sérotype et ce, indépendamment de leur origine. En
effet, cette caractéristique a permis de démontrer que I'agent étiologique de I'IBR
et de I'IPV n'était en réalité qu'un seul et méme virus (McKercher et al. 1959b).
Les souches de BHV-1 avaient été divisées en cing sous-types soient 1, 2a, 2b,
3a et 3b, en fonction des patrons de restriction obtenus suite a la digestion du
génome viral par des endonucléases (Metzler et al. 1986; Engels et al. 1986).
Plus réecemment, nous avons démontré que les souches appartenant au sous-
type 1 pouvaient aussi étre différenciées sur la base de leurs profils de restriction
(Simard et al. 1991; Annexe ll). Mentionnons que les souches du sous-type 1
proviennent généralement d'Amérique du Nord (souche de référence Colorado)
tandis que celles du sous-type 2 sont d'Europe (souche de référence K22). Les
souches ayant un potentiel neuropathogéne avaient été classées dans le sous-
type 3 (Engels et al. 1986), cependant, elles font dorénavant partie d'un groupe

distinct, le BHV-5 (Roizman et al. 1992).
3. PATHOGENICITE DU BHV-1
3.1 Infections aigués

Une grande variété de manifestations cliniques sont associées aux
infections causées par le BHV-1 (revues en détails par Kahrs 1977; Gibbs et
Rweyemamu 1977). Cependant, le résultat d'une infection naturelle est
probablement déterminé par des facteurs tels que: la souche de virus, la dose, la

voie d'inoculation, le statut immunologique de l'animal, ainsi que par
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l'environnement. La forme classique de I'IBR est caractérisée principalement par
de la fieévre, une respiration rapide, une dépression, une diminution de l'appétit et

chez les vaches, par une baisse sévére de la production de lait.

Les animaux atteints sécrétent d'abondantes quantités de mucus, clair au
début et devenant mucopurulent a mesure que l'infection progresse.
Mentionnons aussi que le museau des animaux prend une couleur rougeatre,
d'ou l'origine de l'appellation "red nose". Une auscultation révéle la présence
d'une trachéite; cependant les poumons demeurent intacts. Il a été observé
qu'une conjonctivite, caractérisée par d'abondantes sécrétions lacrymales, était
fréquemment associée a l'infection respiratoire. Pour une vache gestante, I''BR
peut mener a la perte du foetus. La durée de l'infection respiratoire aigué varie
entre cing et dix jours. De plus, I'IBR entraine généralement une infection
respiratoire secondaire d'origine bactérienne a Pasteurella haemolytica qui peut

entrainer la mort de 'animal (Yates 1982).

En ce qui concerne I'IBR, les pertes économiques encourues par les
éleveurs de bovidés aux Etats-Unis seulement sont d'environ 30 millions de
dollars par année (Kit 1989). De plus, si I'on considére que cette infection est un
facteur majeur du complexe associe aux maladies respiratoires des bovins, dont
les colits annuels ont été estimés & un quart de milliard de dollars aux Etats-Unis
(Wohlgemuth et Herrick 1986), il est concevable de prétendre que les pertes
économiques associées a I'IBR se situeraient plutét dans les 100 millions de

dollars annuellement.

La deuxiéme pathologie la plus fréequemment associée au BHV-1 est I'IPV

qui se manifeste cliniquement par la sécrétion de mucus et l'apparition de
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pustules sur les muqueuses vaginales et vulvaires de la vache. Chez le méle,
l'infection se loge au niveau des muqueuses du pénis et du prépuce. D'autres
manifestations cliniques, moins couramment observées, ont été associées a une
infection au BHV-1 telles des dermatites, des encéphalites et des entérites.
Mentionnons enfin qu'une infection néonatale ou in utero lors des derniers
stades de la gestation, résulte en une virémie qui est généralement fatale pour

les veaux atteints.

3.2 Latence

Suite & l'infection primaire, le BHV-1, & l'instar de tous les virus herpés,
persiste sous forme latente chez son héte. La latence s'établit dans les ganglions
trijumeaux (Homan et Easterday 1980; Ackermann et al. 1982) et sacraux
(Ackermann et al. 1984) de I'héte et & ce moment, le virus n'est alors plus
excrété. Lorsque survient un épisode de réactivation, les animaux infectés
réexcrétent le virus, avec ou sans signes cliniques apparents, et transmettent

ainsi le BHV-1 aux animaux non-infectés du troupeau.

Actuellement, les mécanismes régissant I'établissement, le maintien et la
réactivation de linfection latente des alphaherpésvirus demeurent inexpliqués.
Cependant, le BHV-1 est considéré comme un modéle animal intéressant pour
I'étude de la latence puisque le virus est réactivé de maniére reproductible, chez
le lapin et le boeuf, suite & un traitement avec des glucocorticoides synthétiques
comme le dexaméthasone (Sheffy et al. 1973; Davies et Duncan 1974; Narita et

al. 1978; Rock et Reed 1982; Brown et Field 1990).
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4. GENOME

Le génome du BHV-1 est constitué d'une molécule d'ADN linéaire double-
brin ayant une longueur approximative de 138 kpb (Figure 3A; Schwyzer 1993).
La composition en G+C du génome, estimée par des méthodes physico-
chimiques, est de 71 & 72% (Graham et al. 1972). Le génome, dont l'organisation
est typique des génomes appartenant au groupe D, est composé d'un segment
long unique de 105 kpb et d'un segment court unique de 13 kpb bordé par des
extrémités répétitives inversées, internes et terminales de 11 kpb (Farley et al.
1981; Mayfield et al. 1983). La particularité de ce type de génome réside en la
capacité du segment court d'inverser son orientation par rapport au segment
long ce qui résulte en l'existence de deux formes isomériques de génome,
présentes en quantités équimolaires dans une préparation d'ADN purifié & partir

de virions.

Les différentes souches de BHV-1 montrent une hétérogénéité
considérable dans la région 5' du génome a cause de la présence de séquences
répétées de 14 pb dont la fréquence varie entre 8 et 38 copies par génome
(Hammerschmidt et al. 1986). De plus, environ 10% des molécules d'ADN du
virus possédent une queue d'ADN celiulaire (40-300 pb) localisée a l'extrémité
3' du génome, ce qui suggére que I'ADN du BHV-1 pourrait se recombiner assez

fréquemment avec I'ADN cellulaire (Hammerschmidt et al. 1990).

Dans les cellules infectées par le BHV-1, les génomes viraux circularisés
servent de gabarits pour la réplication de I'ADN et les copies génomiques

générées se retrouvent sous la forme de concatémeres téte-a-queue qui sont



Figure 3:

Génome du BHV-1. (A) Schéma du génome viral. Celui-ci est
constitué d'un long (Ur; 105 kpb) et d'un court (Us; 13 kpb) segment
unique bordé par des séquences répétitives inversées (Rs; 11 kpb).
(B) Carte des sites Hind Ill de I'orientation prototype du génome du
BHV-1 (adaptée de Mayfield et al. 1983) et localisation des génes
viraux dont les séquences ont été publiées. Les unités génomiques
sont indiquées en haut de la carte des sites Hind Ill. Le sens des
fleches indique l'orientation des séquences codantes qui sont
identifiées comme suit: circ; BICP27; dUTPase; TIF, trans-activateur
des génes précoces-immédiats; VP8; gC; sRNR, petite sous-unité de
la ribonucléotide réductase; DNA pol, ADN polymérase; gB; UL24;
TK, thymidine kinase; gH; BICPO; BICP4; BICP22; gE; gD; gl; gG; PK,

protéine kinase.
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ensuite clivés en unités génomiques avant d'étre encapsidées dans les virions

(Hammerschmidt et al. 1986).

Jusqu'a présent, les séquences codantes d'une vingtaine de génes du
BHV-1 ont été publiées (Figure 3B). Cependant, un projet de séquengage du
génome viral a été initié en 1992 par M. Schwyzer (Université de Zurich, Suisse).
Il s'agit d'une collaboration internationale regroupant 12 laboratoires, dont le
nétre. La totalité de la séquence sera bientét a la disposition de la communauté
scientifique puisque actuellement plus de 85% du génome du BHV-1 a été
séquencé. |l est a noter que les séquences nucléotidiques complétes des
génomes de quatre virus herpes humains (HSV-1, VZV, EBV, HCMV) et de trois
herpés animaux ont déja été déterminées (herpesvirus saimiri, "catfish channel

virus", EHV-1).
5. EXPRESSION DES GENES

5.1 Cycle lytique

L'expression des génes du BHV-1 se déroule suivant une cascade qui est
similaire & celle des autres alphaherpésvirus. Les génes viraux ont été classifiés
selon le temps d'apparition des transcrits dans les cellules infectées par le
BHV-1 ainsi que par l'utilisation d'inhibiteurs de synthése protéique ou d'ADN
pouvant bloquer leur transcription (Seal et al. 1991). Ainsi, les génes précoces-
immédiats sont transcrits en absence de toute synthése protéique de novo,
I'expression des génes précoces débute avec la synthése des protéines virales

tandis que I'expression des génes tardifs requiert la synthése de I'ADN viral.
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La distribution temporelle et spatiale des transcrits de deux souches du
BHV-1 a été analysée en hybridant les fragments Hind lll du génome sur les
ARNm viraux fixés sur support solide (Northern). Avec cette technique, Wirth et al.
(1989) ont identifié 54 transcrits dont quatre précoces-immédiats, 21 précoces et
12 tardifs de méme que 17 transcrits qui n'ont pu étre classés dans I'une ou
l'autre de ces catégories. Par contre, Seal et al. (1991) ont détecté 59 transcrits,
dont trois précoces-immédiats, 28 précoces et 28 tardifs. La taille de ces

transcrits variait entre 0,4 et 10 kb.

De fagon générale, les produits des génes précoces-immédiats sont
impliqués dans la régulation du cycle de réplication du virus, les produits des
génes précoces sont impliqués dans le métabolisme de I'ADN tandis que les

protéines tardives constituent la majeure partie des protéines structurales du

virus.
5.2 Latence

Rock et al. (1986) de méme de Kutish et al. (1990) ont détecté la présence
de transcrits associés a la latence dont la taille variait entre 0,77 et 1,6 kb et dont
la localisation intra-cellulaire se situait principalement au niveau du noyau. La
région transcrite du génome du BHV-1 chevauche partiellement les transcrits
IER2.9 et ER2.6 issus du brin complémentaire d'ADN et codant pour la protéine
BICPO (Wirth et al. 1991, 1992). La signification de la présence de cet ARN dans
les phénoménes de latence et de réactivation du virus reste a déterminer.
Cependant, I'analyse du promoteur indique que la régulation de I'expression de

I'ARN lié a la latence serait exercée par des facteurs cellulaires présents dans
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les neurones ainsi que par les génes précoces-immédiats (Bratanich et Jones

1992).
6. PROPRIETES ET FONCTIONS DES PROTEINES

L'analyse des protéines virales synthétisées au cours de l'infection lytique a
permis d'identifier de 40 & 48 polypeptides sur gel de polyacrylamide. Parmi
ceux-ci, quatre protéines précoces-immédiates et six tardives ont été identifiées
(Misra et al. 1981). Il a aussi été estimé que plus de 25 protéines du BHV-1 sont

structurales (Misra et al. 1981; Bolton et al. 1983).

La dénomination actuelle des protéines du BHV-1 repose sur leur
homologie de séquences avec les protéines du HSV, tel qu'il a été proposé lors

du congrés annuel du virus herpés bovin en 1993.
6.1 Protéines précoces-immédiates

Les génes précoces-immeédiats sont transcrits a partir de deux unités de
transcription distinctes localisées dans les séquences répétitives inversées du
génome viral (Wirth et al. 1991). L'unité de transcription 1 (IE-1) génére trois
transcrits précoces-immédiats nommés IER4.2, IER2.9 et IER1.5 qui partagent le
méme promoteur et qui sont issus de l'épissage alternatif d'un ARN pré-
messager. L'exon 2 de IER4.2 code la protéine BICP4 (180 kDa), laquelle trans-
active les promoteurs des géenes precoces et inhibe l'activité de son propre
promoteur (Schwyzer et al. 1993). L'exon 2 de IER2.9 partage son extrémité 3'
avec le transcrit précoce ER2.6. Ces deux ARN codent la protéine BICPO
(97 kDa; Fraefel et al. 1994a) qui trans-active les promoteurs de différents génes

incluant le sien et réprime l'activité du promoteur de l'unité de transcription 2
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(Wirth et al. 1992). Le troisieme transcrit provenant de l'unité de transcription 1,
IER1.5, s'étend sur la région 5' du segment Up du génome qui est liée de fagon
covalente au segment Us lors de l'infection lytique lorsque le génome viral est
circularisé (Fraefel et al. 1993). La protéine codée par ce transcrit a été désignée
circ (34 kDa); sa fonction biologique est inconnue et il a été recemment démontré
qu'elle n'était pas essentielle dans la réplication du virus in vitro (Fraefel et al.
1994b). L'unité de transcription 2 génere le transcrit épissé IE1.7 dont I'exon 3
porte la séquence codante de la protéine BICP22 (55 kDa; Hayes et Rock 1990)
dont la fonction n'est pas encore définie (Schwyzer et al. 1994). Il est a noter que

le promoteur de ce gene est réactivé durant la phase tardive de l'infection.
6.2 Glycoprotéines de surface

Jusqu'a présent, sept génes codant des glycoprotéines trans-membranaires
ont été identifiés et caractérisés. Il s'agit des glycoprotéines gB, gC, gD, gE, gG,
gH et gl (Whitbeck et al. 1988; Misra et al. 1988; Fitzpatrick et al. 1989; Tikoo et
al. 1990; Meyer et al. 1991; Leung-Tack et al. 1994). Les glycoprotéines gB, gC
et gD (anciennement dénommées gl, glli et glV respectivement) ont été étudiées
de maniére approfondie étant donné qu'elles constituent les cibles majeures de
immunité humorale induite par le virus (voir section 7). Cependant, d'autres

études ont aussi porté sur leur réle biologique au cours de l'infection.

La glycoprotéine gB est constituée de trois polypeptides de 130, 74 et 55
kDa qui dérivent d'un précurseur commun synthétisé au cours de la phase
précoce de linfection (Ludwig et Letchworth Il 1987; Nelson et al. 1989). Une
certaine proportion de la glycoprotéine de 130 kDa est clivée par une protéase

cellulaire générant ainsi un hétérodimére de 74 et 55 kDa lié par des ponts
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disulfures (Marshall et al. 1986; van Drunen Littel-van den Hurk et Babiuk
1986a). |l a été observé que la gB induisait la fusion des membranes
cytoplasmiques cellulaires (Fitzpatrick et al. 1988; 1990c) et qu'elle était
impliquée dans l'attachement et la pénétration du virus a l'intérieur de la cellule-
héte (Liang et al. 1991). De plus, il a été démontré que I'abolition du clivage
protéolytique de la gB n'affectait pas I'attachement et la pénétration du virus mais
celui-ci se propageait moins rapidement d'une cellule infectée a une cellule
adjacente non-infectée (Blewett et Misra 1991; Kopp et al. 1994). Parmi toutes
les glycoprotéines des alphaherpésvirus, la gB est la plus conservée ce qui
suggere qu'elle jouerait un réle important dans la biologie des virus herpés. La
construction de mutants de délétion de la gB du PRV (Raugh et al. 1991) et du
HSV (Cai et al. 1987) a permis de démontrer qu'il s'agissait d'une protéine
essentielle pour la réplication du virus. Par conséquent, il est probable qu'il en

soit de méme chez le BHV-1.

La glycoprotéine gC (90 kDa) est la glycoprotéine la plus abondante du
BHV-1. On la retrouve aussi sous la forme d'un homodimere de 180 kDa
(Marshall et al. 1986; van Drunen Littel-van den Hurk et Babiuk 1986a). Le géne
est exprimé durant la phase tardive de l'infection (Ludwig et Letchworth Ill 1987,
Nelson et al. 1989). Il a été démontré que la gC était la protéine d'attachement
majeure du BHV-1 et qu'elle facilitait la pénétration du virus dans la cellule-héte
(Liang et al. 1991). Tout comme chez le HSV (WuDunn et Spear 1989) et le PRV
(Mettenleiter et al. 1990), I'attachement du BHV-1 serait médié, du moins en
partie, par la liaison de la gC sur des récepteurs cellulaires portant des
groupements ressemblant aux héparines (heparin-like components; Okazaki et

al. 1991, Liang et al. 1993a). Cependant, d'autres glycoprotéines du BHV-1
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seraient aussi impliquées dans l'attachement du virus a la cellule-héte puisque
la gC n'est pas essentielle pour linfectivité virale in vitro. Il a en effet été
démontré que des mutants de délétion de la gC pouvaient se répliquer,

quoiqu'un peu moins rapidement que le virus sauvage (Liang et al. 1991; 1992).

La troisiéme glycoprotéine majeure du BHV-1, la gD (70 kDa), peut comme
la gC former des homodiméres (140 kDa; Marshall et al. 1986; van Drunen Littel-
van den Hurk et Babiuk 1986a). Le géne est exprimé durant la phase précoce de
l'infection (Ludwig et Letchworth 111 1987; Nelson et al. 1989). Cette glycoprotéine
est essentielle pour la pénétration du virion dans la cellule-héte et par
conséquent, un mutant de délétion de la gD est non-infectieux (Fehler et al.
1992). Une caractéristique intéressante de la gD réside en sa capacité de causer
une interférence virale. En effet, il a été observé que des cellules bovines
exprimant la gD deviennent partiellement résistantes a l'infection par le BHV-1
ainsi que par le PRV et le HSV, quoigu'a un degré moindre pour ces deux
derniers virus (Tikoo et al. 1990; Chase et al. 1990). Ce phénoméne
d'interférence a aussi été observé chez les homologues de la gD de d'autres
alphaherpésvirus qui ont été exprimés dans toute une variété de lignées
cellulaires (Chase et al. 1993). Toutefois les mécanismes régissant ce

phénomeéne demeurent largement incompris.

La glycoprotéine gE du BHV-1 a une masse moléculaire de 92 kDa
(Rijsewijk et al. 1992) et il a été démontré qu'elle n'était pas essentielle pour la
réplication du virus in vitro puisqu'un mutant de délétion posséde les mémes
caractéristiques de croissance que le virus sauvage (Rijsewijk et al. 1994).
Cependant, les plages virales sont de plus petite taille, indiquant ainsi que la gE

serait probablement impliquée dans la propagation du virus d'une cellule a
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l'autre. Les glycoprotéines gE de plusieurs alphaherpésvirus forment un
complexe lié de fagon non-covalente avec la glycoprotéine gl (Johnson et
Feenestra 1987; Zuckermann et al. 1988; Yao et al. 1993) et cette caractéristique

a aussi été observée chez le BHV-1 (Rijsewijk et al. 1992).

Mentionnons que si les génes des glycoprotéines gl, gG et gH du BHV-1 ont
été localisés sur le génome viral et ont été séquencés (Meyer et al. 1991; Leung-
Tack et al. 1994), seul le produit du géne codant la gH a recemment été identifié.
Cette glycoprotéine posséde une masse moléculaire de 108 kDa et il est
probable qu'il s'agisse de la glycoproteine anciennement désignée gll (Marshall
et al. 1986; van Drunen Littel-van den Hurk et Babiuk 1986a; Baranowski et al.
1995). Il est aussi a noter que les homologies de séquences retrouvées entre les
glycoprotéines gl, gG et gH du BHV-1 et leurs contre-parties du HSV suggérent
qu'elles joueraient des réles similaires dans l'infection. Ainsi, la gl du HSV qui
n'est pas essentielle pour la réplication du virus a été impliquée dans la
propagation de linfection d'une cellule a l'autre. La gH, une glycoprotéine
essentielle, semble jouer un réle dans I'attachement et I'entrée du virus dans la
cellule-héte, tandis qu'aucune fonction n'a encore été attribuée a la gG jusqu'a
maintenant (Spear 1993). Chez le HSV, des glycoprotéines supplémentaires
désignées gK, gL et gM ont été identifiées (revue par McGeoch ef al. 1993) et la
similarité observée entre les génomes des alphaherpésvirus laisse supposer
que lorsque le génome du BHV-1 sera entiérement séquencé, des

glycoprotéines homologues pourront étre identifiées.
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6.3 Enzymes

Les génomes des alphaherpésvirus contiennent des genes codant des
enzymes impliquées dans le métabolisme de I'ADN et ceux-ci sont exprimés
durant la phase précoce de linfection. En général, ces enzymes ne sont pas
requises pour la réplication du virus en culture de cellules mais elles constituent
la plupart du temps des facteurs de virulence dans la pathogenése du virus. En
ce qui concerne le BHV-1, Owen et Field (1988) ont localisé et partiellement
séquencé le géne de I'ADN polymérase virale. Le géne de la désoxyuridine tri-
phosphatase (dUTPase), I'enzyme qui catalyse la dégradation du dUTP en
dUMP, a récemment été caractérisé et la construction d'un mutant de délétion a
permis de démontrer que cette enzyme n'était pas essentielle pour le virus in
vitro, quoique le mutant se répliquait moins bien que le virus sauvage (Liang et
al. 1993b). Par ailleurs, Simard et al. (1992; 1995) ont localisé et caractérisé les
génes codant la petite et la grosse sous-unité de la ribonucléotide réductase
virale, I'enzyme catalysant la réduction des ribonucléosides di-phosphates en
désoxyribonucléosides diphosphates, ceux-ci étant les précurseurs requis pour

la synthése de I'ADN.

La thymidine kinase (TK) du BHV-1 demeure I'enzyme virale la plus
caractérisée. En effet, Weinmaster et al. (1982) et Kit et Qavi (1983) ont d'abord
isolé des variants TK- du BHV-1, démontrant ainsi que I'enzyme n'était pas
requise pour la réplication in vitro du virus. Ensuite, la localisation et la séquence
du géne ont été rapportées par plusieurs équipes de recherche (Bello et al.
1987; 1992; Mittal et Field 1989; Smith et al. 1990). In vivo, des mutants TK- du
BHV-1 sont moins virulents que le virus sauvage et par conséquent, ils

constituent des candidats intéressants pour la mise au point d'un vaccin vivant
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atténué contre l'infection (voir section 8). De plus, il est intéressant de noter que
de tels mutants sont capables d'établir une infection latente chez le lapin ou le
boeuf, mais qu'aucune réactivation suite a un traitement des animaux avec des
glucocorticoides n'a pu étre observée (Brown et Field 1990; Gilliam et al. 1993).

Toutefois, les mécanismes impliqués demeurent inconnus.
6.4 Autres génes et/ou protéines

La séquence compléte de la courte région unique du génome du BHV-1 a
récemment été publiée et 'analyse de la séquence a révélé la présence de huit
cadres de lecture ouverts potentiels, dont ceux des génes codant les
glycoprotéines gG (ORF 4), gD (ORF 5), gl (ORF 6) et gE (ORF 7; voir section 6.2).
L'analyse de la séquence en acides aminés du premier ORF n'a pas révélé
d'homologie avec des protéines connues. Par contre, les séquences en acides
aminés du second et du huitieme ORF sont homologues a deux protéines
retrouvées chez les alphaherpésvirus et dont la fonction n'est pas encore connue
(Leung-Tack et al. 1994). Enfin, 'ORF 3 contient la séquence codante d'une
sérine/thréonine protéine kinase, tel que démontré par homologie de séquences

avec le HSV.

En ce qui a trait a la localisation et la caractérisation de génes codés dans
la région longue unique du génome du BHV-1, Bandyopadhyay et al. (1990) ont
localisé le géne codant la protéine majeure liant 'ADN (major DNA binding
protein). La séquence nucléotidique d'un géne homologue a I'ORF UL24 du
HSV a aussi été déterminée. De plus, la construction d'un mutant de délétion du
géne a démontré que le produit de ce géne n'était pas essentiel pour la

réplication in vitro du BHV-1 (Whitbeck et al. 1994). Chez le HSV, le produit du
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géne UL24 code une protéine membranaire dont la fonction est inconnue

(Roizman et Sears 1993).

On a récemment caractérisé le géne codant une des protéines qui jouent un
réle clé dans linfection lytique du BHV-1 (Carpenter et Misra 1992). Ce gene est
localisé en amont du géne codant la VP8, la protéine faisant I'objet de cette
thése. Le produit de ce géne est 'homologue du trans-activateur des génes
précoces-immédiats du HSV, I'a-TIF, dont il a été brievement fait mention a la
section 1.3. Chez le BHV-1, la protéine (68 kDa) est synthétisée a la fin de la
phase précoce de linfection lytique et elle se retrouve dans les virions purifiés.
Des études in vitro ont démontré que cette protéine trans-activait le promoteur de
l'unité de transcription 1. De plus, I'a-TIF du BHV-1 formerait un complexe avec
des facteurs cellulaires et la trans-activation nécessiterait la présence du motif
TAATGAGCT situé dans le promoteur des génes précoces-immédiats (Misra et
al. 1994). Ces résultats suggerent que le mécanisme par lequel l'infection lytique

est initiée chez le BHV-1 serait similaire & ce qui a été observé chez le HSV.

7. IMMUNITE INDUITE PAR LE BHV-1

La réponse immunitaire induite pour combattre l'infection par le BHV-1 est
complexe et inclut les réponses spécifique et non-spécifique. La réponse
immunitaire non-spécifique comprend I'action des interférons (IFN), l'activation
du complément, les effecteurs précoces de l'inflammation et l'infiltration locale de
cellules effectrices telles les neutrophiles, les macrophages et les cellules
"natural killers" (NK). La réponse spécifique comprend les lymphocytes T et les
anticorps. Il est généralement admis que limmunité humorale prévient la

réinfection, tandis que l'immunité cellulaire, par I'entremise des lymphocytes T ou
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par linteraction des anticorps et des cellules pourvues de récepteurs pour la
fraction Fc des immunoglobulines, jouerait un réle plus important dans la
guérison des infections (Rouse et Babiuk 1978). Le patron d'excrétion du BHV-1
dans les nasaux des animaux infectés suggere que la réponse non-spéecifique
serait prépondérante au cours de linfection primaire aigué, tandis que les
réponses non-spécifique et spécifique protégeraient les animaux contre

I'infection secondaire ou contre la réactivation du virus (Bielefeldt Ohmann et al.

1985).
7.1 Immunité non-spécifique
7.1.1 Interférons

Chez les bovins, comme chez d'autres espéces animales incluant 'Homme,
les interférons ont été classés en trois types sur la base de leur origine cellulaire,
leur spécificité antigénique ainsi que la structure et I'organisation de leurs génes
(Babiuk et al. 1985). L'IFN-a est produit par les leucocytes incluant les cellules
NK, tandis que I'IFN-B est produit par les fibroblastes et par des cellules
épithéliales (les IFN-o et B sont aussi nommés IFN de type I). L'lFN-y ou IFN de

type Il est induit dans les lymphocytes T et les cellules NK activés (Samuel 1991).

Lors d'une infection respiratoire par le BHV-1, I'lFN-a est détecté dans les

sécrétions nasales des animaux infectés et ce, dés cinq heures post-infection. La

quantité maximale d'IFN-o est atteinte entre les 72 a 96 heures suivant le début

de linfection et sa présence persiste durant huit jours (Straub et Ahl 1976). Cette

synthése rapide d'IFN-a procurerait une protection locale au début de linfection

en modulant la migration des leucocytes et en augmentant la capacité de
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phagocytose des leucocytes et l'activité cytolytique des cellules NK (Babiuk et al.

1985; Lawman et al. 1987; Jensen et Shultz 1990).
7.1.2 Macrophages

Les macrophages bovins produisent de I'lFN et ils expriment & leur surface
des récepteurs Fc, leur permettant ainsi d'agir en tant que cellules effectrices
dans la lyse des cellules dépendante des anticorps ("antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity"; ADCC). In vitro, ces cellules peuvent étre infectées par le
BHV-1 (Forman et al. 1982; Bielefeldt Ohmann et al. 1984) conduisant ainsi a
une diminution de leurs capacités fonctionnelles (Forman et Babiuk 1982).
Cependant, un traitement a I'lFN-o rend les macrophages résistants a l'infection
par le BHV-1. Parallélement, le nombre de récepteurs Fc augmente et il en
résulte une augmentation de l'activité ADCC (Bielefeldt Ohmann et al. 1984). La

signification in vivo de ces observations demeure inconnue.

L'activation des macrophages résulte également en linduction d'une
activité cytolytique dirigée contre les cellules infectées. Le mécanisme impliqué
serait indépendant des anticorps et les cibles n'ont pas été identifiées (Rouse et
Babiuk 1977). Il est & noter que les lymphocytes T activés produisent de I''FN-y et
possiblement d'autres cytokines, qui ont la capacité d'augmenter I'activation des

macrophages (Campos et al. 1989).
7.1.3 Cellules NK

Les cellules NK constituent une population hétérogéne de cellules
effectrices non-adhérantes dont l'activité cytolytique n'est pas restreinte par les

molécules de classe | ou Il du complexe majeur d'histocompatibilité présentes a



34

la surface des cellules infectées (Trinchieri 1989). Chez les bovins, une activité
cytolytique ressemblant a celle médiée par les cellules NK a été associée & une
population de cellules non-adhérantes, de large taille, qui ne possédaient pas
les marqueurs de surface conventionnels des lymphocytes T et B (Cook et
Splitter 1989). Toutefois, une longue période d'incubation est requise afin
d'obtenir une lyse optimale des cellules cibles (Campos et Rossi 1986). Une
analyse des marqueurs de surface présents sur ces cellules cytolytiques a
démontré que cette population serait composée de lymphocytes CD3+, CD45+ et

récepteurs Fc+ (Amadori et al. 1992).

Par ailleurs, des études ont aussi été entreprises dans le but d'identifier les
cibles reconnues par ces cellules cytolytiques. Ainsi, la lyse de cellules infectées
par le BHV-1 qui avaient été traitées soit avec de I'acide phosphonoacétique
(inhibiteur de la synthése des protéines tardives) ou avec du cycloheximide
(inhibiteur de la synthése des protéines précoces-immédiates et tardives) a
suggéré que ni les protéines précoces-immédiates ni les protéines tardives
n'étaient les antigénes reconnus par les cellules effectrices (Cook et al. 1989). I
a de plus été observé que des cellules canines exprimant les glycoprotéines gB
(Misra et al. 1988) et gD (Tikoo et al. 1990), qui sont synthétisées pendant la
phase précoce de l'infection, étaient reconnues par les cellules NK tandis que
des cellules exprimant la gC (Fitzpatrick et al. 1989) ne ['étaient pas (Palmer et
al. 1990). Toutefois, il est possible que cette augmentation de la lyse de ces
cellules transfectées soit simplement due a une modification de la structure de la
membrane causée par l'insertion des glycoprotéines plutét qu'a une

reconnaissance de l'antigene viral.
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7.2 Immunité spécifique
7.2.1 Immunité humorale

La réponse immunitaire systémique humorale dépend de la production
d'anticorps sériques appartenant aux classes d'immunoglobulines IgM et IgG
(Aguilar-Setién et al. 1980). La production d'anticorps anti-BHV-1, détectés par
un test de neutralisation in vitro du virus, débute de 8 & 12 jours aprés le début
de l'infection et peut persister pendant environ 5 ans (Gibbs et Rweyemamu
1977, Chow 1972), mais sa persistance requiert des restimulations
occasionnelles (Kahrs 1977). Au cours de linfection primaire, il a été observé
que la production d'IlgM précédait celle des IgG (Rossi et Kiesel 1976), tandis
que lors de [l'infection secondaire, seules les IgG sont détectées (Guy et Potgieter
1985a). Par ailleurs, on assiste a une production d'lgM et d'lgG suite a la
réactivation du virus (Guy et Potgieter 1985b). La réponse humorale mucosale
est aussi sollicitée puisque des IgA neutralisantes ont été détectées dans les
sécrétions nasales et vaginales d'animaux infectés (Ludwig 1983; Aguilar-Setién
et al. 1980). Toutefois I'importance de I'immunité mucosale dans la réponse anti-
BHV-1 reste a démontrer. En effet, seule une faible réduction de la réplication
virale a été observée chez des animaux infectés ayant été traités avec des
sécretions nasales "immunes" contenant entre autres des IgA (Bouffard et

Derbyshire 1981).

Une étude entreprise dans le but de définir la spécificité de la réponse
humorale induite lors de l'infection par le BHV-1 a démontré que les anticorps
présents dans les sérums d'animaux infectés reconnaissaient principalement les

glycoprotéines gB, gC et gD (van Drunen Littel-van den Hurk et Babiuk 1986b).
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Ces protéines induisent la production d'anticorps neutralisants (Collins et al.
1984, Babiuk et al. 1987; Hughes et al. 1988; van Drunen Littel-van den Hurk et
al. 1985; Scott et al. 1988; Lum et Reed 1986). Des études préliminaires ont
permis l'identification d'épitopes importants pour la neutralisation (Marshall et al.
1988; Fitzpatrick et al. 1990a; Tikoo et al. 1993). Enfin, il a récemment été
démontré que I'immunisation de bovins avec la VP8 purifiée par
chromatographie d'affinité induisait une réponse humorale substantielle ainsi

que la production d'anticorps neutralisants (van Drunen Littel-van den Hurk et al.

1995).

Il a été suggéré que l'action directe des anticorps via la neutralisation
s'effectuait principalement lors d'une réinfection ou lors d'un épisode de
réactivation. En effet, lors de l'infection primaire, le réle joué par les anticorps
neutralisants dans la prévention de la propagation du virus demeure incertain
parce que d'une part ils apparaissent trop tard et que d'autre part, la propagation
virale peut s'effectuer directement d'une cellule a 'autre ou par transport axonal
(Kahrs 1977; Aguilar-Setién et al. 1980; Rouse et Babiuk 1978). Ainsi, I'action
des anticorps s'effectuerait de fagon indirecte en requérant leur coopération dans
des mécanismes menant & la destruction des cellules infectées tels: la lyse
médiée par le complément et les anticorps, 'ADCC et I'ADCC facilitée par le
complément. Mentionnons que ces mécanismes ont été mis en évidence in vitro

et que leur implication in vivo demeure hypothétique.

7.2.2 Immunité cellulaire

Tel que mentionné au début de la section 7, la réponse cellulaire serait

importante pour la guérison de l'infection. Ainsi, une réponse proliférative et une
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activité cytotoxique médiées par des lymphocytes T périphériques de boeufs
infectés par le BHV-1 ont été détectées a environ huit jours post-infection (Miller-

Edge et Splitter 1986; Brigham et Rossi 1986; Splitter et Eskra 1986; Rutten et al.
1990).

Les premiéres études visant a isoler des lymphocytes T bovins capables de
lyser les cellules infectées par le BHV-1 avaient démontré que la lyse n'était pas
restreinte par le complexe majeur d'histocompatibilité (Rouse et Babiuk 1977;
Brigham et Rossi 1986). Ces résultats suggéraient que des cellules effectrices
médiant une cytotoxicité naturelle étaient impliquées dans la lyse des cellules
infectées (Rouse et Horohov 1984) puisque l'activité des lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) requiert une restriction génétique entre la cellule effectrice et
la cellule cible. Cependant, Splitter et al. (1988) ont isolé des clones CTL
spécifiques a des antigénes du BHV-1 et ont démontré qu'ils étaient

génétiquement restreints.

Plus réecemment, des équipes de recherche ont commencé a identifier les
protéines virales reconnues par les lymphocytes T dans le but de caractériser
leur réle dans la réponse cellulaire anti-BHV-1. Jusqu'a présent, il a été
démontré que quatre protéines virales (gB, gC, gD et VP8) étaient reconnues par
des lymphocytes T auxiliaires CD4+ de bovins immuns pour le BHV-1 (Hutchings
et al. 1990b). Des épitopes T ont aussi été identifiés chez les gD (Leary et Splitter
1990a) et gC (Leary et Splitter 1990b). Par ailleurs, des clones de lymphocytes T
cytotoxiques CD8+ ont été isolés (Splitter et al. 1988). Il a été ensuite démontré
que les gC et gD comptaient parmi les antigénes viraux reconnus par des
lymphocytes T cytotoxiques provenant de bovins immuns pour le BHV-1 (Denis

et al. 1993). Mentionnons en terminant que dans une étude récente, van Drunen
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Littel-van den Hurk et al. (1995) ont observé que des lymphocytes de bovins
immunisés avec une préparation de VP8 purifiée proliféraient in vitro, ce qui

suggeére que cette protéine est impliquée dans l'induction de I'immunité cellulaire

anti-BHV-1.
7.3 Immunosuppression et immuno-évasion

L'immunosuppression causée par une infection herpétique a été définie
comme un processus actif ou I'expression des génes viraux a des effets directs
ou indirects sur les leucocytes de I'néte, ce qui conduit a une suppression de
limmunité non-spécifique ou spécifique (Rouse et Horohov 1986; McChesney et
Oldstone 1987; Rinaldo 1990). Ainsi, l'infection par le BHV-1 provoque une
certaine suppression de la réponse immunitaire cellulaire et conséguemment,
les animaux deviennent hautement susceptibles aux infections secondaires

d'origine bactérienne, ce qui peut mener a des pneumonies sévéres (Jericho et

Langford 1978).

Il a été observé que les cellules mononucléées d'animaux infectés
produisaient moins d'interleukine 2 et que leurs réponses proliférative et
cytotoxique étaient réduites, comparativement a des cellules provenant
d'animaux non-infectés (Biefeldt Ohmann et Babiuk 1985; Filion et al. 1981). ll a
été suggéré qu'une infection non-productive des lymphocytes T par le BHV-1
induisait l'inhibition de la réponse proliférative (Carter et al. 1989) en provoquant
une lymphocytolyse dont les caractéristiques ressemblent a celles de I'apoptose
(Griebel et al. 1990). Cependant, il a ensuite été démontré que méme le BHV-1

inactivé aux ultra-violets pouvait aussi inhiber la prolifération lymphocytaire, ce
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qui suggére que l'inhibition de la prolifération serait causée par l'attachement du

virus sur le lymphocyte (Hutchings et al. 1990a).

D'autres types d'interactions observées entre les virus herpés et leur hote
référent a ce qu'il est convenu d'appeler immuno-évasion plutét
qu'immunosuppression (Fitzpatrick et Biefeldt Ohmann 1991, Banks et Rouse
1992). Par exemple, l'infection latente des alphaherpésvirus dans les neurones
résulte en une expression restreinte des génes viraux et en une absence de
protéines immunogénes, ce qui permet au virus de persister dans son héte
puisqu'aucune réponse immunitaire n'est génerée. En ce qui concerne le BHV-1,
il a été démontré que la gC pouvait lier le facteur C3 du complément (Huemer et
al. 1993). |l est donc possible qu'in vivo le virus utilise cette stratégie afin
d'augmenter sa résistance a la neutralisation virale médieée par le complément,
un mécanisme de défense important au début de linfection. Par ailleurs, un
mimétisme moléculaire observé entre une protéine virale et une protéine
cellulaire pourrait permettre au virus de diminuer son immunogénicité en
induisant une tolérance speécifique a cet antigéne. Ainsi, Fitzpatrick et al. (1990c)
ont demontré que la gC du BHV-1, qui partage des homologies de séquences
avec les membres de la super-famille des immunoglobulines, était
antigéniquement reliée a une glycoprotéine cellulaire exprimée a la surface des

macrophages, des plaquettes et des leucocytes polymorphonucléaires.

8. VACCINS

Depuis une trentaine d'années, des vaccins conventionnels constitués de
virus inactivés ou de virus vivants atténués sont couramment utilisés dans divers

pays, incluant le Canada. Cependant, I'utilisation de tels vaccins comporte divers
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désavantages dont les principaux sont les suivants: (i) malgré leur utilisation
intensive dans différents pays, une augmentation de la morbidité et de la
mortalité associées a une infection par le BHV-1 a été notée, (ii) les animaux
vaccinés peuvent par la suite étre infectés avec une souche sauvage et
transmettre ainsi le virus aux autres membres du troupeau, (iii) les vaccins
vivants atténués établissent une infection latente chez leur héte, (iv) la
vaccination intra-musculaire de vaches gestantes avec le vaccin vivant atténué a
été associée a des avortements, (v) les vaccins vivants atténués sont instables et
des révertants virulents peuvent apparaitre, (vi) la réponse immunitaire induite
par la vaccination avec le virus inactivé est de courte durée et des vaccinations
annuelles sont requises. Malgré ces inconvénients, I'efficacité de ces vaccins
réside en leur capacité de réduire les signes cliniques associés a une infection
par le BHV-1 et conséquemment, de diminuer les pertes économiques qui en

découlent (Wyler et al. 1989; Kit 1989).

Les problémes associés a l'utilisation de vaccins conventionnels a
encouragé le développement de nouveaux types de vaccins tels que: des
vaccins sous-unitaires, des vaccins vivants génétiquement modifiés, des vaccins
constitués d'’ADN ou des vaccins constitués de virus incapables de compléter
leur cycle de réplication lytique. Jusqu'a maintenant, aucun de ces vaccins n'est
disponible commercialement. L'utilisation de vaccins sous-unitaires a recemment
été revue en détail par van Drunen Littel-van den Hurk et al. (1993). Ceux-ci sont
composés d'une combinaison de glycoprotéines virales ou de glycoprotéines
individuelles. Afin d'obtenir des quantités suffisamment importantes d'antigenes
pour immuniser les animaux, les protéines virales sont, dans la plupart des cas,

purifiées par chromatographie d'affinité a |'aide d'anticorps monoclonaux
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spécifiques a l'une ou l'autre des glycoprotéines virales. La source d'antigéne
provient généralement de cellules infectées soit avec le BHV-1 ou soit avec un
virus recombinant exprimant un géne codant une des glycoprotéines. Jusqu'a
présent, le meilleur candidat pour I'obtention d'un vaccin sous-unitaire contre le
BHV-1 est la glycoprotéine gD qui induit des réponses immunitaires humorale et
cellulaire (van Drunen Littel-van den Hurk et al. 1990). Toutefois, si l'utilisation de
vaccins sous-unitaires comporte certains avantages dont le principal est que ces
vaccins ne sont pas constitués de virus vivants, il n'en demeure pas moins que

cette approche est peu économique et requiert l'utilisation d'adjuvants.

Les vaccins vivants atténués conventionnels sont basés sur des mutations
spontanées générées suite a de nombreux passages du virus en culture de
cellules. Conséquemment, ces mutants viraux sont peu caractérisés en ce qui
concerne les modifications génétiques survenues et les mécanismes
d'atténuation de la virulence (Kit 1989). Cependant, grace au développement
des techniques de biologie moléculaire qui ont permis I'avancement de la
caractérisation du génome du BHV-1, il est maintenant possible de cibler les
génes impliqués dans la virulence et de les inactiver au niveau du génome viral.
Ainsi, des mutants de délétion des génes codant la TK (Kit et Qavi 1983; Miller et
al. 1991) et la dUTPase (Liang et al. 1993b) du virus ont été construits. Il est
aussi possible d'atténuer la virulence du BHV-1 en inactivant des génes codant
des glycoprotéines non-essentielles pour la réplication virale, telles la gC (Liang
et al. 1991; 1992) et la gE (van Engelenburg et al. 1994). Cependant, méme s'il a
été démontré que ces virus recombinants étaient effectivement moins virulents in
vivo, ils possédent toujours la capacité d'établir une infection latente chez leur

héte.
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Une avenue plus prometteuse consiste a inactiver des génes viraux dont
les produits sont essentiels pour la réplication compléte du virus. Ces virus
défectifs peuvent débuter leur cycle de réplication et par conséquent, induire des
réponses immunitaires humorale et cellulaire. En effet, il a été récemment
démontré que des souris vaccinées avec un mutant de délétion du géne
précoce-immédiat ICP27 ou du géne précoce ICP8 du HSV étaient protégées de
l'infection, suite a une épreuve virale (Nguyen et al. 1992; Morrison et Knipe

1994).

9. GENERALITES SUR LE VIRUS DE LA VACCINE
9.1 Taxonomie et morphologie

Le virus de la vaccine (VV) a été classé dans la famille des Poxviridae et
dans la sous-famille des Chordopoxvirinae. |l appartient au genre Orthopoxvirus
qui comprend également le virus de la variole et le virus "cowpox" (Buller et
Palumbo 1991). Le VV a été utilisé dans le programme mondial d'éradication de
la variole mis sur pied par ['Organisation Mondiale de la Santé dans les années
1970. Les souches de VV les plus couramment utilisées en laboratoire sont les
souches WR, Wyeth et IHD qui dérivent de la souche New York City Board of

Health, une des souches faisant partie du vaccin contre la variole (Fenner et al.

1988).

Les poxvirus sont les plus gros virus d'animaux et ils peuvent méme étre
observés au microscope photonique. Le virion est constitué d'une particule
ovoide dont les dimensions varient entre 170 a 250 nm x 300 a 320 nm. De plus,
le virion contient plus de 100 polypeptides qui sont organisés en quatre

structures distinctes: une nucléocapside de symétrie hélicoidale qui contient le
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matériel génétique du virus, des corps latéraux dont la fonction demeure

inconnue, une membrane et une enveloppe bilipidique (Moss 1990).
9.2 Génome, génes et protéines

Le génome des Poxviridae est composé d'une molécule d'ADN double-brin
linéaire dont la longueur varie entre 130 et 300 kpb selon I'espéce (Moss 1990).
Les extrémités génomiques forment des boucles en épingle a cheveux (hairpin
loops) qui permettent de lier de fagon covalente les deux brins d'ADN (Baroudy
et al. 1982). La séquence nucléotidique complete du génome du virus de la
vaccine a été publiée en 1990 (Goebel et al.). Le génome est composé d'une
molécule d'ADN riche en A et en T (66,6%) dont la longueur est de 191 636 pb.
L'analyse de la séquence a permis l'identification de 263 ORF potentiels.
Cependant, la fonction de la majorité des protéines codées par ces génes n'a

pas encore été déterminée.

Le génome des Poxviridae comprend plusieurs génes qui codent des
enzymes impliquées dans la synthése des ARNm et celles-ci se retrouvent dans
les particules virales infectieuses. Ainsi, les virions contiennent, entre autres, une
ARN polymérase ADN dépendante, une poly(A) polymérase, une ADN
topoisomérase et les enzymes necessaires pour coiffer et méthyler les ARNm

(Moss 1990).
9.3 Cycle de réplication

Le cycle de réplication des poxvirus se déroule entierement dans le
cytoplasme de la cellule héte. La majorité des informations concernant la

réplication des poxvirus a été obtenue en utilisant le VV comme modéle d'étude.
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Le cycle de réplication a été divisé en plusieurs étapes: l'entrée, I'expression
séquentielle des génes, la réplication du génome viral, I'assemblage et la

propagation des virions (revue par Moss 1990).

La pénétration du virus s'effectue par fusion avec la membrane cellulaire et
les virions sont ensuite internalisés dans le cytoplasme de la cellule héte. On
assiste alors a un premier stade de décapsidation, les enzymes retrouvées dans
les particules virales sont relarguées dans le cytoplasme et la transcription des
génes précoces débute. Il a été démontré que la transcription de ces génes se
terminait & environ 50 nucléotides en aval de la séquence TTTTTNT (ou N
représente n'importe quel nucléotide). Les produits des génes précoces sont
impliqués dans les interactions avec I'hdte, dans la synthese de I'ADN viral et
possiblement dans la synthése des ARNm tardifs. Par la suite, un deuxiéme
stade de décapsidation survient et permet la réplication de I'ADN viral. Pendant
ce temps, la transition entre I'expression des génes précoces et des génes tardifs
s'effectue. Les ARNm tardifs sont caractérisés par la présence d'une queue de
poly(A) a leurs extrémités 5' et 3'. De plus, le signal de terminaison de la
transcription TTTTTNT n'est apparamment pas reconnu pendant la phase tardive
de l'infection. Plus récemment, Vos et Stunnenburg (1988) ont identifié une
troisiéme classe de génes, nommés génes intermédiaires, dont I'expression
n'est pas bloquée par des inhibiteurs de la synthése de I'ADN. Les produits des
génes intermédiaires identifiés jusqu'a maintenant ont été impliqués dans
I'activation de la transcription des génes tardifs (Keck et al. 1990, 1993; Wright et
Coroneos 1993).

La morphogenése des virions est un phénomene complexe qui débute

dans des viroplasmes ou usines a virus et se termine dans le cytoplasme. Les
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particules virales matures sont ensuite transportées prés de la membrane
cellulaire et une partie d'entre elles sont relarguées dans le milieu extra-
cellulaire. Toutefois, il est curieux de constater que la majorité des particules
virales demeurent a l'intérieur de la cellule une fois le cycle de réplication

complété.
9.4 Utilisation comme vecteur d'expression

Le virus de la vaccine a largement été utilisé pour I'expression de génes
provenant de différents virus, bactéries ou parasites (Hruby 1990). La procédure
la plus communément employée requiert la construction d'un plasmide de
transfert contenant deux régions du genome viral entre lesquelles on retrouve
des promoteurs du VV qui contrélent I'expression du géne hétérologue ou du
marqueur de sélection. Ce plasmide est ensuite transfecté dans des cellules
infectées par le virus et linsertion du géne d'intérét dans le génome viral
s'effectue par recombinaison homologue. Dans la plupart des cas, le locus de la

thymidine kinase est utilisé comme site d'insertion (Moss 1991).

L'utilisation du VV comme vecteur d'expression comporte un grand nombre
d'avantages dont les principaux sont les suivants: (i) le VV peut infecter un large
éventail d'hétes, (ii) les recombinants VV sont faciles a construire, (iii) les taux
d'expression sont relativement éleves et (iv) le génome du VV peut accepter des
fragments d'ADN dont la longueur maximale est d'environ 25 kpb (Hruby 1990).
Les recombinants de la vaccine ont surtout été employés pour des études
immunologiques ou comme vaccins potentiels dans la lutte contre des infections
affectant les humains ou les animaux (Moss 1991; Mahr et Payne 1992). Ainsi,

une attention particuliére a été accordée a l'utilisation du VV comme vecteur
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d'expression. Cependant depuis quelques années, d'autres poxvirus sont
utilisés comme vecteurs d'expression dans le but de développer des vaccins
d'intérét vétérinaire (Esposito et al. 1988; Boyle et Coupar 1988; Taylor et al.
1988).



MATERIEL ET METHODES
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1. CELLULES ET VIRUS
1.1 Cellules

Les lignées cellulaires MDBK, HEp-2, BS-C-1 et TK"143B ont été obtenues
de I'American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, E-U). La lignée de
cellules épithéliales de reins d'agneau (RA), qui a été développée dans le
laboratoire de J. Lecomte (Institut Armand-Frappier), a été utilisée pour la
propagation du BHV-1 et pour I'évaluation du titre viral. La lignée de cellules de
reins de boeufs MDBK a été employée pour la préparation de I'antigéne ELISA
ainsi que lors des tests de neutralisation. La lignée cellulaire de reins de singe
BS-C-1 a été utilisée pour les transfections tandis que la lignée TK"143B, qui
provient d'un ostéosarcome humain, a servi pour la sélection des recombinants
de la vaccine. La lignée continue HEp-2, établie a partir d'un carcinome humain,

a servi a la propagation des recombinants VV ainsi qu'a I'évaluation des titres

viraux.
1.2 Culture cellulaire

Les cellules RA, MDBK et HEp-2 ont été cultivées dans un milieu de
croissance constitué en volumes égaux de milieu 199 (Base de Hanks; Gibco
Canada, Burlington, Ont.) et de milieu minimum essentiel (MEM; Base de Earle;
Gibco) contenant 5% (v/v) de sérum de veau foetal (SVF; Gibco), 250 mM de
bicarbonate de sodium (Gibco) et 50 pg/ml de gentamicine (Schering Canada,
Pointe-Claire, Qc). Les cellules TK"143B ont été cultivées dans le méme milieu
de croissance auquel était ajouté 25 pg/ml de 5-bromo-2'-désoxyuridine (Sigma,
St-Louis, MO, E-U). La croissance des cellules BS-C-1 s'est faite dans un milieu

constitué en volumes égaux de milieux 199 et MEM contenant 10% (v/v) SVF,
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25 mM N-[2-hydroxyéthyl] pipérazine-N'-[acide éthanesulfonique] pH 7,0
(Gibco), 2 mM glutamine (Gibco) et 50 ug/ml de gentamicine. Les cellules en
flacons ont été incubées dans une étuve a 37°C tandis que les cellules en

plateaux ont été cultivées dans une atmosphére humide en présence de 5% (v/v)

de COao.
1.3 Souches virales

La souche #34 du BHV-1, un isolat de champ apparenté a la souche
prototype Colorado selon les patrons de digestion d'enzymes de restriction, a été
obtenue du Dr Mitchell (Gouvernement du Canada, Lethbridge, Alberta). La

souche WR du virus de la vaccine a été obtenue de I'ATCC.
1.4 Productions virales

1.4.1 Production du virus BHV-1

Des feuillets cellulaires confluents ont été infectés a une multiplicité
d'infection (MOI) de 1. La suspension virale a été préparée dans un milieu de
croissance sans SVF. Aprés une adsorption d'une heure (h) et demie & 37°C
dans un volume minimal de milieu, I'inoculum viral a été enlevé et remplacé par
du milieu sans SVF. Le milieu de culture a été recueilli lorsque I'effet
cytopathique optimal était atteint puis clarifié des débris cellulaires par 10 min de
centrifugation a 1000 x g a 4°C. Par la suite, le virus a été concentré par
ultrafiltration sur une colonne Amicon (modéle DH-4; Lexington, MA, E-U) et

conservé a -70°C.
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1.4.2 Production du virus de la vaccine

Des feuillets de cellules BS-C-1 ont été infectés avec la souche WR du virus
de la vaccine a une MOI de 0,1 selon le protocole décrit & la section 1.4.1. Le
milieu était récolté lorsque l'effet cytopathique maximal était atteint, aliquoté et
conservé a -70°C. Pour les expériences d'immunisation, les recombinants VV ont
été produits sur des feuillets de cellules HEp-2. Le milieu de culture a été récolté
lorsque l'effet cytopathique maximal était atteint. Le feuillet cellulaire a été
détaché avec un grattoir et les débris cellulaires ont été ajoutés au milieu récolté.
Les virus ont été purifiés selon le protocole décrit par Talavera et Rodriguez
(1991) avant d'étre resuspendus dans un tampon salin phosphaté a pH 7,1

(PBS; Gibco) et conservés a -70°C.
1.5 Evaluation du titre viral

La dose infectieuse en culture de tissu (DICT) a été évaluée pour les stocks
viraux produits (sections 1.4.1 et 1.4.2). Brievement, les feuillets de cellules ont
été cultivés en plateaux de 96 puits (Flow Laboratories, Mississauga, Ont.). Des
dilutions décimales de I'échantilion a titrer ont été effectuées dans du milieu sans
SVF et un volume de 25 ul de chacune des dilutions a été ajouté a quatre ou
huit puits. Les plateaux ont ensuite été incubés a 37°C pendant 5 jours pour le
BHV-1 ou 4 jours pour le VV. Le nombre de puits infectés pour chacune des
dilutions a été déterminé et les titres calculés selon la méthode de Karber
(Hawkes 1979). Le résultat (DICTsg) représente linverse de la dilution de

I'échantillon permettant d'infecter 50% des cultures (ou puits) inoculés.
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2. BACTERIES ET PLASMIDES
2.1 Souches d'Escherichia coli
Souches: Génotype:

XL1-Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac,
F'[proAB*, laclQ, lacZdM15, Tn10(tet")]. Cette souche a servi

pour tous les clonages.

BMH 71-18 mut S  thi, supE, A(lac-proAB), [mutS::Tn10][F", proAB, laqigZ
AM15]. Cette souche, incapable de réparer les nucléotides

non-appariés, a été utilisée lors de la mutagenése dirigée.
2.2 Milieux de croissance des bactéries

Le milieu LB (1% (p/v) bacto-tryptone, 0,5% (p/v) extrait de levure, 1% (p/v)
NaCl) a été utilisé pour la croissance des bactéries. Pour la souche XL1-Blue,
15 ug/ml de tétracycline (Boehringer Mannheim Canada Lté, Laval, Qc) ont été
ajoutés au milieu de culture. Les transformants bactériens ont été sélectionnés
dans du milieu LB contenant 50 pug/ml d'ampicilline (Boehringer Mannheim). La
croissance des bactéries sur milieu solide s'est effectuée sur des pétris stériles
contenant du milieu LB additionné de 1,5% (p/v) de bacto-agar et contenant de

I'ampicilline lorsque nécessaire.
2.3 Vecteurs de clonage

pBluescriptMd | KS (+) (2961 pb; Stratagene, La Jolla, CA, E-U) est un
phagemide dérivant de pUC19. Ce plasmide porte le géne de résistance a

I'ampicilline. Des sites multiples de clonage ont été ajoutés dans la portion de
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l'opéron Lac de E. coli présente dans le vecteur. La portion de B-galactosidase
codée par ce fragment est capable de complémenter I'enzyme défective de
I'héte, suivant sa transformation par le plasmide. Suite a I'ajout d'un substrat
chromogéne, un phénotype bleu est observé. Inversement, si un fragment d'ADN
exogeéne est introduit dans la région des sites multiples de clonage, I'enzyme est

inactivée et un phénotype blanc est observé.

Nous avons également utilisé pTZ19R (2870 pb; Pharmacia Canada Inc.,
Baie d'Urfée, Qc) qui est un phagemide dérivant de pUC19. Il posséde les
mémes caractéristiques que pKS, mais la région des sites multiples de clonage

contient moins de sites d'enzymes de restriction que celle de pKS.
3. PREPARATION DE L'ADN
3.1 Purification de I'ADN viral

Le protocole suivant a été utilisé pour la purification de 'ADN génomique
du virus de la vaccine. Les feuillets de cellules HEp-2 ont été infectés avec le VV
a une MOI de 1 et linfection s'est poursuivie jusqu'a I'obtention d'un effet
cytopathique optimal. Les flacons ont alors été soumis a trois cycles de
congélation (-70°C) et décongélation (37°C), les lysats cellulaires ont été
récoltés et soniqués pendant environ 30 sec avec l'appareil Braunsonic 2000
(Branson, Shelton, CT, E-U). Les lysats ont ensuite été clarifiés par 12 min de

centrifugation & 500 x g & 4°C.

Les surnageants viraux ont été déposés sur un coussin de 40% (p/v)
saccharose préparé dans du tampon TEN (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM acide
éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA), 150 mM NaCl) puis ultracentrifugés a
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85 000 x g & 4°C pendant 2 h. Le culot viral a été resuspendu dans 800 pl de
TEN et la suspension a été transférée dans un tube Eppendorf avant d'étre
passée aux ultra-sons pour quelques secondes. Par la suite, 10 mM MgCly,
100 pg/ml de DNAse | (Boehringer Mannheim) et 100 ug/ml de RNAse A
(Boehringer Mannheim) ont été ajoutés et la suspension virale a été incubée a
37°C pendant au moins 2 h. La DNAse | a été inactivée par l'addition de
10 mM EDTA pH 8,0 et les particules virales ont été lysées dans 1% (p/v)
dodécyl! sulfate de sodium (SDS). Les protéines ont ensuite été digérées en

présence de 400 pg/ml de protéinase K (Boehringer Mannheim) pendant 2 h a

37°C.

Les protéines résiduelles ont été extraites par addition de 1 volume de
phénol équilibré et la suspension a été mélangée par inversion de 10 a 20 min.
La phase aqueuse a été recueillie aprés une centrifugation a 12 000 x g pendant
5 min. Deux autres extractions ont ensuite été réalisées avec 0,5 volume de
phénol équilibré et 0,5 volume d'un mélange de chloroforme-alcool isoamyl
(24:1). Par la suite, les phases organiques réunies ont été extraites par 100 ul de
TEN. L'ADN présent dans les phases aqueuses réunies a été précipité par l'ajout
d'un dixiéme de volume de 3 M acétate de sodium pH 5.0 et de 2 volumes
d'éthanol 95% (v/v) froid. Aprés centrifugation a 12 000 x g durant 10 min, le culot
d'ADN a été lavé avec 500 pl d'éthanol 70% (v/v), séché dans une
microcentrifugeuse sous vide (Speed Vac Concentrator; Savant, Farmingdale,
NY, E-U) et dissous dans du tampon TE (10 mM Tris-HC! pH 7,5, 1 mM EDTA).
La concentration en ADN a été mesurée par spectrométrie a 260 nm en utilisant

la relation: 1 D.O.260 nm = 50 pug/ml (Sambrook et al. 1989).
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3.2 Purification d'ADN plasmidique

La purification rapide d'ADN plasmidique consiste en la lyse alcaline de
2 ml de culture bactérienne, méthode décrite par Sambrook et al. (1989).
Cependant, une extraction par un volume de phénol-chloroforme-alcool isoamyl
(25:24:1) était effectuée avant que I'ADN soit précipité par 2 volumes d'éthanol
95% (v/v). L'ADN plasmidique destiné au séquengage enzymatique a été purifié
a l'aide d'une trousse de purification par colonne en suivant le protocole qui
I'accompagne (MagicMD Minipreps; Fisher Scientific Co. Lté, Montréal, Qc). La
concentration en ADN a été évaluée en gel d'agarose en utilisant comme

standard une quantité connue d'ADN plasmidique.

Des quantités plus importantes d'ADN plasmidique (médi-prep) ont été
purifiées a partir de 50 ou de 100 ml de cultures bactériennes en suivant le
protocole décrit en détail par Nicolas (1993). Il est a noter que I'ADN destiné aux

transfections était séché et dissous stérilement dans la hotte a flot laminaire.

4. MANIPULATION DE L'ADN

Les techniques décrites dans cette section référent aux protocoles de
biologie moléculaire qui ont couramment été utilisés pour les expériences

présentées dans cette thése.
4.1 Electrophorése en gel d'agarose

Ce type de gel a permis de visualiser avec une bonne résolution tous les
fragments d'ADN dont la taille était supérieure & 300 pb. Le gel a été préparé a la
concentration désirée (0,8 a 2% (p/v) d'agarose grade électrophorése; ICN

Biomedicals Canada, St-Laurent, Qc) dans du tampon TAE (40 mM Tris-acétate
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pH 7,8, 20 mM NaOAc, 2 mM EDTA) contenant 0,5 ug/mi de bromure d'éthidium.
Les échantillons a analyser ont été mélangés au tampon de chargement (56X =
0,1% (v/v) bleu de bromophénol, 25 mM EDTA pH 8, 1% (p/v) SDS, 25% (v/v)
glycérol) avant d'étre déposés dans les puits. Les marqueurs de taille utilisés
étaient 'ADN du phage A digéré par Hind lll (Gibco/BRL) et I'ADN du phage
$X174 digéré par Hae lll (Pharmacia). Aprés migration, les gels ont été

photographiés sous illumination ultra-violette (Fotodyne, New Berlin, NY, E-U).
4.2 Digestion de I'ADN avec des enzymes de restriction

Les ADN ont été digérés par une ou plusieurs enzymes de restriction selon
la procédure suivante: 'ADN était dilué dans un volume de 10 & 50 u! de tampon
"One-Phor-All Buffer Plus" (Pharmacia) & la concentration optimale définie pour
chaque enzyme (0,5X a 2X). Aprés addition de I'enzyme, le mélange était
ensuite incubé, généralement pour toute la nuit, a la température optimale pour
la digestion (Sambrook et al. 1989). En général, les enzymes de restriction

provenaient de Pharmacia ou de Gibco/BRL.
4.3 Réparation des extrémités d'un fragment d'ADN

Il était parfois nécessaire de réparer les extrémités d'un fragment d'ADN
(insertion ou vecteur) préalablement digéré par une ou deux enzymes de
restriction afin de générer des extrémités compatibles pour le clonage. Lorsque
requis, les extrémités 5' dépassantes ont été réparées avec le fragment Klenow
de I'ADN polymérase | de E. coli (Pharmacia), ce qui a permis la génération
d'extrémités franches. L'ADN digéré a d'abord été précipité par I'ajout d'un demi
volume de 7,5 M NH4OAc et de deux volumes d'éthanol 95% (v/v). Le culot

d'ADN a ensuite été dissous dans 40,5 ul d'eau déionisée stérile, 10 ul de
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tampon Klenow (500 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM MgClz, 1 mM dithiothréitol) et
2,5 ul de 10 mM dNTP ont ensuite été ajoutés. La réaction a été initiée par
I'addition de 10-15 unités (U) de Klenow et incubée durant 20 min a température
ambiante. La réaction a été arrétée en précipitant 'ADN comme décrit
précédemment. Le culot a été lavé a I'éthanol 70% (v/v), séché et finalement,

I'ADN a été dissous dans l'eau.
4.4 Purification des fragments d'ADN en gel d'agarose

L'ADN digéré a été fractionné par électrophorése en gel d'agarose et le
fragment d'intérét a été prélevé du gel avec une lame de rasoir. L'ADN présent
dans la bande de gel a ensuite été purifié a I'aide de la trousse de purification
d'ADN GeneCleanMD (BIO/CAN Scientific Inc., Mississauga, Ont.), en suivant les

instructions du manufacturier.
4.5 Clonage
4.5.1 Préparation des vecteurs

Deux types de clonage ont été réalisés lors des travaux présentés dans
cette thése: des clonages non-dirigés ou l'insertion est clonée dans un site de
restriction et des clonages dirigés ou le fragment d'intérét est inséré entre des
sites non compatibles. Dans le dernier cas, environ 20 ug d'ADN a d'abord été
digéré successivement par les enzymes de restriction choisies et le vecteur a

ensuite été purifié tel que décrit dans la section précédente.

En ce qui concerne les clonages non-dirigés, les extrémités 5' du vecteur
digéré ont été déphosphorylées afin de réduire le bruit de fond lors de la

transformation. Le mélange réactionnel de la digestion (100 ul) a été additionné
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de 100 pl de 100 mM Tris-HCI pH 8,0. Les conditions de déphosphorylation
utilisées différaient selon le type d'extrémités 5' générées: (i) pour les extrémités
5' dépassantes, 1 ul (100-150 U) de BAP (phosphatase alcaline bactérienne;
Gibco/BRL) a été ajouté au milieu précédent et le mélange a été incubé durant
environ 1 h a 37°C. Cette étape a été répétée une fois. (ii) Pour les extrémités
franches ou 5' récessives, 'ADN a d'abord été dénaturé a 95°C durant 3 min
puis le tube a été rapidement refroidi dans de l'eau glacée. Aprés addition de
I'enzyme, le mélange a été incubé a 65°C durant environ une heure. Cette étape
a été répétée deux fois sauf que deux incubations successives de 30 min a 37°C
et a 65°C ont été effectuées. Par la suite, le mélange provenant de I'une ou
l'autre des réactions de déphosphorylation a été extrait au phénol puis a I'éther

diéthylique, tel que décrit par Simard (1986).
4.5.2 Ligation

Les réactions de ligation ont été effectuées dans un tampon contenant
50 mM Tris-HCI pH 8, 7 mM MgCly, 1 mM dithiothréitol et 2 mM ATP, en
présence de 1 U de ligase du phage T4 (Gibco/BRL), dans un volume
réactionnel total de 10 ul. Le fragment d'ADN a cloner et le vecteur ont été
ajoutés dans un rapport molaire (insertion:vecteur) supérieur a trois et la réaction

a été incubée pendant toute la nuit & 4°C.
4.5.3 Préparation de bactéries compétentes

Les bactéries compétentes ont été préparées selon le protocole publié par
Mandel et Higa (1970). Les souches bactériennes E. coli XL1-Blue ou BMH
71-18 mut S ont d'abord été ensemencées dans 10 ml de milieu LB et cultivées

avec agitation a 37°C pendant environ 16 h. Un ml de cette pré-culture a été ré-
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ensemencé dans 100 mi de milieu LB et les bactéries ont été incubées avec
agitation a 37°C jusqu'a ce qu'une densité optique de 0,2 a 0,4 a 600 nm soit
obtenue. La culture a été conservée sur glace pendant 10 min avant d'étre
centrifugée a 2000 x g pendant 6 min. Le culot de bactéries a été resuspendu
dans environ 50 ml de 100 mM CaCl; et la suspension a été incubée sur glace
30 min. Les bactéries ont ensuite été centrifugées, le culot a été resuspendu

dans 1 ml de 100 mM CaCl, et la suspension a été conservée sur glace jusqu'a

utilisation.
4.5.4 Transformation de E. coli

Cing pl de la réaction de ligation ont été ajoutes a 100 ul de bactéries
compétentes et le mélange cellules:ADN a été incubé sur glace pendant au
moins 45 min. Aprés un choc thermique de 90 sec a 42°C, 1 ml de milieu LB a
été ajouté et le mélange a été incubé sous agitation pendant 1 h a 37°C.
Différents volumes de culture ont été étalés sur le milieu de croissance solide
(section 2.2) sur lequel avaient été préalablement ajoutés 10 ul de 100 mM
d'isopropylthio-B-galactoside (IPTG; Boehringer Mannheim) et 50 pl d'une
solution de 2% (p/v) 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-Gal;
Boehringer Mannheim), un substrat chromogéne, afin de sélectionner les
plasmides recombinants. Apres une incubation de 12 a 16 h a 37°C, une
vingtaine de colonies blanches ont été choisies aléatoirement et ensemencées
dans 2 ml de milieu liquide afin de procéder a la purification de I'ADN
plasmidique (section 3.2). Les clones choisis ont été cultivés en milieu liquide et

des aliquotes ont été conservées a -70°C en présence de 20% (v/v) glycérol.
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4.6 Hybridation ADN/ADN
4.6.1 Transfert de type Southern

Le transfert d'ADN sur une membrane de nylon (Hybond-N; Amersham
Canada Lté, Oakuville, Ont.) a partir d'un gel d'agarose a été effectué sous vide a
I'aide du VacuGene (Pharmacia) en suivant les instructions du manufacturier.
Brievement, I'ADN a d'abord été dénaturé par addition sur le gel de 30 ml de
1,5 M NaCl et 0,5 M NaOH durant 20 min. Le gel a été ensuite neutralisé avec
30 mi de 1,5 M NaCl et 1 M Tris-HCI pH 7,5 pendant 20 min. Enfin, 'ADN a été
transféré sur la membrane en présence de 200 ml de 20X SSC (3 M NaCl, 0,3 M
citrate de sodium pH 7,2) pendant 1 h. La membrane a été récupérée, séchée a
I'air et exposée durant 5 min sur un trans-illuminateur UV afin de fixer TADN. Par

la suite, I'hybridation a été réalisée avec une sonde spécifique marquée au [32P].
4.6.2 Hybridation de colonies

La recherche de clones recombinants a été faite, dans certains cas, par le
transfert de colonies bactériennes sur membrane de nylon (Amersham), suivi de
la lyse des bactéries, de la dénaturation et de la fixation de I'ADN plasmidique tel
que décrit par Sambrook et al. (1989). L'ADN a ensuite été hybridé avec une

sonde spécifique marquée au [32P].
4.6.3 Préparation de la sonde

Les fragments d'ADN employés comme sondes pour I'hybridation ont
d'abord été purifiés a l'aide de la trousse "GeneClean" (BIO/CAN). L'ADN a été
marqué au [a-32P]dCTP (ICN; 3000 Ci/mmole) & l'aide de la trousse

"Oligolabelling Kit" (Pharmacia) en suivant les recommandations du
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manufacturier. Aprés la réaction de marquage, les nucléotides radioactifs non-
incorporés ont été éliminés par précipitation de 'ADN en présence de 100 pug
d'ADN de sperme de saumon (ADNss) et de 1 ml d'acide trichloro-acétique 10%
(v/v) froid. Le culot d'’ADN a été dissous dans 100 pul de 1 N NaOH, puis 200 pl
d'eau déionisée ont été ajoutés. Un centiéme du volume de I'ADN a ensuite été
utilisé pour le comptage de la sonde en Cerenkov (compteur Packard modéle
2200CA; Packard Instruments cie, Downerns Grove, IL, E-U). Généralement, les
comptes obtenus variaient entre 3 et 5 X 105 cpm pour 3 ul d'’ADN marqué. Enfin,
la sonde a été neutralisée juste avant I'hybridation par I'ajout de 100 ul de 1 M

Tris-HCI pH 8 et 100 ul de 1 N HCL.
4.6.4 Hybridation

Les conditions utilisées pour I'hybridation ainsi que pour le lavage des
membranes ont été décrites par Rochaix et van Dillewijn (1982). Les filtres ont
été pré-hybridés 4-6 h & 65°C dans 100 mi de 6X SSC, 10X Denhardt (0,2% (p/v)
albumine sérique de boeuf, 0,2% (p/v) polyvinylpyrrolidone, 0,2% (p/v) Ficoll type
400), 1t mM EDTA, 0,1% SDS et 50 ug/ml d'ADNss. Cette solution a été
remplacée par 50 ml d'une solution fraiche contenant 400 pg/ml d'ADNss. La
sonde neutralisée a été ajoutée et l'incubation s'est poursuivie toute la nuit a
65°C. Les membranes ont ensuite été lavées deux fois en présence de 2X SSC
durant 5 min & la température ambiante; deux fois avec du 2X SSC, 0,1% SDS
(p/v) pendant 1 h & 65°C et deux fois avec du 0,1X SSC durant 1 h &4 65°C. Par la
suite, les membranes ont été séchées et exposées sous films rayon-X (Kodak

X-Omat).
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5. SEQUENGAGE
5.1 Séquencage chimique

Le fragment Hind Il M du génome du BHV-1 a été complétement séquencé
par la méthode chimique de Maxam et Gilbert (1977). Cette méthode avait été
privilégiée au détriment de la méthode enzymatique a cause de la composition
élevée en G+C (72%) du génome viral. L'analyse de séquences d'ADN riche en
G et en C est souvent compliquée par la présence d'artéfacts dans les gels de
séquence qui résultent (i) d'une terminaison anormale ou d'une pause de I'ADN
polymérase a cause de la présence de structures secondaires stables sur le
gabarit d'ADN et (ii) de la formation de structures secondaires sur le brin d'ADN
nouvellement synthétisé. Par contre, avec la méthode de séquengage chimique,
la majeure partie de ces artéfacts peuvent étre évités puisqu'aucune réaction de
synthése d'ADN n'est effectuée. Le principe du séquengage chimique consiste a
modifier chimiquement, spécifiquement et partiellement les bases contenues

dans un fragment d'ADN dont une seule extrémité est marquée.

Une étape préliminaire a consisté a cartographier le fragment Hind Ill M par
la technique des digestions multiples afin de déterminer des stratégies de
marquage. Ce fragment, d'une longueur approximative de 3700 nucléotides,
avait préalablement été cloné dans le site Hind Ill du vecteur pKS (pKS/Mhd;
Annexe l). De plus, des stratégies supplémentaires ont été élaborées suite a la
cartographie de deux sous-clones du fragment Hind lll M. Ceux-ci ont été
générés en digérant pKS/Mhd par Hind lll et Eco R, les deux fragments d'ADN
de 1,7 et de 2 kpb ont été purifiés individuellement avant d'étre insérés entre les

sites Hind lll et Eco Rl de pKS. La Figure 5 de la section Résultats présente le
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diagramme des stratégies de séquengage utilisées relativement & la

cartographie des sites de restriction du fragment Hind 1l M du génome du BHV-1.

Les procédures employées pour 'obtention des fragments d'ADN marqués,
qui étaient ensuite dégradés chimiquement, ont été décrites en détail par Simard
(1986), a I'exception du fait que les fragments d'ADN ont été fractionnés sur un
gel d'agarose avant d'étre purifiés avec la trousse "GeneClean". Les
dégradations chimiques ont été effectuées selon les techniques décrites par
Maxam et Gilbert (1977; 1980) et les réactifs suivants ont été utilisés afin de
modifier spécifiquement les bases: (i) diméthylsulfate (Aldrich Chemical
Company Inc. Milwaukee, WI, E-U) pour les guanosines, (i) acide formique
(Sigma) pour les purines (iii) hydrazine (Aldrich) pour les pyrimidines et (iv)
hydrazine (Aldrich) dans 1,8 M NaCl pour les cytosines. Enfin, le lien carbone-
azote entre le désoxyribose et la base modifiee a été clivé grace a un traitement

subséquent en présence de 1 M pipéridine (Sigma).

Une fois toutes les étapes complétées, les culots d'ADN ont été dissous
dans un tampon de chargement (99% (v/v) formamide, 10 mM NaOH, 1 mM
EDTA pH 8, 0,1% (p/v) bleu de bromophénol, 0,1% (p/v) xyléne cyanol) et les

fragments ont été analysés en gels de polyacrylamide dénaturants (section 5.3).
5.2 Séquengage enzymatique

Une méthode modifiée de séquengage enzymatique (Sanger et al. 1977) a
été utilisée afin de (i) résoudre quelques ambiguités retrouvées dans la
séquence du fragment Hind lll M du génome du BHV-1, (ii) confirmer les

substitutions nucléotidiques survenues lors de la mutagenése dirigée et (iii)
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séquencer la jonction du site Hind Il & 'extrémité 3' du fragment M et ce, dans le

cadre du projet de séquengage du génome du BHV-1.

La méthode de séquengage enzymatique nécessite, en premier lieu, le
sous-clonage des fragments d'ADN & séquencer. Ainsi, des petits sous-clones
(75-300 nucléotides) contenant les portions d'intérét ont d'abord été construits en
utilisant les sites de restriction présents dans le fragment M. Les clones obtenus
ont ensuite été séquencés comme suit. Un a 2 ug d'ADN plasmidique double
brin a été dénaturé dans 0,15 M NaOH et 0,15 mM EDTA pendant 30 min a 37°C.
L'ADN a été précipité avant d'étre dissous dans 10 ul d'eau déionisée stérile.
Des amorces dites universelles ont été utilisées pour l'appariement sur I'ADN
simple brin et le séquengage a été effectué a l'aide de la trousse "T7 Sequencing
Kit* (Pharmacia) en substituant le dGTP par le 7-deaza-dGTP. Aprés la réaction
de synthése, une étape supplémentaire avec la transférase terminale a été
réalisée afin que les fragments d'ADN terminés de fagon prématurée a cause de
la présence de structures secondaires stables soient chassés de leur position sur
les gels de séquence. Ainsi, 2,5 U de transférase terminale (Pharmacia) et
0,125 mM de dNTP ont été ajoutés dans chaque tube et la réaction a été

incubée durant 30 min a 37°C (Li et Schweizer 1993).
5.3 Gels de séquence

Les gels de séquences ont été préparés selon le protocole décrit par
Sambrook et al. (1989). En général, des gels de polyacrylamide de 8% ont été
employés pour analyser I'ADN séquencé par I'une ou l'autre des méthodes et la
longueur de la migration dépendait de la résolution désirée. Cependant, lorsque

le fragment d'’ADN séquencé chimiquement était plus long, des gels de 4% ont
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aussi été utilisés afin d'optimiser I'obtention des résultats. Une fois la migration

terminée, le gel était séché et autoradiographié sur un film Kodak X-Omat XARS.
5.4 Analyse des séquences

Les séquences obtenues ont été lues manuellement sur les
autoradiogrammes. L'analyse de la séquence a été effectuée a I'aide du logiciel
MacVector (IBI Sequence analysis software, New Haven, CT, E-U). Les
alignements de la séquence en acides aminés de la VP8 avec les séquences de
protéines homologues ont été réalisés avec la matrice pam250 du MacVector en
utilisant des fenétres de 50 acides aminés et un pourcentage d'homologie de
20% ou avec le logiciel GeneWorks (Intelligenetics, Inc. Mountain View, CA, E-U)
en utilisant les paramétres standards soient un minimum de quatre acides
aminés homologues consécutifs pour qu'une région donnée soit considérée
significativement homologue et une distance maximale de dix acides aminés
entre deux régions homologues pour que celles-ci soient considérées comme
des extensions d'une seule région d'homologie. Enfin, les profils d'hydropathicité
de la VP8 et des protéines homologues ont été réaliseés a l'aide de l'algorithme

de Kyte et Doolittle (1982) inclu dans le logiciel GeneWorks.
6. MANIPULATION DES ARNs

6.1 Purification des ARNs totaux

6.1.1 Cellules infectées avec le BHV-1

Les ARNs totaux ont été extraits par la méthode de l'isothiocyanate de
guanidium (Chirgwin et al. 1979). Des feuillets de cellules RA confluents a

environ 75% ont été infectés avec le BHV-1 & une MOI de 1. A différents temps
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post-infection (p.i.; 0, 6, 12, 18 et 24 h), les feuillets ont été lavés au PBS et traités
a la trypsine-EDTA (0,05% (pv) trypsine, 0,5 mM EDTA; Gibco) diluée dans du
PBS afin de dissocier les cellules. Celles-ci ont été récoltées et lysées dans une
solution d'isothiocyanate de guanidium (4,2 M isothiocyanate de guanidium,
250 mM citrate de sodium pH 7,5, 0,1 M B-mercaptoéthanol, 0,5% (p/v)
sarkosyl). Les ARNs ont été ultracentrifugés a travers un coussin de chlorure de
césium (5,7 M CsCl, 10 mM EDTA pH 7,0) durant 16 h a 100 000 x g. Le culot
d'ARN a été lavé a I'éthanol 70% (v/v), puis dissous dans I'eau déionisée stérile.
Les ARNs ont ensuite été précipités par addition d'un dixieme de volume de 3 M
KOAc pH 5,0 et de 2 volumes d'éthanol 95% (v/v). Le culot a été lavé a I'éthanol
70% (v/v) et séché a l'air. Enfin, les ARNs ont été dissous dans I'eau puis dosés
au spectrophotométre a 260 nm en utilisant la relation: 1 D.O.260 nm = 40 pg/ml

(Sambrook et al. 1989).
6.1.2 Cellules infectées avec le VV

Des feuillets confluents de cellules HEp-2 ont été infectés avec les
recombinants VV & une MOI de 2. Afin de permettre 'accumulation des transcrits
précoces, les cellules ont été incubées pendant 6 h en présence de 300 pg/mi
de cycloheximide, un puissant inhibiteur des synthéses protéiques. Les cellules
ont ensuite été récoltées en détachant le feuillet avec un grattoir stérile.
L'extraction des ARNs totaux a été réalisée en suivant le protocole décrit & la

section précédente.
6.2 Sélection des ARNm-polyA+

Les ARNm présents dans la préparation d'ARNs totaux de cellules infectées

avec le BHV-1 ont été sélectionnés par chromatographie sur oligo(dT)-cellulose
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en utilisant les conditions décrites par Sambrook et al. (1989). Les ARNm-polyA+

obtenus ont ensuite été dosés au spectrophotometre a 260 nm.
6.3 Electrophorése et transfert de type Northern

Deux ug d'ARNm ou 10 pg d'ARNs totaux ont été dénaturés a 50°C pendant
1 h dans 15 ul de 1 M glyoxal déionisé, 50% (v/v) DMSO et 10 mM NaPO4 pH 7
(Carmichael et McMaster 1980). Aprés l'incubation, les échantillons ont
immédiatement été déposés sur un gel d'agarose 1,5% préparé dans un tampon
10 mM NaPOg4 pH 7. Le marqueur de tailles utilisé était le RNA ladder
(Gibco/BRL). Afin d'éviter la dégradation des ARNSs, toutes les solutions avaient
préalablement été traitées au 0,05% diéthyl pyrocarbonate (v/v; DEPC) et
autoclavées. Aprés la migration, la bande d'agarose correspondant aux
marqueurs de taille a été découpée avec une lame de rasoir, colorée 30 min
dans 30 ug d'acridine orange par ml de tampon 10 mM NaPQy4 pH 7 et décolorée
toute la nuit a 4°C. Enfin, les marqueurs de taille ont été photographiés sur un

trans-illuminateur UV.

Les ARNSs fractionnés dans la portion non-colorée du gel ont été transférés
sur une membrane de nylon (Amersham) afin de les utiliser ultérieurement pour
I'hybridation. Le transfert Northern des ARNs a été effectué par capillarité durant
toute la nuit en utilisant le 20X SSC comme solution de transfert. Par la suite, la
membrane a été récupérée, séchée a l'air, irradiée a I'UV durant 5 min puis cuite

sous vide pendant 2 h a 80°C.
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6.4 Hybridation

La membrane de nylon, sur laquelle les ARNs ont été transférés, a été pré-
hybridée durant 24 h a 42°C dans une solution contenant 50% (v/v) formamide
déionisée, 5X SSC, 1X Denhardt, 0,5 mg/ml ADNss et 0,05% (v/v) DEPC
(Rochaix et Malno& 1982). La solution de pré-hybridation a été ensuite
remplacée par 50 ml de 50% (v/v) formamide déionisée, 5X SSC, 0,1 % (p/v)
SDS et 0,05% (v/v) DEPC. La sonde neutralisée a été ajoutée et l'incubation
s'est poursuivie & 42°C pendant 48 h. La membrane a été lavée deux fois dans
une solution de 50% (v/v) formamide déionisée, 5X SSCP (0,6 M NaCl, 75 mM
citrate de sodium, 5 mM EDTA, 65 mM KH>PO4 pH 7,2) et 0,05% (p/v) SDS
durant 2 h & 42°C. Deux autres lavages subséquents ont été effectués a
température ambiante dans une solution de 2X SSCP et 0,05% (p/v) SDS durant
2 h. Finalement, la membrane a été séchée a l'air puis exposée sous un film

rayon-X.
7. REACTION D'EXTENSION D'AMORCE

L'extrémité 5' de 'ARNm de la VP8 a été localisée en effectuant une
réaction d'extension d'amorce. Le principe de la méthode consiste a hybrider
I'ARNm avec une amorce d'ADN simple-brin marquée a son extrémité 5'. Une
réaction de transcription inverse permet ensuite la synthése d'un brin d'ADN
complémentaire (ADNc) au gabarit dARNm. La longueur du fragment d’ADNc,
déterminée par électrophorése sur un gel de séquence, réfléte la distance entre
le nucléotide marqué de I'amorce et I'extrémité 5' de TARNm. Le protocole utilisé

pour la réaction d'extension d'amorce s'inspire de Sambrook et al. (1989).
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L'oligonucléotide 5' GCCCATCCCTAGCGGCGTCCATGGC 3', qui
comprend le codon d'initiation de la traduction du géne de la VP8 (souligné), a
servi pour l'expérience. Cet oligonucléotide a été synthétisé a l'aide d'un
synthétiseur automatique d'oligonucléotides (Gene Assembler; Pharmacia) au
laboratoire de F. Shareck (Institut Armand-Frappier). L'extrémité 5' de I'amorce a
été marquée de la fagon suivante. A 30 pmoles d'amorce ont été ajoutés 10 pl de
20 mM Tris-HCI pH 9,5, 5 mM spermidine. Puis 5 ul de tampon kinase (500 mM
Tris-HCI pH 9,5, 100 mM MgClz, 50 mM dithiothréitol, 30% (v/v) glycérol) et 20 pl
[y-32P]JATP (ICN; 10 puCi/ul, 6000 Ci/mmole) ont été ajoutés. La réaction a été
initiée par I'addition de 20 U de polynucléotide kinase du phage T4 (Pharmacia)
et le mélange incubé 1 h a 37°C, dans un volume final de 50 ul. L'amorce
marquée a ensuite été purifiée a l'aide de la trousse "MermaidMD" (BIO/CAN) en
suivant les recommandations du manufacturier, comptée en Cerenkov et diluée,
a raison de 50 000 cpm/ul. L'amorce (100 000 cpm) et 10 pg d'ARNs totaux,
extraits de cellules infectées avec le BHV-1 (12 h p.i.) ou extraits de cellules non-
infectées (section 6.1.1), ont été dissous dans 30 ul de tampon d'hybridation
(80% (v/v) formamide, 1 mM EDTA, 0,4 M NaCl, 40 mM pipérazine-N,N'-bis[2-
acide éthanesulfonique] pH 6,4). Aprés une dénaturation de 10 min a 80°C, le
mélange amorce/ARN a été hybridé durant toute la nuit & 37°C. Les acides
nucléiques ont ensuite été précipités a I'éthanol 95% (v/v) et récupérés par
centrifugation. Les culots ont été lavés a I'éthanol 70% (v/v), séchés et dissous
dans 20 ul de tampon AMV (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 60 mM KCI, 10 mM MgCla,
1 mM dNTP, 1 mM dithiothréitol). La réaction d'extension d'amorce a été initiée
par l'addition de 20 U de transcriptase inverse AMV (Pharmacia) et le mélange a
été incubé pendant 1 h a 42°C. Enfin, les acides nucléiques ont été précipités

par I'ajout d'un dixiéme de volume de 3 M NaOAc pH 5 et de deux volumes
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d'éthanol 95% (v/v). Les culots ont été lavés, séchés et dissous dans le tampon
d'échantillon pour les gels de séquence. Les échantillons ont été analysés sur
un gel dénaturant de 8% (section 5.3), en paralléle avec une réaction de

séquengage utilisée comme marqueurs de taille.
8. CONSTRUCTION DES RECOMBINANTS DE LA VACCINE

La Figure 17 de la section des Résultats illustre les principales étapes
nécessaires au clonage du géne de la VP8 dans le vecteur de transfert pSC11.
Dans un premier temps, le géne de la VP8 a été inséré dans le vecteur pKS et
cette construction a ensuite servi de base pour le clonage de la séquence
codante dans le vecteur pSC11. Les recombinants VV ont ensuite été construits

selon la méthode décrite par Mackett et al. (1984).
8.1 Sous-clonage du géne de la VP8

Un fragment Eco Rl-Xho | de 1,7 kpb, contenant la portion 3' du géne de la
VP8, a été excisé de pKS/Mhd et inséré entre les sites Eco Rl et Xho | de pKS; le
clone obtenu a été nommé pKS/17. Pour cloner la portion 5' du géne, pKS/Mhd a
été digéré par Acc | et les extrémités 5' dépassantes générées ont été réparées
avec la Klenow afin de générer des extrémités franches. L'ADN a ensuite été
digéré par Eco Rl et le fragment de 1,0 kpb a été purifié par "GeneClean" puis
inséré entre les sites Sma | et Eco Rl de pKS/17; le clone obtenu a été nommé
pKSVP8. Le site Acc | est situé 52 nucléotides en amont du codon d'initiation de
la traduction de la VP8 tandis que le site Xho | est localisé 482 nucléotides en
aval du codon d'arrét. Mentionnons en terminant que le clonage de la séquence
codante de la VP8 dans le vecteur pKS a du étre réalisé en deux étapes a cause

de la présence d'un site Acc | a l'intérieur du géne.
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8.2 Mutagenése dirigée

L'analyse de I'ORF de la VP8 a révélé la présence d'un signal potentiel de
terminaison de la transcription reconnu par I'ARN polymérase ADN dépendante
du virus de la vaccine lors de la phase précoce de l'infection. Ce signal a été
localisé entre les nucléotides 1158 a 1164 de la séquence codante de la VP8
(voir Figure 6; section Résultats). La séquence consensus est TTTTTNT, ou N
représente n'importe quel nucléotide (Yuen et Moss 1987). Le signal TTTTTGT
retrouvé dans le géne de la VP8 a été substitué en ATGTTGT par mutagenése
dirigée, a l'aide de la trousse "TransformerMD Mutagenesis Kit" (Clontech
Laboratories Inc., Palo Alto, CA, E-U). Pour ce faire, un fragment Pst | de 330 pb,
comprenant la région d'intérét, a d'abord été sous-cloné dans le site Pst | de
pTZ19R, créant le clone pTZ/P330. Deux oligonucléotides synthétiques,
s’hybridant sur le méme brin d'ADN et ayant la méme orientation, ont été utilisés
pour la mutagenése. L'amorce 5'-TGACTGGTGAATAITCAACCAAGTCATTCT-3'
était spécifique a une région du gene de résistance a l'ampicilline du vecteur et
contenait deux substitutions nucléotidiques (soulignées) permettant d'abolir le
site unique Sca | du vecteur. La deuxiéme amorce,
5'-TGCGCAACTGCCATATGTTGTCGCGGCCGG-3' contenait les nucléotides
nécessaires a la modification du signal de terminaison de la transcription ainsi

que le site reconnu par I'enzyme de restriction Nde | (région soulignée).

Le protocole utilisé pour la mutagenése dirigée s'est inspiré de celui décrit
dans le manuel d'instructions de la trousse. Brievement, I'ADN du plasmide
pTZ/P330 a d'abord été dénaturé et suite a I'appariement des amorces sur 'ADN
simple-brin, le second brin d'ADN a été synthétisé avec la polymérase du phage

T4 et les deux fragments reliés par ligation. L'ADN plasmidique a été utilisé pour
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transformer la souche de E. coli BMH 71-18 mut S qui est incapable de réparer
les mauvais appariements dans I'ADN. Par la suite, I'ADN de tous les plasmides
transformants a été purifié dans le méme tube puis digéré par Sca | afin de
linéariser les plasmides non-mutants. Le mélange d'ADN circulaire et linéaire a
ensuite été utilisé pour transformer E. coli XL1-Blue. Il est & noter que I'ADN
plasmidique linéaire est beaucoup moins efficace pour transformer une souche
bactérienne que I'ADN circulaire. Les plasmides mutants ont été sélectionnés en
digérant I'ADN purifié des transformants par Nde I. Enfin, l'insertion de 330 pb
d'un plasmide mutant (pTZ/P330M) a été séquencé en entier afin de s'assurer
qu'aucune autre substitution nucléotidique n'était survenue lors de la
mutagenése dirigée. Finalement, le fragment Pst | muté de 330 pb a été excisé
de pTZP330M et a servi a remplacer le fragment correspondant de pKSVPS8,

générant ainsi le clone pKSVP8Mut.
8.3 Construction des plasmides de transfert

Le plasmide de transfert pSC11 (Chakrabarti et al. 1985) qui a servi pour la
construction des recombinants VV, a éte fourni par B. Moss (National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, MD, E-U). Les principales
caractéristiques de pSC11 sont illustrées a la Figure 4. Ce vecteur contient le
géne scindé de la TK du virus de la vaccine, a l'intérieur duquel a été inséré le
géne de la B-galactosidase de E. coli placé sous le contréle du promoteur tardif
P11 du VV. La B-galactosidase sert de marqueur pour la sélection des
recombinants VV. Le promoteur précoce/tardif P7.5 de la vaccine, situé en amont
du site unique de clonage Sma |, contréle I'expression du géne d'intérét. De
plus, ce vecteur posséede le géne de résistance a l'ampicilline, utile pour la

sélection des transformants bactériens. Pour construire pSC11-VP8, pKSVP8 a



Figure 4: Schéma du vecteur de transfert pSC11. Les caractéristiques du
plasmide sont décrites dans le texte (inspiré de Chakrabarti et al.

1985).
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d'abord été digéré par Bam Hl et Xho | et les extrémités 5' dépassantes des deux
fragments générés ont été réparées avec la Klenow. Le fragment de 2,7 kpb
contenant la séquence codante compléte de la VP8 a été purifié et inséré dans le
site Sma | de pSC11. Les recombinants bactériens ont été sélectionnés par
hybridation de colonies. L'ADN plasmidique des clones positifs a été analysé par
une double digestion Bam HI/Eco Rl afin de sélectionner un clone dans lequel le
géne de la VP8 avait été inséré dans la bonne orientation par rapport au

promoteur P7.5.

Enfin, pSC11-VP8-Mut a été construit en digérant pKSVP8Mut par Apa | et
le fragment de 1,5 kpb généré a été isolé avant d'étre utilisé pour remplacer le
fragment correspondant de pSC11-VP8. L'ADN plasmidique des recombinants a
été analysé par digestion Eco Rl afin de sélectionner un clone contenant le

fragment de 1,5 kpb inséré dans la bonne orientation par rapport au cadre de

lecture de la VP8.
8.4 Transfection

Des feuillets subconfluents de cellules BS-C-1, cultivés dans des plateaux
de 12 puits, ont été infectés a une MOI de 0,5 avec la souche WR du VV. Quatre
heures aprés le début de linfection, le milieu de culture a été vidangé et
remplacé par 0,8 mi de milieu frais sans SVF. Les cellules ont été transfectées
avec 4 pug de pSC11-VP8, pSC11-VP8-Mut ou pSC11, préalablement linéarisés
avec Sca |. La transfection a été effectuée a l'aide de 20 pul de "LipofectinMD
Reagent" (Gibco/BRL), en suivant les instructions du manufacturier. Environ 16 h
aprés la transfection, 1,5 mi de milieu de culture contenant 20% (v/v) SVF a été

ajouté a chacun des puits et l'infection s'est poursuivie jusqu'a ce qu'un effet



75

cytopathique maximal soit observé. Les surnageants de transfection ont été

récoltés et congelés a -70°C.
8.5 Sélection des recombinants

Des feuillets confluents de cellules TK"143B, cultivés en pétris de 60 mm de
diamétre, ont été infectés avec des dilutions décimales de surnageants de
transfection. Aprés une adsorption d'une heure et demie, l'inoculum viral a été
remplacé par 5 ml de milieu contenant 1,5% (p/v) de bacto-agar. Lorsque les
plages sont devenues visibles, en général aprés 3 jours d'infection, 300 ug de
X-Gal par ml de milieu de culture ont été ajoutés dans chacun des pétris. Des
plages bleues ont été repiquées avec une pipette Pasteur et ont ensuite été
soumises a deux rondes additionnelles de sélection. Des recombinants VV
potentiels ont d'abord eté amplifiés en plateaux de 12 puits sur des cellules
TK-143B puis en flacons de 25 cm2 sur des cellules HEp-2. Enfin, les titres viraux

ont été évalués sur des cellules HEp-2, selon la méthode décrite a la section 1.5.
9. ELECTROPHORESE DE PROTEINES ET IMMUNOEMPREINTES
9.1 Préparation des lysats cellulaires

Des feuillets confluents de cellules HEp-2, cultivés en plateaux de 6 puits,
ont été infectés a une MOI de 5 DICTs¢ de recombinants VV par cellule. A
différents temps p.i., le milieu a été vidangé, les cellules ont été lavées avec du
PBS avant d'étre lysées dans 250 pul de tampon d'échantillon (40 mM Tris-HCI
pH 6,8, 2% (p/v) SDS, 280 mM B-mercaptoéthanol, 10% (v/v) glycérol et 0,01%
(p/v) bleu de bromophénol). Les échantillons ont été transférés dans des tubes

Eppendorf et ont eté conservés a -20°C.
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9.2 Electrophorése de protéines (SDS-PAGE)

Le fractionnement des protéines par électrophorése a été effectué en gels
d'acrylamide en présence de SDS (Laemmli 1970). Des gels de 7,5% (p/v)
acrylamide (rapport acrylamide:bis-acrylamide 38:1) ont été utilisés pour
I'analyse des protéines virales. Les gels de séparation ont été préparés dans un
tampon 0,375 M Tris-HCI pH 8,4 contenant 5 mM EDTA, 0,1 % (p/v) SDS, 0,03%
(v/v) TEMED et 0,025% (p/v) persulfate d'ammonium. Les gels de regroupement
étaient constitués de 3% acrylamide et préparés dans un tampon 125 mM
Tris-HCI pH 6,8 contenant 0,1 % (p/v) SDS, 0,05% (v/v) TEMED et 0,13% (p/v)
persulfate d'ammonium. Avant d'étre chargés, les échantillons ont été bouillis &
100°C durant 4 min. L'électrophorése a été effectuée dans un tampon contenant
25 mM Tris, 0,192 M glycine et 0,1% (p/v) SDS sous un courant de 45 mA. Le
marqueur de masse moléculaire utilisé était constitué d'un mélange de protéines

standards de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ont.).
9.3 Transfert de type Western et immunoempreinte

L'immunoempreinte de protéines sur une membrane de difluorure de
polyvilidéene (PVDF; Bio-Rad) a été effectuée selon la méthode de Trudel et al.
(1987). Aprés séparation par électrophorése, les protéines ont été électro-
transférées du gel a la membrane pendant une heure et demie a 50 V dans le
tampon d'électrophorése contenant 20% (v/v) méthanol. Les sites d'adsorption
résiduels de la membrane ont été bloqués a l'albumine sérique bovine 1,5%
(p/v) dans un tampon TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl) durant 1 h. La
membrane a été mise en contact durant 2 h avec un sérum anti-VP8 dilué 1/500

dans un tampon TBS contenant 0,05% (v/v) Tween-20 (TBS-T). Ce sérum



77

monospécifique a été généreusement fourni par V. Misra (Université de
Saskatchewan, Saskatoon, Sask.) et a été produit en immunisant des lapins
avec une préparation de VP8 purifiée par SDS-PAGE. Aprés la fixation des
anticorps, la membrane a été lavée trois fois avec du tampon TBS-T puis la
protéine-A conjuguée a la peroxydase (Mandel Scientific Co., Rockwood, Ont.),
diluée 1/2000 dans le tampon TBS-T, a été ajoutée et lincubation s'est
poursuivie pendant une heure et demie. La membrane a ensuite été lavée a trois
reprises dans le tampon TBS-T avant de procéder a la révélation des complexes
antigenes-anticorps. Pour ce faire, une solution contenant 2,5 mg de 3,3'-
diaminobenzidine tétrahydrochlorure (Sigma) et 0,03% (v/v) peroxyde
d'hydrogéne dans 10 ml de tampon TBS a été utilisée. Enfin, la réaction a été

arrétée en remplagant la solution de révélation par de I'eau déionisée.
10. EXPERIMENTATION CHEZ LA SOURIS

10.1 Souris

Des souris BALB/c (H-2d), C57BL/6 (H-2b) ou C3H (H-2k) (Charles River,
St-Constant, Qc) &gées entre six et huit semaines ont été utilisées pour les
expériences décrites dans cette thése. Les souris ont été maintenues dans des
conditions adéquates pour I'expérimentation animale. Avant la premiére
injection, un échantillon sanguin a été prélevé de chaque souris par la technique
de saignée au plexus rétro-orbital. Toutes les saignées ont été effectuées par le
personnel de l'animalerie de ['Institut Armand-Frappier. Les sérums ont été
recueillis aprés centrifugation des cellules sanguines a 2500 x g pendant 15 min

et ont été conservés a -20°C jusqu'a utilisation.
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10.2 Immunisations

Des groupes de 5 ou 10 souris ont été immunisées avec 6 x 106 DICTsg de
recombinants VV par voie intra-péritonéale (i.p.) ou par voie intra-veineuse (i.v.).
Pour les immunisations par voie i.p., les souris ont recu 0,2 mi de virus dilué dans
du PBS (Gibco) tandis que par voie i.v., un volume de 0,1 ml était injecté. Les
immunisations ont été données a toutes les deux semaines et les saignées
effectuées 13 jours aprés chaque vaccination. Les sérums des souris

appartenant au méme groupe expérimental ont été regroupés.
11. ELISA
11.1 Préparation de I'antigéne

Le protocole utilisé pour préparer les antigénes pour les ELISA s'inspire de
celui décrit par Talbot (1989). Brievement, des feuillets confluents de cellules
MDBK ont été infectés avec le BHV-1 a une MOI de 2 et incubés pendant 27 h.
Une culture témoin a été réalisée en paralléle. Le milieu a été vidangé et les
flacons ont alors été soumis a trois cycles de congélation (-80°C) et
décongélation (37°C). Les lysats cellulaires ont été récoltés, soniqués deux fois
durant 1 min avec l'appareil Braunsonic puis centrifugés a 10 000 x g pour 30
min & 4°C. Le surnageant a été récolté et centrifugé a 100 000 x g durant 60 min
a 4°C. Le culot a été resuspendu dans environ 1 mi de PBS (Gibco). La
concentration en protéines de l'antigéne viral et de l'antigéne témoin a été
évaluée avec la trousse de dosage de Bio-Rad basée sur la méthode de
Bradford (1976). Finalement, la concentration optimale d'antigéne a adsorber au
plateau a été déterminée par un test ELISA en échiquier. Brievement, des

dilutions sérielles d'antigéne, effectuées dans un sens du plateau (colonne ou
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rangée), ont d'abord été adsorbées (section 11.2). La réactivité d'un sérum
spécifique au BHV-1 ou d'un sérum témoin a ensuite été analysée selon le
protocole décrit a la section suivante. La concentration optimale d'antigéne a été

établie a environ 1 ug/ml.
11.2 Immunodétection indirecte

La méthode employée pour titrer les anticorps spécifiques aux protéines du
BHV-1 a été décrite par Payment et al. (1979). L'antigéne préparé a la section
précédente a été dilué a la concentration optimale dans un tampon PBS sans
calcium ni magnésium (Gibco) puis 100 ul ont été adsorbés dans chaque puits
de plateaux ELISA a 96 puits (Flow) pour 16 h & 4°C. Aprés avoir vidangé les
plateaux, les sites résiduels ont été bloqués durant 1 h avec 150 pl de diluant
ELISA, constitué de tampon PBS sans calcium ni magnésium contenant 10%
(v/iv) de SVF. Des dilutions sérielles d'anticorps ont été effectuées dans le diluant
ELISA contenant 0,2% (v/v) Tween-20, dans un volume final de 100 ul par puits.
La réaction antigéne/anticorps a été incubée durant 2 h a la température
ambiante puis les puits ont été lavés cing fois avec une solution de lavage
(0,05% (v/v) Tween-20 dans de I'eau déionisée) puis vidés. La détection des
anticorps fixés a été réalisée a l'aide d'un antisérum dirigé contre les IgG de
souris et conjugué a la peroxydase de raifort (Sigma). L'anticorps conjugué a été
utilisé a une dilution 1/1000, effectuée dans le diluant ELISA contenant 0,2%
(v/v) Tween-20, a raison de 100 pl par cupule. Le mélange a été incubé durant
90 min & la température ambiante puis les puits ont été lavés cinq fois avec la
solution de lavage. La réaction a été revélée par une incubation de 30 min a
l'obscurité avec 100 pul de la solution substrat-chromogéne (50 mM acide citrique,

0,1 M NagHPO4 pH 5, 2,2 mM 0-phényléne diamine, 3 mM H20»). La réaction a
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eté arrétée par addition de 100 i de 0,1 N HCI dans chaque puits. La réaction
colorimétrique a été mesurée a une longueur d'ondes de 492 nm sur un lecteur
EAR40Q0AT (SLT-Labinstruments, Autriche). Le titre d'un antisérum est exprimé
par la réciproque de la plus haute dilution donnant une densité optique
supérieure a la moyenne des densités optiques d'un sérum témoin a laquelle est

ajoutée deux fois la valeur de I'écart-type.
12. TESTS DE NEUTRALISATION

Les tests de neutralisation ont été effectués selon le protocole décrit par
Trudel et al. (1987). Brievement, les dilutions des sérums de souris BALB/c
immunisées i.p. trois fois avec les recombinants VV ont été incubées avec une
dilution de BHV-1 contenant environ 25 DICTsg. Aprés une incubation de 4 h a
4°C, l'infectivité résiduelle a été évaluée par un test de DICT (section 1.5) en
utilisant les cellules MDBK. Le titre neutralisant correspond a la réciproque de la
dilution de sérum permettant de neutraliser l'infectivité virale dans 50% des
cupules inoculées. La dilution de BHV-1 employée a également été titrée afin de

s'assurer du nombre de doses utilisées pour le test.
13. TESTS DE LYMPHOPROLIFERATION

Le BHV-1 et la souche WR du VV ont été inactivés en exposant 106 DICTsg
par ml de milieu de culture sans SVF a une lampe UV (modéle UVGL-58; UVP
Inc., San Gabriel, CA, E-U) placée & une distance de 5 ¢cm, durant 5 et 7 min
respectivement. La perte totale de linfectivité a été testée en inoculant des
cellules MDBK avec le BHV-1 inactivé et des cellules HEp-2 avec le VV. Si aprés
4 jours aucun effet cytopathique n'était observe, le virus était utilisé comme

antigéne pour les tests de lymphoprolifération. Pour ces tests, les souris ont
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d'abord été vaccinées i.p. a trois reprises et trois semaines aprés la derniére
dose, les animaux ont été sacrifiés. Les rates de deux souris par groupe ont été
récoltées stérilement et triturées dans un méme pétri. Les splénocytes, a raison
de 4 x 10° cellules par puits, ont été cultivés en quadriplicatas dans un milieu
RPMI-1640 (Gibco) contenant 10% (v/v) de SVF, 50 ug/ml de gentamicine et
50 uM B-mercaptoéthanol. Les cellules ont été stimulées avec le BHV-1 ou le VV
inactivés aux UV a une MOI de 0,1 (avant l'inactivation), dans un volume final de
200 pl. Aprés 4 jours, 1 uCi de [3H]thymidine (ICN; 22 Ci/mmole) a été ajouté
dans chaque puits. L'incubation s'est poursuivie pendant 18 h puis les plateaux
ont été congelés a -20°C. Les lysats cellulaires ont été récoltées sur des
rondelles de fibres de verre qui ont ensuite été mises dans des fioles contenant
7 ml de scintillant (Cytoscint; ICN). L'incorporation de thymidine a été mesurée
au compteur & scintillation Packard. L'indice de stimulation (I.S.) a été obtenu en
calculant le rapport entre la moyenne des comptes des splénocytes stimulés en
présence d'un antigéne sur la moyenne des comptes des splénocytes cultivés en
absence d'antigéne. Un 1.S. supérieur a 2 a été considéré comme étant positif

(Arvin et al. 1987).



RESULTATS
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1. SEQUENCE DU FRAGMENT HIND Il M DU GENOME DU BHV-1

La traduction in vitro dARNm piégés sur les fragments Hind Il individuels
du génome du BHV-1 avait permis de localiser la séquence codante d'une
protéine abondante de 94 kDa dans le petit fragment Hind Ill M de 3,7 kpb
(Annexe |; Simard et al. 1990). Un des objectifs du travail était de caractériser le
géne codant cette protéine. Pour ce faire, la séquence nucléotidique compléte du
transformant pKS/Mhd, qui contient le fragment Hind Il M du BHV-1, a été
déterminee par la méthode chimique (Maxam et Gilbert 1977). La Figure 5
illustre un diagramme représentant les stratégies de séquengage réalisées ainsi
que la carte des sites de restriction qui ont été utilisés pour le marquage des
fragments d'ADN. Il est & noter que les sites de restriction du vecteur qui ont été
employés pour déterminer les régions bordantes du fragment sont aussi

indiqués.

La séquence du fragment M a été déterminée en suivant les stratégies
représentées par les fleches qui indiquent l'origine, l'orientation et la longueur de
la lecture de la séquence obtenue pour chacun des fragments. La majorité de la
séquence nucléotidique a été déterminée par le séquengage des deux brins
d'ADN, ce qui a permis de confirmer les pyrimidines d'un brin par les purines de

l'autre brin.

La composition en G+C de la séquence nucléotidique obtenue est de 72%;
ce fort pourcentage en G+C a généré occasionnellement des compressions dans
les gels de séquence, probablement causées par la formation de structures
secondaires stables, particulierement dans les régions ou les A et les T étaient

largement sous-représentés. Ces régions ont donc di étre séquencées a



Figure 5:

Stratégies de séquengage du fragment Hind Ill M du génome du
BHV-1 par la méthode chimique. Les sites de restriction employés
lors des marquages sont identifiés comme suit: A, Accl; B, Bg/l; C,
Celll; D, Dde }; E, Eco RI; F, Hint I; H, Hind lll; L, Afl1Il; M, Sma |; N,
Ncol; O, Not|; P, Apal; R, Narl; S, Sacll; T, Tthlll; U, Stul; V, Pwu li;
X, Xho I; Y, Sty |. Les sites A, X, P et E bordant le fragment M
appartiennent au vecteur pKS. Les cadres de lectures identifiés sont
indiqués dans le bas. La séquence de la région représentée par le

trait gras est illustrée a la Figure 6.
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plusieurs reprises afin de résoudre les ambiguités. De plus, certaines régions ont

été confirmées par la méthode enzymatique (Sanger et al. 1977).

L'analyse informatique de la séquence obtenue a révélé la présence d'un
cadre de lecture ouvert de 2220 nucléotides. De plus, deux ORFs partiels
bordant cet ORF complet et situés sur le méme brin d'’ADN que ce dernier ont été
identifiés. La localisation, l'orientation et la longueur de ces cadres de lecture

sont illustrées par les fléeches au bas de la Figure 5.

Au moment ou l'analyse de la séquence était presque terminée, un article
portant sur la localisation et la séquence du géne codant la VP8 du BHV-1, la
protéine majeure du tégument, a été publié (Carpenter et Misra 1991). Une
banque d'expression Agt11 des fragments génomiques viraux avait été criblée
en utilisant un sérum anti-VP8, ce qui avait permis de localiser le géne sur le
génome viral. La séquence rapportée était trés similaire a la nétre, permettant

ainsi de déterminer que la protéine abondante de 94 kDa représentait la VP8.

L'analyse du géne de la VP8 et la comparaison de la séquence rapportée
avec la ndtre sont présentées a la section suivante. La séquence de 'ORF partiel
localisé en aval du géne de la VP8 sera analysée a la section 3 des Résultats.
Enfin, la séquence compléte de 'ORF situé en amont de celui de la VP8 a été
publiée par Carpenter et Misra (1992) et code 'nomologue de I'a-TIF du HSV. La
portion de ce géne contenu dans le fragment M n'est pas présentée dans cette

thése.
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2. CARACTERISATION DE LA VPS8
2.1 Analyse du gene

La Figure 6 présente la séquence nucléotidique et la séquence déduite en
acides aminés du géne de la VP8, ainsi que ses régions proximales 5' et 3'. La
portion de la séquence nucléotidique montrée dans cette Figure correspond a la
région du fragment M qui est représentée par le trait plein & la Figure 5. Cette
séquence comprend 2607 nucléotides; elle débute 424 nucléotides en aval du

site Hind Il situé en 5' du fragment M et se termine 733 nucléotides en amont du

site Hind lil en 3.

La séquence codante de la VP8 débute avec un codon ATG placé dans un
contexte favorable pour linitiation de la traduction puisqu'il est bordé par les
séquences GACGCCATGG (Kozak 1986, 1987). La VP8 contient 739 acides
aminés pour une masse prédite de 80,7 kDa, ce qui differe significativement de
la masse observée en SDS-PAGE suite a la synthése de la protéine dans un
systéme de traduction in vitro (94 kDa). La composition en acides aminés de la
protéine est présentée au Tableau Il. On y note un pourcentage élevé de résidus
proline (8%) et arginine (12,5%). Par ailleurs, les acides aminés dont les codons
contiennent un A ou un U en premiére ou seconde position, sont peu abondants
(e.g. lysine, isoleucine, asparagine). De plus, la plupart des acides aminés sont
codés par des codons se terminant par un G ou un C (Figure 6). Ces préférences
sont probablement le reflet du haut contenu en G et en C du géne. Enfin,
I'analyse de la séquence déduite en acides aminés n'a pas révélé la présence

de sites potentiels pour la N-glycosylation (Kornfeld et Kornfeld 1985).



Figure 6: Séquence du géne de la VP8 du BHV-1 ainsi que de ses régions
proximales. La séquence déduite en acides aminés est représentée
par les symboles a une lettre placés en-dessous du deuxiéme
nucléotide des codons respectifs. Les numérotations en acides
nucléiques et en acides aminés sont indiquées a droite. Les régions
promotrices potentielles du gene sont indiquées par les traits noirs
placés au-dessus et en-dessous des nucléotides impliqués. La
fleche indique le site d'initiation de la transcription de 'TARNm codant
la VP8 et les nucléotides soulignés par un trait fin correspondent au
site de fixation de I'oligonucléotide utilisé pour la réaction

d'extension d'amorce.
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Tableau ll: Composition en acides aminés de la VP8 du BHV-1

catégorie  radical acide aminé nombre %
neutre non-polaire A = alanine 108 14,61
V = valine 44 5,95
L = leucine 82 11,1
| = isoleucine 11 1,49
M = méthionine 15 2,03
F = phénylalanine 20 2,71
W = tryptophane 6 0,81
P = proline 59 7,98
polaire G = glycine 64 8,66
S = sérine 35 4,74
T = thréonine 33 4,47
C = cystéine 9 1,22
Y = tyrosine 26 3,52
N = asparagine 8 1,08
Q = glutamine 18 2,44
chargé acide D = aspartate 41 5,55
E = glutamate 48 6,5
basique K = lysine 4 0,54
R = arginine 92 12,45
H = histidine 16 2,17
Total 739 100
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Des régions promotrices potentielles du géne ont été identifiées en amont
du codon d'initiation de la traduction de la VP8. Ces motifs sont indiqués par des
traits noirs situés au-dessus et en-dessous des nucléotides impliqués (Figure 6).
Ainsi, une boite CAAT contenant 7 des 9 nucléotides de la séquence consensus
(GGYCAATCT; Y = C ou T) a été localisée a la position 17 de la séquence. De
plus, une boite TATA, identique a la séquence consensus TATAAAA (McKnight et
Kingsbury 1982), a été identifiée a la position 190. Enfin, aucun signal de
polyadénylation (AATAAA; Proudfoot et Brownlee 1976) n'a été trouvé en aval du

codon d'arrét de la traduction.

2.2 Comparaison des séquences de la VP8 chez deux isolats du

BHV-1

La séquence de la VP8 présentée a la Figure 6 a ensuite été attentivement
comparée avec la séquence publiée par Carpenter et Misra (1991). Il est & noter
que ces séquences proviennent de deux isolats appartenant au sous-type 1 du
BHV-1. En effet, nous utilisons couramment au laboratoire un isolat de I'Ouest
canadien (#34), tandis que celui utilisé par Carpenter et Misra est un isolat
américain (P8-2). Le résultat de cette comparaison est illustré a la Figure 7 et
seules les différences retrouvées dans la séquence chez lisolat P8-2, tant au
niveau des nucléotides que des acides aminés, sont indiquées. Des insertions
de nucléotides dans la séquence précédemment publiée ont créé trois
changements de cadre de lecture ("frameshift"; FS), qui affectaient
respectivement 14, 55 et 18 acides aminés de la protéine. Le premier
changement de cadre de lecture (FS-1) était causé par la présence de deux

pyrimidines additionnelles (C et T) et se terminait par l'ajout d'un C. Comme le
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montre un gel de séquence représentant la région du début du FS-1
(Figure 8A), les nucléotides C et T sont absents de notre séquence. A
I'exception de ces trois bases, les séquences nucléotidiques sont identiques

dans la région impliquée.

Le deuxiéme changement du cadre de lecture (FS-2) était généré par
l'insertion d'un A en position 1353, d'un T en position 1403, de deux G en
positions 1457 et 1458 et d'un C en position 1467. Le FS-2 se terminait par la
délétion de deux C en positions 1468 et 1517. Ces résultats sont confirmés par
les Figures 8B et 8C qui présentent respectivement les gels de séquences
montrant les régions du debut et de la fin du FS-2. De plus, deux autres
divergences ont été observées dans le FS-2 o0, aux positions 1385 et 1386, un T
et un G ont été respectivement remplacés par un G et un C. Ces changements
pourraient représenter des transversions individuelles (T—C) ou des inversions
dinucléotidiques (TG—GC). Enfin, mentionnons que quatre des insertions
retrouvées dans le FS-2 sont situées dans une région extrémement riche en G et

en C, ce qui a donc pu occasionner des compressions dans les gels de

séquence.

Le troisiéme changement du cadre de lecture (FS-3) était causé par I'ajout
d'un C en position 2092 et se terminait par I'addition de deux C en positions
2146 et 2147. Les gels de séquence représentant le début et la fin du FS-3
(Figure 8D et 8E) montrent I'absence de ces nucléotides dans notre séquence.
En excluant les trois C supplémentaires, les séquences nucléotidiques sont
identiques a l'intérieur du FS-3. Il est a noter qu'a cause de tous ces
changements, la VP8 de lisolat P8-2 posséde trois acides aminés de plus que

celle de lisolat #34.



Figure 7:

Comparaison des séquences du géene de la VP8 provenant des
isolats #34 et P8-2 du BHV-1. La séquence nucléotidique et la
séquence déduite en acides aminés de la VP8 de l'isolat #34 sont
numérotées a droite et sont représentées au-dessus de celles de
lisolat P8-2 (Carpenter et Misra 1991). A l'exception des trois
régions de changements de cadre de lecture, les séquences de
l'isolat P8-2 sont présentées uniquement aux endroits ou des
différences ont été notées. Les nucléotides supplémentaires ou
manquants sont soulignés par un trait gras. Dans la région 3' non-
codante, la portion soulignée de la séquence de l'isolat P8-2 est

complémentaire a celle de lisolat 34.
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Figure 8:

Gels de séquence du géene de la VP8 de lisolat #34 du BHV-1
représentant le début et la fin des changements de cadre de lecture
observés chez la séquence de l'isolat P8-2. Les régions montrées
correspondent aux positions de la Figure 7. (A) 349 a 363, (B) 1346
a 1356, (C) 1511 a 1525, (D) 2084 a 2098 et (E) 2153 a 2139. Les
fleches indiquent les régions ou des différences ont été observées
entre les deux séquences. Dans la séquence de lisolat P8-2, les
nucléotides supplémentaires étaient les suivants: un C et un T aux
positions 357 et 358, un A au nucléotide 1353, un C au résidu 2093
et enfin, deux C aux positions 2148 et 2149. Finalement, un C était

absent a la position 1517.
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Par ailleurs, la comparaison des deux séquences a permis d'identifier
d'autres différences dans la région codante de la VP8. Ainsi, 29 modifications de
nucléotides impliquant trois transversions G—C et 12 transitions dont huit C—»T
et quatre G—A ont été observées. Des inversions dinucléotidiques ont aussi été

notées: cing GC—CG et une GT—-TG. Au total, ces modifications nucléotidiques

ont engendré 17 substitutions d'acides aminés.

Dans la région 3' non-codante, quatre insertions et deux délétions de
nucléotides, ainsi qu'une transversion T—A ont été observées. De plus, il a été
surprenant de constater que dans la région comprise entre les positions 2538 et
2607, la séquence rapportée était parfaitement complémentaire a la nétre (a
I'exception d'un A—C). Comme le montre la Figure 5, la séquence de cette
région a été confirmée par quatre stratégies de séquengage distinctes, tandis
qu'un seul brin d'’ADN a été séquencé par Carpenter et Misra (1991). Ceci

suggére que dans cette région, leur séquence pourrait étre incorrecte.

En considérant toutes les modifications observées dans la région codante
du géne, 14,1% des séquences en acides aminés sont divergentes. Ces
différences pourraient étre dues a des erreurs d'analyses de séquences ou a des

variations entre les isolats 34 et P8-2 du BHV-1.
2.3 Homologies de séquences avec les alphaherpésvirus

La comparaison de la séquence déduite en acides aminés de la VP8 avec
la séquence du HSV-1 (McGeoch et al. 1988) avait révélé que la protéine était
homologue aux protéines majeures du tégument VP13/14 (Carpenter et Misra

1991), qui sont codées par le géne UL47 (Whittaker et al. 1991). Par ailleurs, la
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séquence prédite en acides aminés du géne UL47 partage aussi des
homologies de séquences avec la gp10 du virus de I'herpés équin de type 4
(EHV-4), le produit du géne ORF B6 (Whittaker et al. 1991). Conséquemment, la
séquence protéique de la VP8 a été comparée a celles de ces deux protéines a
l'aide du logiciel GeneWorks. La Figure 9 présente le résultat de la comparaison
de la VP8 avec le produit de 'ORF B6 du EHV-4. Il est a noter que le logiciel crée
des espaces afin de maximiser les homologies de séquences. L'alignement des
séquences a permis de déterminer que les deux protéines étaient identiques a
29% et en tenant compte des substitutions conservatives (représentées par des
astérisques), elles sont homologues a 49%. Des homologies plus grandes (66%)
ont été notées dans les portions C-terminales, dans la région comprise entre les
acides aminés 417 a 716 de la VP8. Par contre, le pourcentage d'homologie
entre les deux protéines est de 39% dans la région comprenant les 225 premiers
résidus. Cette faible homologie se réfléte aussi par I'abondance d'espaces que
le logiciel a di insérer dans la séquence de la VP8 afin de maximiser

I‘alignement.

Par ailleurs, une analyse similaire a révélé que la VP8 était identique a 16%
avec le produit du géne UL47 du HSV-1 et ce dernier, identique a 12% avec la
protéine codée par I'ORF B6 du EHV-4. De plus, le pourcentage d'identité était
seulement de 9% lorsque les trois protéines ont été alignées (résultats non-

présentés).

Le logiciel MacVector a été utilisé afin de pouvoir identifier les régions ol la
VP8 et les produits des génes UL47 et ORF B6 partageaient le plus
d'homologies de séquences. Les trois séquences ont été successivement

comparées l'une a l'autre en fixant des paramétres de 20% d'homologie pour



Figure 9:

Alignement de la séquence déduite en acides aminés de la VP8
avec celle de la gp10, le produit du géne ORF B6 du EHV-4. La
séquence de I'ORF B6 provient de Whittaker et al. (1991).
L'alignement a été effectué avec le logiciel GeneWorks en utilisant
les parameétres par défaut du logiciel qui sont décrits dans le
chapitre des Matériel et Méthodes. La numérotation en acides
aminés des protéines respectives est indiquée a droite. Les
astérisques identifient les substitutions conservatives d'acides
aminés. Les tirets représentent les espaces créés par le logiciel afin

de maximiser l'alignement des deux séquences.
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des fenétres de 50 acides aminés. Les deux régions homologues ainsi
identifiées sont présentées a la Figure 10. La premiére région (Figure 10A),
localisée approximativement dans le centre de la VP8, comprend les acides
aminés 400 a 476, tandis que la deuxieme englobe les résidus 505 a 644
(Figure 10B). Dans la premiére région, 17 acides aminés sur 77 (22%) sont
conservés chez les trois protéines virales. De plus, 16 résidus supplémentaires
(43%) sont communs entre les protéines homologues du BHV-1 et du EHV-4,
tandis que 10 additionnels (35%) sont conservés entre le BHV-1 et le HSV-1.
Mentionnons aussi que le pourcentage d'identité entre les produits des génes
UL47 et ORF B6 n'est que de 25% (19 acides aminés). Dans la seconde région,
27 résidus sur 144 sont conservés entre les trois protéines virales (19%). Au
total, 65 acides aminés sont partagés entre la VP8 et la gp10 (45%), tandis que
41 (28%) sont communs entre la VP8 et les VP13/14. De plus, les protéines
homologues du HSV-1 et du EHV-4 sont identiques a 24%. Par ailleurs,
l'analyse de ces deux régions a aussi révélé qu'elles ne semblaient pas contenir
de portions ol le pourcentage d'identité entre les trois protéines était plus élevé
puisque la plus longue série d'acides aminés conservés consecutifs est de trois
dans la premiére région et de quatre dans la deuxieme. Cependant, si on exclut
la séquence du HSV-1 dans la seconde région, deux domaines comprenant sept
acides aminés consécutifs (aa 597 a 603 et 638 a 644 de la VP8) étaient

conservés chez les protéines du BHV-1 et du EHV-4.

Les résultats de ces analyses indiquent que la VP8 est plus homologue & la
protéine codée par le géne ORF B6 du EHV-4 qu'au produit du géne UL47 du
HSV-1, mais que ces trois protéines sont peu conservées chez les

alphaherpésvirus.



Figure 10: Régions d'homologies de la VP8 avec les protéines homologues du
HSV-1 et du EHV-4. Les séquences du HSV-1 (géne UL47,
VP13/14) et du EHV-4 (ORF B6, gp10) proviennent respectivement
de McGeoch et al. (1988) et de Whittaker et al. (1991). L'analyse a
été effectuée avec le logiciel MacVector en utilisant des fenétres de
50 acides aminés et un pourcentage d'homologie de 20%. (A) et
(B) représentent les régions ou les trois polypeptides contenaient
des homologies égales ou supérieures a 20%. Les positions des
acides aminés des protéines correspondantes sont indiquées a
droite. Les acides aminés communs sont entourés par des boites.
Les tirets représentent des espaces créés afin de maximiser

I'alignement.
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La comparaison des deux sequences de VP8 avec les protéines
homologues du HSV-1 et du EHV-4 a aussi été effectuée dans les trois régions
de changements de cadre de lecture (Figure 11). Le logiciel MacVector a été
utilisé pour cette analyse étant donné les faibles pourcentage d'homologie qui
sont retrouvés entre les trois protéines. La séquence dérivée de l'isolat #34 est
plus similaire a celles des produits du géne UL47 du HSV-1 et de 'ORF B6 du
EHV-4 que la séquence dérivée de lisolat P8-2. Cette observation est
particulierement significative dans le FS-3 ou 14 résidus sur 18 sont conservés
entre lisolat #34 et I'un ou l'autre des alphaherpésvirus, comparativement a un
seul pour lisolat P8-2. On note aussi que dans cette région, quatre acides
aminés (une cystéine, deux alanines et une glycine) sont identiques chez le
HSV-1, I'EHV-4 et l'isolat #34. Par ailleurs, les séquences sont beaucoup moins
conservées dans le FS-1 ou sur 14 acides aminés, quatre sont identiques entre
l'isolat #34 et I'un ou l'autre des alphaherpésvirus, comparativement a deux pour
l'isolat P8-2. En ce qui concerne le FS-2, 16 résidus sur 55 sont conservés entre
l'isolat #34 et le HSV-1 et/ou 'EHV-4, comparativement a 8 pour lisolat P8-2. De
plus, trois acides aminés (une alanine et deux leucines) sont communs entre
lisolat #34 et les deux autres alphaherpésvirus, tandis qu'aucun acide aminé ne

I'est pour lisolat P8-2.

Le profil d'hydropathicité de la VP8 a ensuite été comparé avec ceux des
protéines homologues du HSV-1 et du EHV-4 (Figure 12) et cette analyse a
révelé une caractéristique commune. En effet, les portions N-terminales des trois
protéines, dans la région comprenant les 200 premiers acides aminés, étaient
fortement hydrophiles. De plus, les 100 premiers acides aminés des protéines du

BHV-1 et du HSV-1 contenaient respectivement 20% et 23% de résidus arginine,



Figure 11: Comparaison des séquences en acides aminés de la VP8 des
isolats #34 et P8-2 avec les protéines homologues du HSV-1 et du
EHV-4 dans les régions de changements de cadre de lecture. Les
séquences du HSV-1 (géne UL47, VP13/14) et du EHV-4 (ORF BS,
gp10) proviennent respectivement de McGeoch et al. (1988) et de
Whittaker et al. (1991). Les positions en acides aminés des
protéines respectives sont indiquées a gauche et a droite. Les
alignements ont été effectués avec le logiciel MacVector. Les
résidus communs de I'une ou l'autre des séquences de VP8 et du

HSV-1 et/ou du EHV-4, sont encadrés.
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Figure 12: Comparaison du profil d'hydropathicité de la VP8 avec ceux des
protéines homologues de deux autres alphaherpésvirus. Les
sequences du HSV-1 (gene UL47, VP13/14) et du EHV-4 (ORF B6,
gp10) proviennent respectivement de McGeoch et al. (1988) et de
Whittaker et al. (1991). Les profils ont été obtenus a l'aide de
l'algorithme de Kyte et Doolittle (1982) contenu dans le logiciel
GeneWorks en utilisant des fenétres de 11 acides aminés. Les
indices positifs indiquent les régions hydrophobes et les indices
négatifs, les régions hydrophiles. ARG et GLU identifient
respectivement les domaines riches en arginines ou en acides

glutamiques.
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ce qui leur donne une extrémité N-terminale fortement basique. Une grande
proportion des résidus arginine est concentrée dans les régions englobant les
acides aminés 41 a 53 (54%) de la VP8 et 63 & 75 (69%) de la séquence déduite
du géne UL47, constituant ainsi des domaines riches en arginines. Par contre,
cette caractéristique est absente de la portion N-terminale de la gp10 du EHV-4,
qui posséde plutdét une région riche en acides glutamiques, la rendant acide
(Whittaker et al. 1991). Enfin, mentionnons que selon les profils d'hydropathicité,
aucune région hydrophobe pouvant refléter la présence d'un peptide signal n'a

été mis en évidence dans la portion N-terminale de ces trois protéines.

2.4 Analyse du transcrit

La cinétique d'expression de IARNm de la VP8 dans des cellules infectées
avec le BHV-1 a été analysée par hybridation de type Northern (Figure 13) en
utilisant comme sonde un fragment Eco RI-Sma | de 387 pb (nucléotides 822 a
1209 selon Figure 6). La sonde a révélé un transcrit abondant d'environ 4,4 kb
qui était présent & un taux maximal entre 18 et 24 h p.i.. Cependant, 'TARNm était
détectable a 6 h p.i. lorsque la membrane était surexposéee. De plus, la sonde n'a
révélé aucun transcrit dans le puits contenant les ARNs isolés de cellules non-
infectées (Figure 13; puits M), ce qui confirme la spécificité du signal obtenu. Le
résultat de I'hybridation suggére que 'ARNm de la VP8 est exprimé durant la

phase tardive de l'infection.

La localisation précise du site d'initiation de la transcription de TARNm de la
VP8 a été déterminée par une réaction d'extension d'amorce (Figure 14). Un
oligonucléotide complémentaire aux nucléotides 258 a 282 (Figure 6)

chevauchant le site d'initiation de la traduction de la VP8, a été synthétisé pour



Figure 13: Cinétique d'expression de 'ARNm de la VP8 dans des cellules
infectées avec le BHV-1. Les ARNs polyA+, isolés de cellules non-
infectées (puits M) ou de cellules infectées avec le BHV-1 durant 6,
12, 18 et 24 h, ont été hybridés avec une sonde de 387 pb
correspondant a une région interne de la séquence codante de la

VP8. Les marqueurs de taille sont indiqués a gauche.
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Figure 14: Localisation de l'extrémité 5' de I'ARNm de la VP8. La réaction
d'extension d'amorce a éte effectuée avec un oligonucléotide
marqué, complémentaire aux positions 258 a 282 de la Figure 6.
L'amorce a été hybridée avec des ARNs totaux isolés de cellules
non-infectées (puits n) ou de cellules infectées durant 12 h (puits i).
Aprés la transcription inverse, les fragments d'ADN synthétisés ont
été analysés sur un gel de séquence 8%, en parallele avec un
fragment d'ADN séquencé par la méthode chimique comme
marqueur de tailles (puits G a C). Les bandes correspondant &
I'amorce et au fragment d'ADN synthétisé sont identifiées par les

fleches.
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I'expérience. La transcription inverse des ARN isolés de cellules infectées avec
le BHV-1 a permis la synthése d'un fragment d'ADN long de 61 bases (Figure 14;
puits i). Par contre, aucun fragment d'ADN n'a été synthétisé a partir des ARNs
isolés de cellules non-infectées (Figure 14; puits n). Le résultat de la réaction
d'extension d'amorce indique que l'extrémité 5' du transcrit de la VP8 débute 39
nucléotides en amont du codon d'initiation de la traduction ou 25 nucléotides en
aval de la boite TATA potentielle. Enfin, mentionnons que les résultats obtenus
sur la détermination de la taille de 'ARNm (4,4 kb) ainsi que sur la localisation de
son extrémité 5' confirment I'absence d'un signal de polyadénylation en aval du

codon d'arrét de la traduction.

3. SEQUENCE DE L'ORF PARTIEL EN AVAL DU GENE DE LA VP8

La séquence nucléotidique et la séquence déduite en acides aminés de
'ORF en aval du géne de la VP8 sont présentées a la Figure 15. La séquence
illustrée débute immédiatement aprés le codon d'arrét de la VP8 et la
numérotation des nucléotides concorde avec celle de la Figure 6. Cette
séquence comprend 916 nucléotides; les premiers 831 sont localisés dans le
fragment Hind Il M, tandis que les 85 autres appartiennent au fragment Hind il |
du génome viral. La jonction des fragments M et | a été déterminée par le

séquengage d'un sous-clone Pvu il/Sma | de 368 pb (Figure 15).

Le cadre de lecture a été identifié par homologies de séquences avec le
produit du gene UL46 du HSV-1 (McKnight et al. 1987) et conséquemment, cet
ORF a été nommé BUL46. La séquence codante débute par un codon ATG situé
dans un contexte favorable pour l'initiation de la traduction (Kozak 1986; 1987).

Cet ATG est situé 130 nucléotides en aval du codon d'arrét de la traduction de la



Figure 15: Séquence partielle du géne BUL46 du BHV-1 ainsi que de sa
région proximale 5'. Le premier nucléotide de la séquence
correspond a celui placé immédiatement aprés le codon d'arrét de
la traduction de la VP8; la numérotation, indiquée a droite, suit celle
de la Figure 6. La séquence déduite en acides aminés est
représentée par des symboles a une lettre placés en-dessous du
deuxiéme nucléotide des codons respectifs; la numérotation est
indiquée a droite. La boite TATA potentielle est soulignée, ainsi que

les sites de restriction mentionnés dans le texte.
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VP8. Il est a noter que deux autres ATG ont été localisés en amont du site
potentiel d'initiation de la traduction. Cependant, ils ne sont pas dans le méme
cadre de lecture que le produit du géne UL46 du HSV-1 et de plus, ils ne sont
pas situés dans un contexte favorable pour l'initiation de la traduction. Ainsi, il est
peu probable que l'un ou l'autre de ces ATG soient utilisés pour initier la

traduction de la protéine.

La séquence protéique contient 261 acides aminés et parmi ceux-ci, 233
sont localisés dans le fragment Hind Ill M. L'analyse de la séquence en acides
aminés n'a pas révélé de caractéristiques particuliéres; cette analyse pourra

toutefois étre complétée lorsque la séquence entiere du géne sera connue.

Enfin, l'analyse des régions promotrices potentielles a révélé la présence
d'une boite TATA (TATATAG) possédant six des sept bases de la séquence
consensus (McKnight et Kinsbury 1982). Ce motif est situé entre les positions
2561 et 2567 ou 45 a 51 nucléotides en amont du codon présumé de l'initiation

de la traduction.

La comparaison des séquences prédites en acides aminés des protéines
homologues du BHV-1 et du HSV-1 est présentée a la Figure 16. Au total, 91
acides aminés sont conservés (35% d'identité) et les résidus communs sont
retrouvés tout au long des deux séquences. On note aussi que fréquemment, au
moins deux acides aminés consécutifs sont conservés. L'analyse partielle de la
séquence du géne BUL46 indique que la protéine est plus conservée que la
VP8. Mentionnons que le géne UL46 du HSV-1 code les protéines du tégument
VP11/12 (Zhang et McKnight 1993) mais que le produit du géne homologue du

BHV-1 n'a pas encore été identifié.



Figure 16: Analyse comparative de la séquence déduite en acides aminés du
géne BUL46 avec la protéine homologue du HSV-1. La séquence
du géne UL46 provient de McKnight et al. (1987). La comparaison
des séquences a été effectuée avec le logiciel MacVector en
utilisant des fenétres de 50 acides aminés et un pourcentage
d'homologie de 20%. Les positions des acides aminés des
protéines respectives sont indiquées a droite et les résidus
conservés sont encadrés. Les tirets représentent les espaces créés

afin de maximiser l'alignement.
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En guise de conclusion pour cette premiére partie du travail, mentionnons
que dans le cadre du projet international de séquengage du génome du BHV-1,
les résultats que nous avons obtenus sur la caractérisation des génes de la VP8
et BUL46 font maintenant partie de la banque de séquences, ce qui représente

une contribution de plus de 3000 nucléotides.

4. CONSTRUCTION ET CARACTERISATION DES RECOMBINANTS
DE LA VACCINE

Le deuxiéme objectif du travail était d'évaluer les propriétés
immunogéniques de la VP8. Pour ce faire, la totalité de la séquence codante de
la VP8 a d'abord été insérée dans le plasmide pSC11 en suivant les procédures
décrites dans le chapitre des Matériel et Méthodes (Figure 17) et par la suite, un
recombinant VV a été construit (VV-VP8). De plus, 'analyse de 'ORF de la VP8
avait révélé la présence d'un signal de terminaison de la transcription reconnu
par I'ARN polymérase ADN dépendante du VV lors de la phase précoce de
linfection. Etant donné qu'il avait été démontré que la reconnaissance de ce
signal pouvait affecter I'expression et limmunogénicité d'une protéine exogéne
dans le virus de la vaccine (Earl et al. 1990; Zhou et al. 1991), un deuxieme
recombinant (VV-VP8-Mut), dans lequel le motif avait été modifié par
mutagenése dirigée, a aussi été construit. Comme témoin négatif pour les
expériences d'immunisations, un recombinant VV a été généré en utilisant le

vecteur de transfert pSC11 sans insertion d'ADN exogéne (VV-TK").



Figure 17: Construction des vecteurs de transfert ayant servi a générer les
recombinants VV. Les noms des clones obtenus sont indiqués a
droite. La séquence codante de la VP8 est représentée par les
boites grises. La localisation du signal d'arrét de la transcription des
génes précoces du VV (TTTTTGT) et de sa forme modifiée
(ATGTTGT) est indiquée. Les sites de restriction utiles pour la
compréhension des étapes de clonage décrites dans le texte sont
identifiés. Les promoteurs P7.5 et P11 du VV ainsi que la séquence

codante de la B-galactosidase de E. coli sont représentés par des

boites.
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4.1 Présence du géne de la VP8 dans le génome du VV

La présence du géne de la VP8 dans le génome du virus de la vaccine a
été confirmée par hybridation de type Southern. L'ADN génomique de
recombinants VV potentiels a été purifié puis digéré par Hind lll. Les fragments
ont ensuite été fractionnés en gel d'agarose, transférés sur une membrane de
nylon puis hybridés avec une sonde correspondant au fragment Hind Ill M du
génome du BHV-1 (Figure 18). La sonde a révélé une bande d'environ 11 kpb
dans les puits contenant 'ADN du recombinant VV-VP8 (Figure 18; puits 2) et du
recombinant VV-VP8-Mut (Figure 18; puits 3). De plus, une bande d'environ
11 kpb ainsi que deux fragments d'ADN de 6,6 et 5,0 kpb ont été détectés dans
le puits contenant pSC11-VP8 linéarisé (Figure 18; puits 5). Ces deux derniers
fragments représentent probablement une légére dégradation de I'ADN
plasmidique. Enfin, la sonde a révélé un fragment d'ADN de 3,7 kpb dans le puits
contenant pKS/Mhd digéré par Hind il (Figure 18; puits 6). Par contre, aucun
signal n'a été détecté dans les puits contenant respectivement I'ADN du VV
sauvage (Figure 18; puits 1) ou de pSC11 linéarisé (Figure 18; puits 4). Le
résultat obtenu avec I'hybridation démontre que le géne de la VP8 a été inséré
dans le génome du VV. De plus, la taille du fragment d'ADN révélé par la sonde
correspond avec ce qui était prévu étant donné qu'environ 6 kpb (séquences
codantes de la VP8 et de la B-galactosidase) ont été insérés dans le locus de la
TK virale qui est localisé dans le fragment Hind Il J de 5 kpb du génome du VV

(Goebel et al. 1990).



Figure 18: Analyse de type Southern de 'ADN de recombinants VV. Les ADNs
de la souche WR du VV (puits 1), du recombinant VV-VP8 (puits 2) et
du recombinant VV-VP8-Mut (puits 3) ont été purifiés, digérés par
Hind Il et les fragments ont été fractionnés en gel d'agarose 0,8%,
en parallele avec pSC11 (puits 4) et pSC11-VP8 (puits 5) linéarisés
ainsi qu'avec pKS/Mhd digéré par Hind lll (puits 6). Les fragments
d'ADN ont ensuite été transférés sur une membrane de nylon puis
hybridés avec une sonde correspondant au fragment Hind Il M du
BHV-1. La position des marqueurs de taille (kpb) est indiquée a

gauche.
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4.2 Analyse des transcrits précoces

Afin de déterminer si le signal de terminaison de la transcription des génes
précoces était reconnu in vitro par 'ARN polymérase ADN dépendante du VV,
une hybridation des ARNm précoces, isolés de cellules infectées avec les
recombinants VV en absence de synthése protéique, a été effectuée en utilisant
une sonde spécifique au géne de la VP8 (Figure 19). La taille prédite de 'ARNm
de la VP8 transcrit dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8 était
d'environ 1,3 kb (le signal étant situé entre les nucléotides 1158 a 1164 de la
séquence codante), tandis que la taille du transcrit pleine longueur, d'au moins
2,7 kb, ce qui correspond a la longueur de l'insertion. L'hybridation des ARNs
isolés de cellules infectées avec le recombinant VV-VP8 a révélé la présence de
deux transcrits majeurs de 1,5 et 3,3 kb (Figure 19; puits 1). Par contre, la sonde
a détecté un transcrit majeur de 3,3 kb ainsi qu'un transcrit mineur de 1,5 kb
dans le puits contenant les ARNSs isolés de cellules infectées avec le VV-VP8-Mut
(Figure 19; puits 4). De plus, aucun signal spécifique n'a été révélé dans les puits
2 et 3 qui contenaient respectivement des ARNs isolés de cellules non-infectées
ou infectées avec le recombinant VV-TK". Ces résuiltats indiquent que le signal
de terminaison de la transcription des génes précoces retrouvé dans le géne de
la VP8 était reconnu par I'ARN polymérase du VV mais que la reconnaissance
du motif n'était que partielle puisque des ARNm pleine longueur étaient aussi
retrouvés dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8. De plus, la
substitution du motif TTTTTNT a presqu'enti€rement aboli la synthése du transcrit
tronqué de 1,5 kb dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8-Mut et
conséquemment, 'ARNm de 3,3 kb était plus abondant dans les cellules

infectées avec ce recombinant que dans les cellules infectées avec le



Figure 19: Analyse de type Northern des ARNm précoces isolés de cellules
infectées avec les recombinants VV. Les cellules HEp-2 non-
infectées (puits 2) ou infectées avec les recombinants VV-VP8
(puits 1), VV-VP8-Mut (puits 4) ou VV-TK- (puits 3) ont été incubées
durant 6 h en présence de cycloheximide (300 pg/ml). Les ARNs
totaux ont été séparés en gel d'agarose 1,5%, transférés par
capillarité sur une membrane de nylon puis hybridés avec une
sonde spécifique au gene de la VP8. La position des marqueurs de
taille (kb) est indiquée a droite et la taille calculée des transcrits est &

gauche.
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recombinant VV-VP8. Enfin, la taille du transcrit pleine longueur (3,3 kb) suggeére
que I'ARN polymérase du VV dutilisait le signal de terminaison de la transcription
du géne de la TK qui est localisé environ 700 nucléotides en aval de la jonction
3' de linsertion de 2,7 kpb. Ce résultat était anticipé étant donné qu'aucun
signal de terminaison n'était présent dans la portion 3' non-codante du géne de

la VP8 insérée dans le géenome du VV.

4.3 Synthése de la VP8 dans les cellules infectées avec les

recombinants VV

Des immunoempreintes ont été effectuées afin d'analyser I'expression de la
VP8 dans les cellules infectées avec les recombinants VV a différents temps p.i.
(Figure 20). Il est a noter que I'antisérum monospécifique utilisé pour détecter la
VP8 (94 kDa) reconnaissait aussi une autre protéine du BHV-1, probablement la
gC (90 kDa; voir aussi Figure 21). De plus, cet antisérum n'a pas révélé de
protéines dans le puits qui contenait le lysat de cellules infectées avec le
recombinant VV-TK". Par contre, le sérum anti-VP8 a révélé une protéine de
69 kDa qui était détectable dés 2 h p.i. et qui n'était présente que dans les puits
contenant les lysats de cellules infectées avec le recombinant VV-VP8. De plus,
une protéine de 94 kDa a été révélée dans les puits contenant les lysats de
cellules infectées avec le recombinant VV-VP8-Mut. Par ailleurs, le temps
d'apparition de cette protéine correspond avec ce qui avait été observé pour le
polypeptide de 69 kDa. De plus, la taille de la protéine de 94 kDa révélée dans
les puits des lysats de recombinant VV-VP8-Mut était identique a la VP8 du
BHV-1, ce qui confirme qu'une VP8 pleine longueur était synthétisée dans les
cellules infectées avec ce recombinant. Par contre, la taille de la protéine de

69 kDa produite dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8



Figure 20: Analyse cinétique de la synthése de la VP8 dans les cellules
infectées avec les recombinants VV. Les cellules HEp-2 ont été
infectées avec les recombinants VV-VP8 ou VV-VP8-Mut durant 2, 5,
8, 13 et 24 h ou ont été infectées avec le recombinant VV-TK- pour
24 h. Les protéines totales ont été fractionnées en SDS-PAGE
7,5%, en paralléle avec les protéines de virions BHV-1, puis ont été
électro-transférées sur une membrane PVDF. L'immunodétection de
la VP8 a été effectuée avec un antisérum monospécifique de lapin
(dilution 1/500). La position des marqueurs de taille (kDa) est

indiquée a gauche.
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suggére qu'il s'agirait d'une VP8 tronquée, dont la synthése résulterait de la
traduction du transcrit de 1,5 kb. Cependant, il est a noter que le signal de
terminaison de la transcription des génes précoces étant situé entre les acides
aminés 386 a 388 de la VP8, une protéine tronquée d'environ 52 kDa plutét que
69 kDa était attendue. Mentionnons en terminant que lors de ces analyses en
immunoempreintes, que nous avons noté que la VP8 tronquée était moins
abondante que la VP8 pleine longueur et ce, particulierement au début de

l'infection.

Une deuxieme cinétique d'infection a été effectuée afin de déterminer si
une VP8 pleine longueur pouvait étre synthétisée dans les cellules infectées
avec le recombinant VV-VP8 a des temps d'infection postérieurs a 24 h
(Figure 21). Comme précédemment, les protéines ont été analysées en
immunoempreinte en utilisant le sérum anti-VP8. Le résultat présenté a la
Figure 21 montre que méme a 48 h p.i., seule la VP8 de 69 kDa est détectée par
le sérum monospécifique. Les résultats des deux cinétiques d'infection
suggérent que dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8, la VP8
de 94 kDa pourrait ne pas étre synthétisée ou si elle l'est, la quantité produite

serait sous le seuil de détection du sérum anti-VP8.
5. IMMUNOGENICITE DE LA VP8

Les recombinants VV ont ensuite été utilisés pour immuniser des souris afin
d'évaluer les propriétés immunogéniques de la VP8. Le recombinant VV-TK" a
été employé comme témoin négatif, tandis qu'un recombinant VV exprimant le
géne de la gC du BHV-1 (VV-BgC) a été utilisé comme témoin positif. Ce

recombinant avait préalablement été construit dans notre laboratoire & partir du



Figure 21: Analyse cinétique de la synthése de la VP8 dans des cellules
infectées avec le recombinant VV-VP8. Les cellules HEp-2 ont été
infectées avec le recombinant VV-VP8 et récoltées a 4 (puits 3), 8
(puits 4), 12 (puits 5), 24 (puits 6) et 48 h (puits 7) p.i. ou ont été
infectées avec le recombinant VV-TK- durant 48 h (puits 1). Les
protéines totales ont été fractionnées en SDS-PAGE, en paralléle
avec les protéines de virions BHV-1 (puits 2), puis électro-
transférées sur une membrane de PVDF. La VP8 a été détectée
avec le sérum anti-VP8 de lapin (dilution 1/500). La position des

marqueurs de taille (kDa) est indiquée a gauche.
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vecteur de transfert pSC11 dans lequel la séquence codante de la gC avait été

insérée dans le site Sma | (Simard et al. résultats non-publiés).
5.1 Mesure de l'immunité humorale

Dans une premiére série d'expériences, I'immunogénicité de la VP8 a été
évaluée chez des souris BALB/c (Tableau IlI). Les animaux ont d'abord été
immunisés i.p. avec 6 x 106 DICT5p de recombinants VV purifiés et les titres
ELISA des anticorps sériques ont ensuite été déterminés. Il est a noter qu'afin de
maximiser la détection de la réponse humorale spécifique a la VP8, un lysat
cellulaire récolté au moment ou l'expression de la VP8 était maximale dans les
cellules infectées avec le BHV-1, a été utilisé comme antigéne pour les ELISA.
Etant donné qu'aucune réponse détectable n'avait été induite chez les souris
ayant regu une dose de VV-VP8 ou de VV-VP8-Mut, deux doses
supplémentaires ont été données i.p. et les sérums ont ensuite été analysés
aprés chaque immunisation (Tableau IlI). De faibles titres en anticorps
spécifiques a la VP8 ont été détectés dans les sérums de souris immunisées
avec le recombinant VV-VP8-Mut, tandis qu'aucune réponse spécifique n'a été
induite par le recombinant VV-VP8. Par contre, limmunisation avec le VV-BgC a
stimulé la production d'un taux élevé d'anticorps sériques chez les souris. Enfin,
aucune réactivité n'a été observée avec les sérums de souris injectées avec le

recombinant VV-TK" ou avec le PBS.

Il avait été précédemment démontré que l'immunisation i.v. de souris avec
des recombinants VV induisait généralement des titres en anticorps plus élevés
que limmunisation i.p. (Andrew et al. 1989). Ainsi, des nouveaux groupes de

souris ont regu deux injections i.v. afin de déterminer si la voie d'immunisation



Tableau lll:

Réponse humorale induite chez les souris BALB/c immunisées i.p. avec les

recombinants VV

Titres ELISA2
Immunisation1

1 dose 2 doses 3 doses
PBS <16 <16 <16
VV-TK- <16 <16 <16
VV-VP8 <16 <16 <16
VV-VP8-Mut 32 64 256
VV-BgC 6 400 25 600 25 600

1 Des groupes de 10 souris ont été immunisées avec les recombinants VV ou ont
été injectées avec du PBS. Les immunisations ont été données a toutes les deux
semaines.

2 Le titre est exprimé par la réciproque de la plus haute dilution donnant une
densité optique supérieure a la moyenne des densités optiques d'un sérum

témoin a laquelle est ajoutée deux fois la valeur de I'écart-type.
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pouvait étre impliquée dans la faible réponse humorale observée. Cependant,
les titres ELISA étaient similaires aux titres obtenus aprés deux immunisations

i.p. (Tableau V).

Des tests de neutralisation ont été effectués afin de déterminer si les sérums
de souris vaccinées a trois reprises avec les recombinants VV contenaient des
anticorps capables de neutraliser l'infectivité du BHV-1 (Tableau V). Seuls les
animaux immunisés avec le recombinant VV-BgC ont développé des anticorps

neutralisants.

Des immunoempreintes ont été effectuées pour confirmer que l'immunité
humorale induite était spécifique aux protéines du BHV-1 (Tableau VI). Pour ce
faire, les protéines du virion du BHV-1 ont été utilisées comme antigénes et les
sérums testés avaient été récoltés aprés trois doses administrées par voie i.p..
Les souris immunisées avec les recombinants VV-BgC ou VV-VP8-Mut ont
démontré une réponse spécifique au BHV-1, tandis que les anticorps produits
contre la VP8 synthétisée par le recombinant VV-VP8 étaient incapables de
reconnaitre la VP8 du BHV-1. De plus, aucune réactivité n'a été observée avec
les sérums de souris injectées avec le recombinant VV-TK" ou avec le PBS. Il est
a noter qu'en immunoempreinte, les sérums des souris immunisées avec l'un ou
l'autre des recombinants VV ont réagi contre les protéines du virus de la vaccine
lorsque celles-ci étaient utilisées comme antigéne (Tableau VI). Les résultats
obtenus avec la souris BALB/c indiquent que la VP8 est un faible inducteur de

l'immunité humorale.

Deux autres souches de souris consanguines ont été utilisées afin d'exclure

la possibilité que la faible réponse humorale induite par la VP8 soit restreinte aux



Tableau |V:

Comparaison de la réactivité en ELISA des sérums de souris BALB/c

immunisées avec les recombinants VV par voie i.p. ou i.v.

_ Voie d'inoculation
Immunisationi

intra-péritonéale intra-veineuse
PBS <162 <16
VV-TK" <16 <16
VV-VP8 <16 <16
VV-VP8-Mut 64 64
VV-BgC 25 600 n.d.3

1 Des groupes de 10 ou 5 souris ont respectivement été immunisées avec les

recombinants VV par voie i.p. ou i.v.. Un intervalle de deux semaines sépare les

deux injections.

2 Le titre ELISA est exprimé par la réciproque de la plus haute dilution donnant

une densité optique supérieure a la moyenne des densités optiques d'un sérum

témoin a laquelle est ajoutée deux fois la valeur de I'écart-type.

3 Non déterminé



Tableau V:

Propriétés biologiques des sérums de souris BALB/c immunisées avec les

recombinants VV

Immunisation? Neutralisation in vitro2
PBS <8

VV-TK- <8

VV-VP8 <8
VV-VP8-Mut <8

VV-BgC 8

1 Des groupes de 10 souris ont été immunisées i.p. & trois reprises avec les
recombinants VV. Les doses ont été administrées aux deux semaines.
2 Le titre neutralisant est exprimé par la réciproque de la dilution capable de

neutraliser 50% de l'infectivité du BHV-1 mesurée par un test DICTsy.



Tableau VI:

Spécificité de la réponse humorale induite chez les souris BALB/c immunisées

avec les recombinants VV

Spécificité des anticorps2

Immunisation1 protéines du BHV-1 protéines du VV
VP8 BgC

PBS - - -

VV-TK- - - +

VV-VP8 - - +

VV-VP8-Mut + - +

VV-BgC - + +

1 Des groupes de 10 souris ont été immunisées i.p. & trois reprises avec les
recombinants VV. Les doses ont été administrées aux deux semaines.

2 La spécificité des anticorps a été analysée en immunoempreinte.
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souris BALB/c. Ainsi, des souris C57BL/6 (H-2b), C3H (H-2k) et BALB/c (H-2d) ont
été immunisées i.p. a trois reprises avec les recombinants VV-VP8-Mut, VV-BgC
ou VV-TK-. Deux semaines aprés la derniére injection, les sérums ont été
récoltés et leur réactivité en ELISA a été déterminée (Tableau VIl). Les résultats
obtenus indiquent que les réponses en anticorps ne varient pas de fagon
significative entre les différentes souches de souris utilisées et confirment que la

VP8 est incapable d'induire une forte réponse humorale chez la souris.
5.2 Mesure de l'immunité cellulaire

La prolifération des lymphocytes T spécifiques a la VP8 a été évaluée chez
les souris BALB/c, C57BL/6 et C3H immunisées avec le recombinant VV-VP8-
Mut. Les splénocytes ont été stimulés in vitro avec le BHV-1 inactivé aux UV et en
paralléle, des cultures témoins ont été stimulées avec le VV inactivé aux UV
(Tableau VIII). Pour les trois souches de souris utilisées, les animaux vaccinés
avec les recombinants VV-VP8-Mut ou VV-TK" ont développé une immunité
cellulaire détectable, spécifique aux antigénes du virus de la vaccine. Par contre,
les splénocytes des souris injectées avec le PBS n'ont pas proliféré en réponse
a l'un ou l'autre des antigénes viraux utilisés. De plus, les moyennes des |.S.
obtenues avec les souris BALB/c, C57BL/6 et C3H immunisées avec le
recombinant VV-VP8-Mut comparées aux moyennes correspondantes des I.S.
obtenues avec les souris inoculées avec le recombinant VV-TK"™ n'étaient pas
significativement différentes en réponse au BHV-1, ce qui indique que la
prolifération observée n'était pas spécifique a la VP8. Ces résultats suggérent
que la VP8 ne contiendrait pas d'épitopes T restreints aux haplotypes murins

H-2d, H-2b et H-2k.



Tableau ViIi:

Réponse humorale induite chez trois souches de souris immunisées avec les

recombinants VV

Souris Immunisation1 Titres ELISA2
BALB/c (H-2d) PBS <16
VV-TK- <16
VV-VP8-Mut 128
VV-BgC 25 600
C57BL/6 (H-2b) PBS <16
VV-TK- 16
VV-VP8-Mut 64
VV-BgC 25 600
C3H (H-2k) PBS <16
VV-TK- 16
VV-VP8-Mut 32
VV-BgC 12 800

1 Des groupes de 5 souris ont été immunisées i.p. avec les recombinants VV.
Trois doses ont été données a des intervalles de deux semaines.

2 Le titre est exprimé par la réciproque de la plus haute dilution donnant une
densité optique supérieure a la moyenne des densités optiques d'un sérum

témoin a laquelle est ajoutée deux fois la valeur de I'écart-type.



Tableau VII:

Prolifération des splénocytes de trois souches de souris inoculées avec les

recombinants VV

Prolifération en présence du':

Souris Immunisation
BHV-1 A%
BALB/c (H-29) VV-VP8-Mut 1.2+0.22 25+1.1
VV-TK"- 1.0+£0.2 32%0.8
PBS 1.0+£0.2 0.3+0.1
C57BL/6 (H-2b) VV-VP8-Mut 20+0.7 32+1.4
VV-TK" 1.2+0.3 3214
PBS 09+03 0.3+0.2
C3H (H-2%) VV-VP8-Mut 14104 22+06
VV-TK" 1.1+0.3 23103
PBS 0.8 +£0.1 0.3+0.3

1 Les résultats représentent la moyenne de deux expériences.

2 Indice de stimulation + écart-type & la moyenne.
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1. ANALYSE DU GENE DE LA VPS8

Nous avons d'abord déterminé la séquence nucléotidique compléte du
fragment Hind 1l M du génome du BHV-1 afin d'identifier le géne codant une
protéine abondante de 94 kDa. L'analyse de la sequence obtenue avait permis
d'identifier trois cadres de lecture dont deux étaient partiels, ainsi qu'un ORF
complet de 2220 nucléotides qui s'est avéré étre le géne de la VP8, la protéine
majeure du tégument. Cette protéine qui se retrouve en abondance dans les
virions et dans les cellules infectées avec le BHV-1 avait été alternativement
désignée VP8 (Misra et al. 1981), VP7 (Pastoret et al. 1980), 91 kDa (Collins et
al. 1984) ou 107 kDa (Marshall et al. 1986). Par ailleurs, les travaux de Bolton et
al. (1983) et Marshall et al. (1986) avaient démontré de fagon indirecte que la
VP8 était localisée dans le tégument de la particule virale et ceci a récemment
été confirmé par une étude faisant appel a des techniques de microscopie

électronique (van Drunen Littel-van den Hurk et al. 1995).

La VP8 posséde une masse moléculaire prédite de 80,7 kDa, ce qui differe
significativement de la masse apparente observée en gel de polyacrylamide
(94 kDa). De méme, une différence notable a aussi été observée entre les
masses apparente (69 kDa) et prédite (environ 52 kDa) de la VP8 synthétisée
dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8. Cette divergence
pourrait étre causée par la migration anormale de la protéine en SDS-PAGE,
due a l'abondance de résidus prolines retrouvés dans la VP8. En effet, la
structure particuliére de cet acide aminé ralentirait la migration des protéines en

gel de polyacrylamide (Ferguson et al. 1984).
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L'analyse de la VP8 n'a pas révélé la présence de sites potentiels pour la
N-glycosylation ni de région hydrophobe caractéristique d'un peptide signal
dans la portion N-terminale de la protéine. Toutefois, il a été récemment
démontré que la VP8 contient des sucres O-liés qui seraient apparemment
acquis durant le transport des nucléocapsides tégumentées a travers I'appareil
de Golgi (van Drunen Littel-van den Hurk et al. 1995). Il est cependant possible
que cette modification post-traductionnelle de la VP8 ne survienne qu'a un faible
niveau étant donné la similitude des masses moléculaires observées en SDS-
PAGE entre la VP8 synthétisée in vitro (Annexe |; Simard et al. 1990) et in vivo.
Par ailleurs, des études portant sur la glycosylation de protéines du tégument de
virus herpés ont démontré que les VP13/14 du HSV (Meredith et al. 1991)
peuvent lier des lectines et que la gp10 du EHV-4 (Whittaker et al. 1991) ainsi
que des protéines du tégument du HCMV (Benko et al. 1988) peuvent étre
respectivement marquées avec de la [3H]glucosamine et du [3H]galactose. Bien
que la signification de ce type de modification observée chez des protéines
structurales virales demeure inconnue, la glycosylation pourrait jouer un réle

dans la localisation intracellulaire des protéines ou dans leur activité biologique.

La boite TATA localisée a 25 nucléotides en amont du site d'initiation de la
transcription, pourrait servir de promoteur pour I'expression de 'ARNm de la VP8
(Jones et Yamamoto 1985; McKnight et Kinsbury 1982). Ce résultat concorde
avec ce qui a été précédemment observé chez le HSV ou les promoteurs des
différentes classes de génes contiennent généralement les éléments typiques
des promoteurs cellulaires reconnus par I'ARN polymeérase |l. En effet, la majorité
des promoteurs possédent une boite TATA, localisée approximativement entre

les positions -25 a -30 par rapport au site d'initiation de la transcription et ce motif
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est requis pour l'expression du géne (Roizman 1993). Toutefois, étant donné que
'ARNm de la VP8 apparait durant la phase tardive de l'infection, il est probable
que la boite CAAT trouvée a la position 190 ne soit pas fonctionnelle. Des études
portant sur l'analyse des promoteurs de génes tardifs du HSV ont montré que les
séquences en amont de la boite TATA n'étaient pas requises pour l'expression
de cette classe de génes (Steffy et Weir 1991; Kibler et al. 1991; Goodart et al.
1992). Il est a noter que des études similaires n'ayant pas encore été entreprises

sur les promoteurs des génes tardifs du BHV-1, la signification des boites TATA

et CAAT demeure hypothétique.
2. COMPARAISON DES DEUX SEQUENCES DE VP8

La comparaison des deux séquences de la VP8 a révélé la présence de
trois changements de cadre de lecture et de 29 autres substitutions
nucléotidiques qui affectent globalement 14,1% des acides aminés. Il est
possible que ces divergences aient été causées par des erreurs d'analyse de
séquences puisque Carpenter et Misra ont utilisé la méthode enzymatique,
tandis que nous avons employé la méthode chimique. Il a été mentionné dans le
chapitre des Matériel et Méthodes que le séquengage enzymatique de fragments
d'ADN riche en G et C pouvait résulter en des arréts aléatoires dans la synthése
d'ADN qui seraient probablement causés par la présence de structures
secondaires stables. Ainsi, il est possible que les nucléotides supplémentaires
de la séquence de Carpenter et Misra aient été des artéfacts nucléotidiques, ce
qui aurait entrainé la création des trois changements de cadre de lecture. Cette
hypothése est renforcée par les plus grandes homologies de séquences en
acides aminés retrouvées entre la VP8 de lisolat #34 et les protéines

homologues de deux autre alphaherpésvirus qu'avec la VP8 de lisolat P8-2.
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Cependant, il est a noter que méme avec la méthode chimique de séquengage,
des compressions de nucléotides ont aussi été observées et il est possible
qu'une partie des différences entre les deux séquences soit attribuable a des

erreurs de notre part.

D'autre pan, il ne faut pas négliger le fait que la comparaison de la VP8
avec les protéines homologues du HSV-1 et du EHV-4 a révélé que ces
protéines sont peu conservées chez les alphaherpésvirus. Ceci suggére que les
génes codant ces protéines du tégument seraient sujets a de fréquentes
mutations et ainsi, il est possible que les divergences observées entre la VP8
provenant de deux isolats du BHV-1 n'en soient que le reflet. Quoigu'il en sait, il
serait intéressant de cloner et de séquencer les génes de la VP8 d'autres isolats

et en particulier, d'isolats européens qui appartiennent au sous-type 2 du BHV-1.
3. COMPARAISON DES SEQUENCES PROTEIQUES

L'analyse informatique de la séquence déduite en acides aminés de la VP8
a révélé qu'elle était homologue avec les protéines majeures du tégument
VP13/14 du HSV-1 qui sont codées par le géne UL47, ainsi qu'avec la gp10 du
EHV-4, le produit de I'ORF B6. De plus, la VP8 partage des homologies avec le
produit du géne ORF-11 du VZV (résultat non-présenté), quoiqu'a un degré
moindre qu'avec le HSV-1 et elle ne possede pas d'homologue connu parmi les
béta- et les gammaherpésvirus. Ces résultats indiquent que ces protéines sont
peu conservées parmi les virus herpés. Par ailleurs, la VP8 est plus homologue a
la gp10 qu'avec les VP13/14, ce qui suggére que le BHV-1 serait plus apparenté

phylogénétiquement au EHV-4 qu'au HSV. Cette observation a été confirmée
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par des arbres phylogénétiques établis a partir des séquences des génes codant

la gB et la thymidine kinase de virus herpés (McGeoch et Cook 1994).

Par ailleurs, les portions N-terminales des trois protéines étaient fortement
hydrophiles et contenaient une grande proportion d'acides aminés avec des
groupements polaires chargés et cette caractéristique conférait a la protéine du
EHV-4 une région N-terminale acide, mais basique chez le BHV-1 et le HSV. De
plus, cette nature basique était principalement causée par l'abondance de
résidus arginines, la plupart étant concentrés dans un domaine. Ces
observations révélent des caractéristiques communes entre la VP8 et les
VP13/14, suggérant ainsi que le lien entre ces protéines pourrait étre plus
important que ce que laissaient supposer les analyses comparatives
d'homologies de séquences. Il est possible que ce domaine hydrophile riche en
arginines puisse conférer a la protéine la capacité de lier 'ADN de fagon non-
spécifique. En effet, il a été démontré que les VP13/14 sont associées a la
matrice nucléaire pendant l'infection (Pinard et al. 1987) et qu'elles peuvent lier

I'ADN viral (Blair et Honess 1983).

Par ailleurs, la séquence protéique partielle du géne BUL46 était
homologue aux protéines du tégument VP11/12 du HSV-1 (McKnight et al. 1987;
Zhang et McKnight 1993) et le pourcentage d'identité entre ces protéines était
supérieur & celui observé entre la VP8 et les VP13/14, ce qui suggére que le
géne UL46 serait plus conservé que le gene UL47. De plus, la récente
caractérisation des génes UL46h et UL47h du virus de la maladie de Marek
indique que le géne UL46 est effectivement plus conserve et que la plus grande

homologie est retrouvée dans la portion N-terminale de la protéine (Yanagida et
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al. 1993). Cette observation pourra étre confirmée ou infirmée lorsque le géne

BUL46 sera séquencé en totalité.

Il est intéressant de noter que dans la longue région unique du génome du
HSV-1, on retrouve un groupe de trois génes comprenant les ORFs UL46 a
UL48. De méme, il a été observé que I'ORF B6 du EHV-4, IORF-11 du VZV,
I'UL47h du virus de la maladie de Marek ainsi que la VP8 sont aussi inclus dans
un groupe de génes. En effet, nos résultats ont montré que le géne de la VP8 est
bordé par deux ORFs homologues aux génes UL46 et UL48 du HSV-1. De plus,
ce groupe de génes du BHV-1 et du HSV-1 sont situés approximativement dans
la méme région du génome viral, considérant que l'orientation prototype du
génome du HSV-1 est inversée par rapport au génome du BHV-1 (Davison et
Wilkie 1983). Ainsi, ces observations peuvent indiquer que les protéines codées
par ce groupe de génes ont des fonctions biologiques similaires chez les
alphaherpeésvirus. Chez le HSV-1, il a été démontré que les produits des génes
UL47 et UL46 modulent I'activité de l'a-TIF (géne UL48), une protéine impliquée
dans l'induction de la transcription des génes précoces-immédiats (Batterson et
Roizman 1983; Campbell et al. 1984). Cependant, le type de régulation exercée
par ces protéines demeure controversée. En effet, McKnight et al. (1987) ont
montré dans un systéeme d'expression transitoire que le produit du géne UL47
diminue l'activité de I'a-TIF, tandis que le produit du géne UL46 l'augmente. Par
contre, l'analyse de mutants de délétion de I'un ou l'autre de ces deux génes a
révélé que la protéine codée par le gene UL47 augmente l'activité de I'a-TIF et

que le produit du géne UL46 n'a aucun effet notable (Zhang et al. 1991).

Par ailleurs, les protéines codées par les génes UL46, UL47 et UL48 sont

présentes en grandes quantités dans la particule virale et constituent une part
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importante du tégument du virion. Il a de plus été démontré que les VP11/12 et
les VP13/14 sont des phosphoprotéines (Zhang et McKnight 1993; Meredith et al.
1991) et des évidences indiquent que la VP8 serait aussi phosphorylée (V.
Misra, communication personnelle). De plus, une étude récente portant sur l'a-
TIF du BHV-1 a montré que la protéine trans-active le promoteur d'un géne
précoce-immédiat, ce qui suggére que linfection lytique serait initiée par un
mécanisme similaire a ce qui a été observé pour le HSV-1 (Misra et al. 1994).
Toutes les similitudes notées entre le BHV-1 et le HSV-1, en ce qui a trait a ce
groupe de génes et a leurs produits, renforcent I'hypothése selon laquelle la VP8

pourrait exercer des fonctions de régulation semblables a celles des VP13/14 du

HSV-1.
4. ANALYSE DU TRANSCRIT DE LA VP8

L'analyse cinétique de 'ARNm de la VP8 a révélé un transcrit de 4,4 kb
apparaissant tardivement dans les ceilules infectées avec le BHV-1.
Généralement, les génes codant les protéines structurales des virus herpés sont
exprimés durant la phase tardive de l'infection et nos résultats indiquent qu'il en
est de méme pour la VP8. Par ailleurs, le transcrit que nous avons détecté
correspond probablement & 'ARNm tardif de 4,5 kb, complémentaire au fragment

Hind Ill M, qui a précédemment été identifié par Wirth et al. (1989).

La localisation précise de I'extrémité 5' de 'ARNm de la VP8 par la réaction
d'extension d'amorce a montré que le transcrit débutait 39 nucléotides en amont
du site d'initiation de la traduction. Ce résultat confirme ceux de Carpenter et
Misra (1991) qui avaient localisé le site d'initiation de la transcription

approximativement 1100 nucléotides en amont du site unique Eco RI (position
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1209). Par ailleurs, le transcrit posséde une courte région 5' non-codante,
comparativement a celle de 'ARNm du géne UL47 du HSV qui contient 195
nucléotides (McKnight et al. 1987).

Les résultats obtenus sur la caractérisation du transcrit de la VP8 confirment
'absence d'un signal de polyadénylation en aval du codon d'arrét de la
traduction. Cette observation a aussi été notée dans la région 3' non-traduite des
génes UL47 du HSV-1 et UL47h du virus de la maladie de Marek (McKnight et
al. 1987; Yanagida et al. 1993). Il est possible que 'ARNm de la VP8 partage son
extrémité 3' avec le transcrit du géne BUL46 puisque chez le HSV-1, TARNm de
4,7 kb du géne UL47 partage son extrémité 3' avec le transcrit de 2,5 kb du géne
UL46 (Hall et al. 1982; McKnight et al. 1987).

5. CARACTERISATION DES RECOMBINANTS DE LA VACCINE

L'abondance de la VP8 dans les virions ainsi que dans les cellules
infectées avec le BHV-1 nous a incités a déterminer ses propriétés
immunogéniques afin d'évaluer son potentiel en tant que vaccin sous-unitaire.
Dans ce but, le réle de la VP8 dans l'induction de l'immunité humorale et
cellulaire a été étudié chez la souris suite a l'expression du géne dans un
recombinant du virus de la vaccine. Cette approche expérimentale a été
privilégiée, au détriment de la purification de la protéine, afin d'éviter le risque
potentiel d'une interférence causée par la présence d'autres protéines virales
et/ou cellulaires dans la préparation de VP8 purifiée. Par ailleurs, le plasmide de
transfert pSC11, dans lequel I'expression du géne est placée sous le contréle du
promoteur précoce/tardif P7.5, a été choisi pour la construction des recombinants

VV principalement parce qu'il a été démontré que généralement, les antigénes
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synthétisés durant la phase précoce de linfection sont reconnus par les

lymphocytes T et B (Coupar et al. 1986).

Etant donné la présence d'un signal potentiel de terminaison de la
transcription des geénes précoces a l'intérieur de la séquence codante de la VP8,
nous avons construit deux recombinants VV, l'un contenant le géne original (VV-
VP8) et l'autre, une version légérement modifiée de celui-ci, le motif de
terminaison ayant été aboli par mutagenése dirigée (VV-VP8-Mut). Des analyses
subséquentes ont démontré que la présence du motif TTTTTNT avait induit la
terminaison prématurée de la transcription, ce qui a résulté en la synthése d'une
VP8 tronquée dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8.
Cependant, la substitution du motif dans le recombinant VV-VP8-Mut a permis la
synthése d'une protéine dont la migration en gel de polyacrylamide était
identique a la VP8 produite dans les cellules infectées avec le BHV-1.
Curieusement, il nous a été impossible de détecter la présence de la VP8 pleine
longueur pendant toute la durée de l'infection avec le recombinant VV-VP8. Ce
phénoméne pourrait étre attribuable a la limite de détection du sérum en
immunoempreinte puisque 'ARNm pleine longueur (3,3 kb) est détectable en
hybridation de type Northern. A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude
qui rapporte une telle observation. En effet, il a précédemment été rapporté que
durant la phase tardive de linfection, la présence du signal TTTTTNT dans des
génes étrangers au VV n'empéchait pas la détection de la protéine pleine
longueur (Earl et al. 1990; Lowry et al. 1992). Nos résultats suggérent que le
motif TTTTTNT est fonctionnel a tous les stades de linfection, possiblement a
cause de la réactivation de la fonction précoce du promoteur P7.5 durant la

phase tardive (Garces et al. 1993). D'autre pan, il est aussi possible que
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l'inhibition de la fonction tardive du promoteur en plus d'une longue demi-vie de
la VP8 tronquée ait été a l'origine de notre incapacité a détecter la protéine de
94 kDa dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8. Quoiqu'il en
soit, I'opportunité d'isoler des recombinants VV qui exprimaient deux formes de
VP8 nous a incités a conduire la présente etude avec les deux recombinants,

considérant leur utilité possible pour l'identification de régions immunogéniques.

6. IMMUNOGENICITE DE LA VPS8

L'immunisation des souris avec le recombinant VV-VP8-Mut a induit une
faible réponse humorale spécifique a la VP8. Il a de plus été noté que le titre en
anticorps augmentait avec le nombre de vaccinations. Cette faible réponse n'a
pas été causée par un probléme relatif au processus dimmunisation puisque
tous les groupes de souris, a I'exception des animaux ayant regu du PBS, ont
développé des anticorps spécifiques au virus de la vaccine et qu'aucune
différence dans les titres ELISA n'a été observée en utilisant deux voies
d'inoculation. De plus, le recombinant VV-BgC a induit chez la souris une
réponse humorale supérieure a ce qui avait précédemment été observé chez
des bovins immunisés avec un recombinant VV similaire (van Drunen Littel-van
den Hurk et al. 1989). Enfin, une faible réponse en anticorps a été notée chez les
trois races de souris consanguines qui ont été utilisées pour la présente étude.
Ainsi, ces résultats indiquent que la VP8 est un faible inducteur de l'immunité
humorale chez la souris. Alternativement, il est possible qu'un bas niveau
d'expression in vivo ou une courte demi-vie de la protéine aient été en partie

responsables de la faible réponse observée.
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Par ailleurs, aucune réponse spécifique a la VP8 du BHV-1 n'a été détectée
dans les sérums de souris immunisées avec le recombinant VV-VP8. La
différence entre les réponses humorales induites par les deux recombinants
suggére que la portion antigénique de la VP8 serait plus ou moins localisée
dans la région C-terminale de la protéine. Cependant, cette hypothése semble
peu vraisemblable étant donné que cette portion de la VP8 est fortement
hydrophobe selon le profil d'hydropathicité de la protéine. D'autre part, il est
probable que la VP8 tronquée ait adoptée une conformation tri-dimensionnelle
différente de la protéine native et conséquemment, l'absence de réponse
humorale observée avec les souris immunisées avec le recombinant VV-VP8

pourrait s'expliquer par le fait que la majorité des épitopes sont non-linéaires.

La relation entre le nombre d'immunisations avec le recombinant VV-VP8-
Mut et l'augmentation des taux d'anticorps spécifiques a la VP8 est similaire & ce
qui avait été observé chez I'hGte naturel, lorsque soumis a des expositions
successives au BHV-1 (van Drunen Littel-van den Hurk et Babiuk 1986b).
Cependant, malgré que la VP8 semble étre un faible inducteur de I'immunité
humorale chez la souris, il a trés récemment été démontré que l'immunisation de
bovins avec une préparation de VP8 purifiée par chromatographie d'affinité
induisait, en plus d'une réponse humorale appreéciable, la production d'anticorps
neutralisants (van Drunen Littel-van den Hurk et al. 1995). Cette contradiction
pourrait étre en partie attribuable aux différentes approches expérimentales
utilisées dans ces deux études. Il est en effet possible que des protéines virales
et/ou cellulaires aient été présentes dans la préparation de VP8 purifiée et
qu'elles aient ainsi pu contribuer & augmenter I'amplitude de la réponse

immunitaire. Par contre, la faible réponse humorale induite par la VP8 chez la
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souris n'a pas neécessairement de corrélation avec les propriétés

immunogéniques de la protéine chez I'hdte naturel.

Aucune réponse lymphoprolitérative spécifique a la VP8 n'a été induite
chez les souris BALB/c, C57BL/6 et C3H immunisées avec le recombinant VV-
VP8-Mut, ce qui suggére que la VP8 ne contiendrait pas d'épitopes restreints aux
haplotypes H-2b, H-2d ni H-2k. Nos résultats entrent en contradiction avec deux
études antérieures dans lesquelles la VP8 stimulait la prolifération in vitro de
lymphocytes de bovins (Hutchings et al. 1990b; van Drunen Littel-van den Hurk
et al. 1995). Toutefois, comme il a été mentionné précédemment, cette
divergence pourrait étre expliquée par l'utilisation d'approches expérimentales
différentes. En effet, dans ces études, les antigénes utilisés pour stimuler la
prolifération des lymphocytes étaient constitués de protéines virales fixées sur
une membrane de nitrocellulose (Hutchings et a/. 1990b), de VP8 purifiée par
chromatographie d'affinité (Hutchings et al. 1990b; van Drunen Littel-van den
Hurk et al. 1995) ou de particules virales purifiées (van Drunen Littel-van den
Hurk et al. 1995) et conséquemment, une possible contamination avec des

protéines virales autres que la VP8 ne peut étre exclue.

Des recombinants VV exprimant des génes viraux sous le contréle du
promoteur P7.5 ont été utilisés avec succés pour induire une réponse T
spécifique & l'antigéne cible. Ceci a été démontré pour une variété de virus dont
le CMV murin (Volkmer et al. 1987), le virus respiratoire syncytial (Connors et al.
1991) ou le virus influenza (Coupar et al. 1986). Cependant, il a aussi été
observé que des réponses cellulaires spécifiques étaient induites lorsque
I'antigéne était administré dans un contexte naturel mais pas dans un contexte

artificiel comme avec un recombinant VV (Tanaka et al. 1991). De plus, le choix
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du vecteur exprimant un antigéne donné semble aussi étre important pour
l'induction de la réponse cellulaire. En effet, il a récemment été démontré qu'un
recombinant adénovirus exprimant le géne de la gB du HCMV induisait une
réponse cellulaire spécifique chez la souris, tandis qu'aucune réponse n'avait
été générée avec un recombinant VV exprimant le méme antigéne (Berencsi et
al. 1993). En tenant compte de toutes ces observations, il est possible que la
compétition entre les peptides dérivés de la VP8 et les peptides dérivés du VV
pour la liaison sur les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité aient
influé sur la réponse cellulaire qui a été induite chez la souris. Par conséquent, la
faible réponse cellulaire qui a été observée dans la présente étude pourrait étre

en partie attribuable a I'utilisation d'un recombinant du VV comme vaccin.

D'autre part, il ne faut pas négliger le fait que dans les recombinants VV, la
VP8 n'est pas présente dans les virions (résultats non-présentés) et doit donc
étre synthétiséee de novo dans les cellules infectées afin induire une réponse
immunitaire cellulaire qui sera de ce fait, principalement restreinte aux antigénes
de classe | du complexe majeur d'histocompatibilité. Par contre, l'injection
d'animaux avec la VP8 purifiée induira une réponse restreinte aux antigénes de
classe Il. Ainsi, il est possible que notre incapacité a détecter une réponse
cellulaire spécifique a la VP8 soit due a cette différence de stimulation du
systéme immunitaire puisque dans les tests de prolifération de splénocytes, la
majorité des cellules stimulées sont celles qui présentent les antigénes en
association avec les molécules de classe Il. Quoiqu'il en soit, afin de vérifier
limportance de la VP8 dans la réponse immunitaire contre le BHV-1, le
recombinant VV-VP8-Mut a été envoyé dans le laboratoire du Dr Pastoret en

Belgique et des tests d'activité T-cytotoxique, dans lesquels les cellules cibles
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seront infectées avec le recombinant VV, seront effectués en utilisant comme

cellules effectrices, des lymphocytes de bovins immunisés avec le BHV-1.



CONCLUSION
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La traduction in vitro d'ARNm provenant de cellules infectées avec le BHV-1
avait permis de localiser la séquence codante d'une protéine abondante de
94 kDa dans le fragment Hind Il M de 3,7 kpb du génome viral (Annexe I). Nous
avons déterminé la séquence nucléotidique complete du fragment Hind 1ll M afin
de caractériser le géne codant cette protéine, qui s'est avérée étre la VP8, la
protéine majeure du tégument du BHV-1. La comparaison de la séquence
déduite en acides aminés a révélé que la VP8 partageait des homologies de
séquences avec la gp10 du EHV-4 et les VP13/14 du HSV, respectivement
codées par les génes ORF B6 et UL47 (McKnight et al. 1987; Whittaker et al.
1991). Les travaux que nous avons réalisés sur la caractérisation du géne de la
VP8 pourraient servir de base pour la construction d'un mutant de délétion afin
de déterminer si la protéine est essentielle ou non pour la réplication du BHV-1.
Des études pourraient aussi étre entreprises dans le but de déterminer la
fonction biologique de la protéine dont I'homologue chez le HSV a été impliqué
dans la régulation de l'activité de I'a-TIF, le trans-activateur des génes précoces-
immédiats. Par ailleurs, la localisation précise du site d'initiation de la
transcription du géne de la VP8 et l'analyse des séquences proximales en 5' de
la séquence codante pourraient ouvrir la voie a des travaux sur la caractérisation
des promoteurs des génes tardifs du BHV-1. Enfin, mentionnons que dans le
cadre du projet de séquengage du génome viral, les séquences nucléotidiques
du géne de la VP8 et de I'ORF partiel homologue au géne UL46 du HSV font
maintenant partie de la banque de séquences et ceci représente une

contribution de plus de 3000 nucléotides.

Nous avons également exprimé le géne de la VP8 dans le virus de la

vaccine afin de déterminer les propriétés immunogéniques de la protéine. La
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caractérisation des recombinants VV a révélé que le signal TTTTTGT était
reconnu dans les cellules infectées avec le recombinant VV-VP8, ce qui avait
conduit a la synthése d'une protéine de 69 kDa et que la substitution du motif par
mutagenése dirigée avait aboli la reconnaissance du motif. L'immunisation de
souris BALB/c, C57BL/6 et C3H avec le recombinant VV-VP8-Mut a induit une
faible immunité humorale et en ce qui concerne la stimulation de limmunité
cellulaire, aucune réponse spécifique au BHV-1 n'a été obtenue avec la
prolifération in vitro des splénocytes murins. Les résultats de notre étude
indiquent que la VP8 est un faible inducteur de Iimmunité chez la souris.
Cependant, nos résultats divergent de ceux qui ont été obtenus suite a
limmunisation de bovins avec la VP8 purifiee par chomatographie d'affinité (van
Drunen Littel-van den Hurk et al. 1995) et nous croyons que cette divergence
pourrait étre partiellement attribuable a ['utilisation de deux approches
expérimentales différentes. Toutefois, malgré les résultats decevants que nous
avons obtenus chez la souris, il serait intéressant d'utiliser les recombinants VV
dans des études chez I'hGte naturel et ces expériences pourraient permettre de
mieux définir le rdle joué par la VP8 dans l'induction de la réponse immunitaire
anti-BHV-1. Ainsi, des animaux pourraient étre immunisés avec le recombinant
VV-VP8-Mut afin de mesurer la réponse immunitaire générée ou celui-ci pourrait
étre utilisé dans des tests de cytotoxicité afin de déterminer I'importance de la
VP8 dans la stimulation de la réponse cellulaire suite a l'infection au BHV-1 et s'il

y a lieu, la caractérisation des épitopes pourrait étre entreprise.
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Summary. A bovine herpesvirus [ (BHV-I) HindIII genomic bank spanning
89% of the entire genome was constructed and individual fragments analyzed
for their capacity to select specific mRNAs which were then expressed by in
vitro translation assays. This procedure allowed the mapping of more than 20
viral polypeptides to discrete regions of the DNA genome. Some polypeptides
map in neighboring HindIII fragments while most seem encoded in single frag-
ments. In particular, the coding sequences for an abundant 94 kDa polypeptide,
which is the potential unglycosylated precursor of gll glycoprotein, have been
assigned to the small 3.6 kbp HindIIl genomic fragment M. The localization
of structural and non-structural gene-coding sequences will help to characterize
viral polypeptides and eventually, a better understanding of BHV-I infection

will be gained.

Introduction

Bovine herpesvirus I is an alphaherpesvirus and has been associated with a
variety of clinical syndromes in cattle. BHV-I infection causes principally severe
respiratory tract diseases but also vulvovaginitis, abortions, encephalitis, con-
junctivitis and generalized systemic infections. Viral strains associated with
respiratory or genital diseases have been referred to as infectious bovine rhino-
tracheitis (IBR) or infectious pustular vulvovaginitis (IPV) viruses, respectively
[9, 20, 21].

The genome of BHV-I is a 137 kbp linear double-stranded DNA [15] which
is divided into a long (L) and a short (S) segment; the latter is flanked by
inverted repeat sequences and can invert its orientation relative to the L com-
ponent to yield two isomeric forms [6]. BHV-I specifies more than 25 structural
polypeptides of which probably 11 are glycosylated [2, 16]. The major gly-
coproteins are gl, a 130kDa protein constituted of 74 and 55kDa subunits,
gll, a 108 kDa polypeptide, gIII, a 90kDa protein, and gIV, a 71 kDa protein
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[3, 5, 26]. Glycoproteins, being located on the viral envelope and on the surface
of virus-infected cells [8, 17, 28], play important roles during viral infection
such as recognizing receptor sites for attachment and penetration of virus in
cells. Hemagglutinating activity of several BHV-I strains has been reported [23]
and this function assigned to glII glycoprotein [24].

Until recently, BHV-I research was mainly directed toward classification of
virus isolates, characterization of viral polypeptides using electrophoretic anal-
ysis, restriction endonucleases analysis of viral DNA, cross-reactivity of specific
antibodies, etc. At present, very little is known concerning the genomic organi-
zation of the virus: only the coding sequences for gl, glll and gIV major
glycoproteins and for the DNA polymerase and thymidine kinase enzymes have
been precisely located on the DNA genome [1, 11, 18, 19, 25, 29]. In this study,
we used translations of mRNAs selected by hybridization to the DNA of
individual HindIII genomic fragments to construct a physical map of IBR viral
genome. This procedure allowed the mapping of several polypeptides in discrete
regions of the genome; in particular, we present evidence that gl glycoprotein
coding sequences are located in the small 3.6 kbp HindIII fragment M.

Material and methods

Virus and cells

Strain #34 of IBR, a field isolate, was kindly provided by Dr. Mitchell (Gouvernement du
Canada, Lethbridge, Alberta): this isolate is related to the Colorado strain, based on
restriction endonuclease and serological analysis. Virus was cultured in confluent monolayer
sheets of ovine kidney (OK) cell line as described previously [24].

Specific IBR serum

The preparation of polyvalent serum directed against IBR virus has already been described
[24].

Purification of viral DNA and construction of genomic bank

Viral supernatant was concentrated by ultracentrifugation through a 5 ml cushion of 40%
sucrose in TEN buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl). The pellet
was resuspended in TEN and digested for 1h at 37°C with 50 pug DNase/m! and 50pg
RNase A/ml, in presence of 10 mM MgCl,, to eliminate cellular nucleic acid contaminants.
DNase was then inhibited by adding a 0.02 volume of 500 mM EDTA, the viruses were
lysed with 1% SDS (final) and proteins digested with 250 ug proteinase K/ml for 1 h at
37°C. The mixture was extracted 34 times with phenol : CHCl, : isoamylalcohol (24:24:1)
and the viral DNA was precipitated with ethanol, collected with a Pasteur pipette, washed
with 70% ethanol, briefly dried and redissolved in TE (10mM Tris-HCI pH8.0, 1 mM
EDTA).

Purified viral DNA was digested with HindIII and generated fragments were ligated
with dephosphorylated HindIII linearized pKS+ prophage DNA (Stratagene, California,
U.S.A.), using standard procedures [13]. Recombinant molecules were used to transform
E. coli XL 1-Blue competent cells.
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Purification of mRNA

IBR or mock-infected OK cells were collected at 6, 12, 18, or 24 h post-infection and total
RNA was purified using the guanidine isothiocyanate method [4]. PolyA + mRNAs were
isolated by oligo(dT)cellulose chromatography [13].

Hybrid-selected translation

Each selected recombinant plasmidic DNA (10-20 pg) was HindIII digested and fractionated
in preparative 0.3% or 1% agarose gels, depending on the length of inserted DNA, in the
presence of ethidium bromide. After separation of genomic and vector DNA, the former
was electroeluted by perpendicular migration on 1 X 1 cm Hybond-N membrane (Amersham
Canada Ltd, Oakville, Ontario) inserted in agarose at one extremity of the band; the
binding of DNA on membrane was assessed by visualization under UV light. The mem-
branes were air-dried and DNA covalently linked to the filter by UV light exposure for
4 min. To release unlinked DNA molecules, membranes were individually washed 3 times
with 0.4 N NaOH at 42°C, then with water until pH neutrality. The membranes were
assembled and incubated at 42 °C, for 4-6 h in 2 ml vial containing 1.5 ml of prehybridization
solution (50% recrystallized formamide, 0.5M NaCl, 20mM Pipes pH 6.4, | mM EDTA,
0.2% SDS and 100 pg/ml of polyrA). PolyA*-mRNA (80 ug) isolated from IBR-infected
cells (24 h post-infection) were denatured 30 min at 45°C in 0.75ml of 67% formamide,
1.4mM EDTA and 0.27% SDS, after which 80, 100, and 70 pl of 250 mM Pipes pH 6.4,
5M NaCl and H,0, respectively, were added. Membranes were transferred in hybridization
solution and incubated at 42 °C, overnight. The next day, unbound mRNAs were recovered
by ethanol precipitation and hybridized membranes washed in batch, twice with 5ml of
2xSSC, 0.5% SDS at room temperature for 10 min, 3 times with 1 x SSC, 0.25% SDS at
37°C for 20min and 3 times with 0.1 x SSC, 2mM EDTA at room temperature for 2-
3min. They were briefly dried and individually placed in the bottom of 1.5 ml centrifuge
tubes. Bound mRNAs were eluted in 50 pl of water by boiling 1 min and quickly freezing
in a dry ice/ethanol bath (30s); tubes were then transferred on ice and opened. Frozen
membranes were raised up with yellow tips in such a way that capping of the tube could
hold them in position. Eluates were recovered by full spin for 1 min and conserved at
—70°C. When needed, five pl of mRNA eluates were directly used in rabbit reticulocyte
lysate translation assays (Gibco/BRL Canada, Burlington, Ontario or Bio/Can Scientific
Inc., Mississauga, Ontario). Synthesized polypeptides were analysed on 10% or 10-15%
SDS polyacrylamide gels, according to the method of Laemmli [10].

Results
Construction of genomic IBR bank

In order to better characterize bovine herpesvirus-I, viral proteins were mapped
on the viral DNA genome. One of the best ways to achieve this is by translation
of hybrid-selected mRNA, as was demonstrated with Epstein-Barr virus [22].
For this purpose, an IBR genomic bank was constructed in pKS+ plasmid
DNA, using HindIII restriction endonuclease. Clones were identified by parallel
electrophoretic analysis of HindIII digests of recombinant plasmid DNA and
viral DNA; to be certain of the identification of each clone and also to dis-
criminate clones containing comigrating genomic fragments, double digests with
HindIll and either Hpal, BamHI, or EcoRI were examined for the presence of
DNA fragments of the expected sizes (results not shown) [15]. All but N, F,
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Fig. 1. Analysis of HindIII digested IBR genomic DNA and corresponding cloned DNA
fragments. Purified genomic (/BR) and recombinant plasmidic DNA A4 pKS/Ahd, B pKS/
Bhd, D pKS/Dhd, E pKS/Ehd, G pKS/Ghd, I pKS/Ihd, J pKS/Jhd, K pKS/Khd, L pKS/
Lhd, M pKS/Mhd, and O pKS/Ohd were HindIII digested and analysed in 0.5% agarose
gel. Genomic DNA fragments are identified at the right of the figure. Molecular weight
standards (M W) of A HindIII and ¢ X 174-Haelll are indicated in kbp

H (which are located at the ends of the linear viral genome), and C fragments
generated with restriction endonuclease HindIII have been cloned (Fig. 1). Sur-
prisingly, the migration of the inserted fragment in the clone identified as “D”
(Fig. 1, lane D) is slightly faster than the parental fragment D (see below).
Asnoted by Mayfield et al. [ 15], genomic clones containing HindIII fragment
C and D are difficult to obtain, possibly due to the presence of repetitive
sequences within these fragments: their unique clone containing fragment D
also contained fragment L and, as was the case here, they were unable to clone
fragment C. In the present study, a clone containing a single insertion which
migrates between fragments D and E/F (Fig. 1, lane D) was suspected to contain
fragment D, based on double digestion analysis and was further examined. The
inserted DNA was labelled in vitro and hybridized on Southern blot of HindIII
digests of IBR viral DNA and recombinant plasmid DNA pKS/Bhd, pKS/
Dhd, and pKS/Ehd (containing B, “D”, and E genomic fragments, respectively):
the labelled fragment only hybridized with itself and with the viral DNA region
containing C/D fragments (results not shown). This experiment, along with
hybrid-selection of mRNA (see below) ascertained that the insert contained in
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this recombinant plasmid DNA is fragment D. That the inserted DNA is slightly
smaller than viral fragment D may be explained assuming an in vivo rear-
rangement in E. coli cells resulting in a deletion, due to repetitive sequences.

Analysis of in vitro translated viral polypeptides

Translation of mRNAs extracted from cells at different time-points after mock
and IBR-infection was used to determine the optimum time at which mRNA
should be extracted for hybrid-selection and also to discriminate viral versus
host polypeptides. No difference was observed between synthesized polypeptides
with mRNA from mock-infected cells, extracted 6 or 24 h post-infection (Fig. 2).
The comparison of polypeptides obtained from host-mRNA with those syn-
thesized with mRNA from IBR-infected cells was, however, quite significant:

OK——IBR— 0K
Ene 6 12 18 24 24

46-

30-

18-

., s

3;‘:3:

Fig. 2. Comparison of in vitro synthesized polypeptides with mRNA extracted from mock-

infected and IBR-infected OK cells. PolyA + mRNA from mock-infected (OK) and IBR-

infected (/BR) OK cells were extracted at 6, 12, 18, and 24 h post-infection and translated

in rabbit reticulocyte lysate (Gibco, Ont., Canada). Polypeptides were analysed in denaturing

10% polyacrylamide gel. En Endogeneous products. Molecular weights of standards are
indicated in kDa
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in the latter, new polypeptides appeared and most of host-polypeptides were
either absent or disappeared with time after infection with IBR virus. Partic-
ularly, major polypeptides of 50, 48, and 36 kDa as well as minor proteins of
97, 95, 81, 74, 68, 58, 51, 41, and 38 kDa were synthesized with mRNA from
mock-infected cells but were completely absent from translations with mRNA
extracted from IBR-infected cells at 6, 12, 18, or 24 h post-infection. Further-
more, host polypeptides of 44 and 20 kDa were synthesized in decreasing quan-
tities with mRNA from 6 and 12 h post-infection with IBR and were absent
from translations with mRNA extracted at 18 or 24 h post-infection with IBR;
a similar observation was noted for 84 and 30kDa polypeptides which were
absent from translations with mRNA extracted at 12, 18, and 24 h post-infection
with IBR.

We thus found only 6 polypeptide bands (MW of &9, 67, 66, 60, 54, and
19kDa) that were obtained with mRNA extracted from mock-infected as well
as IBR-infected cells; these polypeptides may either correspond to host or to
viral proteins as they may contain comigrating viral and host polypeptides. In
the case of 66, 60, and 54 kDa bands, viral polypeptides are probably present
since intensity of the bands increased at 6 or 12h post-infection with IBR
compared to the two mock-infected controls. These results showed that most
of the polypeptides resolved in IBR lanes belong to IBR virus.

In vitro translations of mRNA extracted at 6, 12, 18, and 24 h post-infection
with IBR showed that the amount of synthesis of the majority of individual
polypeptides obtained seemed constant over the infection period studied: this
is the case for 150, 140, 100, 93, 82, 54, 45, 32, and 27.5 kDa proteins. However,
the amount of 77, 66, 60, 40, and 28.5 kDa polypeptides increased at 12 com-
pared with 6 h post-infection with IBR and this observation is specially evident
with the 77 kDa polypeptide which is totally absent 6 h post-infection but quite
abundant at 12. Seeing that some viral polypeptides were more abundantly
synthesized at 12-24 h after IBR infection but that no decrease was observed
during this period, 24h was chosen for infection time before extraction of
mRNAs that were used for hybrid-selection.

In consideration of the previous findings, the mapping of viral polypeptides,
to HindIll fragments by translation of hybrid-selected mRNAs was first per-
formed directly (without subsequent immunoprecipitation) in order to map
non-structural as well as structural polypeptides and also to eliminate the pos-
sibility that some non immunogemnic proteins and others in insufficient quantity
to be detected, would be missed.

Translation of hybrid-selected mRN A

HindIII DNA fragments contained in recombinant plasmid DNA and plasmid
pKS vector (negative control) were covalently fixed to nylon membranes and
hybridized to mRNA extracted from IBR-infected cells. After washing and
elution, complementary mRNAs were translated in vitro and synthesized prod-
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Fig. 3. Hybrid-selected translations of mRNA. mRNA isolated from IBR-infected OK cells
at 24 h post-infection were hybridized to the purified IBR-HindIII fragments A, B, D, E,
G, 1,1, K, L, M, and O and also to the pKS+ vector DNA. After washing and elution,
bound mRNA from the corresponding genomic DNA fragment (4-0, pKS) as well as
total polyA + mRNA isolated from mock-infected (OK) and IBR-infected (/BR) cells were
translated in vitro and synthesized polypeptides were analysed in denaturing 10-15%
polyacrylamide gel. The fluorographed gel was exposed 18 h (/8 /) and 8 days (8d). @, %
Polypeptides mapping in single and neighboring genomic fragments, respectively. Molecular
weights of standards are indicated in kDa

ucts analysed on SDS-polyacrylamide gel (Fig.3); for easier interpretation,
translations were analysed by ordering fragments as they appear in the viral
genome.

By comparison with the negative control (which corresponds to endogeneous
products of the translation system, Fig. 3, lanes pKS), more polypeptides were
synthesized with mRNA selected by individual fragment DNA (except fragment
E, lane E) and each protein profile obtained differed from others. Furthermore,
each polypeptide synthesized with hybrid-selected mRNA had a corresponding
product obtained by translation of total viral mRNA (Fig. 3, lane IBR). Also,
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all polypeptides seen in the latter were eventually synthesized with mRNA
complementary to one or an other fragment. On the other hand, all polypeptides
appearing in translation with mock-infected (Fig. 3, lane OK) but not those
with IBR-infected (lane IBR) mRNAs were never synthesized with hybrid-
selected mRNAs and the common bands in lanes IBR and OK were either
synthesized or not after hybrid-selection with the respective coding fragments,
depending on the presence of viral polypeptides in the respective band (note
that coding sequences may also be contained in N, F, H, and C uncloned
fragments). These important observations assure the specificity of mRNA hy-
bridization with DNA fragments.

Polypeptides mapping in single HindI1l fragment

Most viral proteins seemed to be encoded by single HindIlI fragment (black
dots in Fig. 3; Fig.4), since they are not visualized in juxtaposed fragments.
However, for these polypeptides the possibility exists that a fraction of the
respective genes, that would be too small for efficient hybridization, be present
in the left or right neighbours of the respective coding fragment. Furthermore,
the coding sequences for some polypeptides mapping within the J or K frag-
ments, could extend through the N or C/H/F fragments, respectively, as these
fragments were not cloned nor analysed in this study (see map in Fig. 4). Keeping
in mind these reservations, polypeptides of 36.5, 32, 31, 27, 20, 15.5, and
15.0kDa mapped in the 9.0kbp fragment J; after few days exposure to X-ray
film, the 15.5 and 15.0kDa proteins were hidden by unincorporated
33S-methionine background but were well resolved after 18 h (Fig. 3).

Polypeptides of 94 and 19 kDa mapped in the 3.6 kbp M fragment. Abundant
74kDa polypeptide mapped in the 11.7kbp fragment I, along with 43, 28.5,
and 19.5kDa proteins. For its part, G fragment (11.9 kbp) encoded 120 (which
corresponds to 140kDa protein in Fig.2), 34.5, 28, and 19kDa polypeptides.
Proteins of 105, and 33.5kDa mapped in the A fragment and 34 and 31.5kDa
proteins, in B. A 33kDa polypeptide (evident on R-X film) mapped in the
7.7kbp fragment L and finally, 55, 52, 38, and 20kDa polypeptides mapped
in the 8.4kbp fragment K.

Polypeptides mapping in neighboring HindIIl fragments

Few proteins mapped in two neighboring fragments: gene sequences for these
polypeptides contained a HindIII restriction site. The 59 kDa protein is encoded
in the right and left parts of J and M fragments, respectively. The 52kDa
polypeptide seemed to be encoded at the 3’end of fragment M and the 5'end
of fragment I, although most of the coding sequence was contained in the
former. The 130 kDa polypeptide (which corresponds to 150 kDa in Fig. 2) was
encoded by fragments A and B; this was the larger polypeptide resolved after
in vitro translation with mRNA from IBR-infected cells.
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Fig. 4. Physical map of IBR DNA viral genome. HindIII restriction map of IBR (Cooper

strain) is from Mayfield et al. [15]. Molecular weights of viral proteins are in kDa: poly-

peptides encoded within single genomic fragment are indicated below the respective coding

fragment and those encoded by neighboring fragments, above the respective HindIII re-

striction site. The previous mapping of gl [11], gIII, and gIV [29] major glycoproteins

and of DNA polymerase (Pof) [19] and thymidine kinase (7K) [1] genes on the viral
genome is indicated

Finally, a polypeptide of 29 kDa mapped in the three neighboring fragments
D, O, and K. As the intensity of the band in lane D is weak, it is possible that
D sequences homologous with hybridized mRNA mainly corresponded with a
non-coding region of the gene. The fragment O (400bp) and the S'end of
fragment K (8.4 kbp) shared most coding sequences of the 29kDa protein.
These results confirmed that the recombinant pKS/Dhd contained the HindIII
fragment D since ordering of terminal fragments in the genome is D-O-K-F or
C-K-O-H (see Fig.4); if the inserted fragment were fragment C, only a large
intron in fragment K could explain why translational mRNA for the 29 kDa
polypeptide hybridizes with C, K, and O. A physical map compiling our results
is presented in Fig. 4.

The products of translation assays were immunoprecipitated with polyvalent
serum directed against purified IBR virus. After electrophoresis, a few bands
present in Fig. 3 disappeared (results not shown): 20 kDa protein in J, 19.3kDa
in M, 120 and 34.5kDa in G, 130kDa in A/B, and 33kDa in L. These poly-
peptides could correspond to non-structural viral polypeptides although the
quantity of immunoprecipitated proteins may also have been too small to be

detected.

Discussion

Most polypeptides that are synthesized in vitro with mock-infected mRNA are
absent from translations with mRNA extracted from IBR-infected cells at 6,
12, 18, and 24 h post-infection (Fig.2). These results suggest that either host
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mRNA transcription is inhibited quickly after IBR infection or host mRNAs
are less efficiently translated in vitro than viral mRNAs. However, since the
synthesis of some host polypeptides is only absent in translations with mRNA
extracted from IBR-infected cells at 12 to 18 h or more post-infection (that is
mRNA are efficiently translated at 6 or 12h), it is most probable that tran-
scription of host mRNAs is inhibited following IBR infection. Certainly, these
in vitro experiments may not reflect the in vivo effect but they nevertheless
point out the severity of the cellular injury caused by IBR virus.

Using translation of mRNA selected by hybridization with IBR HindIIl
fragments, several viral polypeptides were mapped in discrete regions of the
DNA genome: most are encoded in single and few in neighboring HindIII
fragments (Fig.4). Coding sequences for viral polypeptides are distributed on
all fragments examined with the exception of E for which no translatable mRNA
has been selected. Excluding results obtained with fragment M, the coding
capacity in each fragment is sufficient for encoding the size and number of
polypeptides we have mapped in each. The small 3.6 kbp fragment M could
not encode all the polypeptide bands seen in lane M of Fig. 3 and due to the
presence of smear in the range of 72 to 86-88 kDa, faint and ill-defined bands
of 86, 80, and 72 kDa were considered uncompleted products. The number and
size of the polypeptides mapped to fragment M (Fig. 4) suggest that both strands
of the DNA encode polypeptides.

Proteins with slightly differing MW which map in the same genomic fragment
(e.g., 15.0 and 15.5 kDa polypeptides in lane J) could be the result of incorrect
initiation or termination during translation [14]. Some polypeptides with the
same MW map in distal regions of the viral genome (e.g., 34.5 kDa polypeptides
in fragment G and B and 19kDa proteins in M and G fragments); these
polypeptides probably are independent IBR proteins although translational
mRNA could be spliced and exons located in the different fragments.

Some polypeptides should be immature forms of viral glycoproteins as the
glycosylation process is inefficient in the rabbit reticulocyte system. In an at-
tempt to correlate precursor proteins with their mature forms, translations of
hybrid-selected mRNA were assayed in the presence and in the absence of
canine pancreatic microsomal membranes. In both cases, no variation in the
migration of synthesized polypeptides was noted, with the exception of the
55kDa polypeptide encoded within HindIII fragment K which resulted in a
smear ranging from 55 to 70 kDa (results not shown).

Recently, using homologous hybridization probes or marker rescue exper-
iments, the coding sequences for gl (130 kDa), gIII (90 kDa), and gIV (71 kDa)
major IBR glycoproteins, were located in the A, I, and K HindlIl fragments,
respectively [18, 25, 29]; thus far, the fourth major glycoprotein of IBR, gII
(108 kDa) has not been mapped. The molecular weights of unglycosylated pre-
cursors for gl, gll, glIl, and gIV have already been reported to be 105, 90, 61,
and 58 kDa, respectively [27]. The 105 and 55kDa polypeptides synthesized
from mRNA selected with A and K HindIII fragments should correspond to
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unglycosylated precursors for the gl and gIV glycoproteins, respectively. This
is supported by the fact that in vitro processing of the 55kDa polypeptide
resulted in a 55-70kDa smear (see above).

The 74kDa protein synthesized with mRNA selected by the I fragment is
probably a unglycosylated precursor for gIII glycoprotein. Indeed, coding se-
quences for gllI glycoprotein have been precisely located to 2.4 kbp BamHI-
EcoRI fragment present in fragment I [7, 29]. Translation of mRNA hybrid
selected with this 2.4 kbp BamHI-EcoRI fragment resulted in a 74 kDa protein
(results not shown); the difference in MW from the one reported may either
be strain related or due to partial post-translational modification in vitro or to
difference in electrophoretic resolution. Interestingly, no synthesis of this poly-
peptide has been observed in translation of mRNA extracted 6 h post-infection
with IBR (see 77 kDa protein in Fig. 1, lane 6/IBR) which correlates well with
its previous designation as a gamma protein ([12], GVP9 polypeptide in [16]).
In fact, it has been shown that gIII glycoprotein only appears, in vivo, by 8h
after IBR infection [27].

No other polypeptide than the 94kDa protein synthesized in lane M of
Fig. 4 could correlate with the reported MW for a glI unglycosylated precursor.
This observation along with the abundance of the polypeptide obtained suggest
that glIl glycoprotein is encoded by HindIIl fragment M. However, this hy-
pothesis must be ascertained by subsequent experiments such as immunopre-
cipitation with specific antibodies or sequence determination.
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Summary. We have analyzed viral DNA patterns, obtained following digestion of six
different infectious bovine rhinotracheitis isolates, using a panel of restriction enzymes.
Several differences in profiles were observed, particularly for a Canadian viral strain which
presumably contained a genome that was larger than the other five infectious bovine
rhinotracheitis genomes. Also, an insertion/deletion of a HindI11 restriction site was found in
the DNA of a Danish strain; this additional HindIII site was localized precisely within the
original HindIIl E fragment of the infectious bovine rhinotracheitis virus. Interestingly,
results could be used to distinguish each viral strain examined from the others by simple

digestion with the appropriate enzyme.

Introduction

Bovine herpesvirus type | (BHV-1) is asso-
ciated with a wide variety of clinical manifes-
tations such as respiratory diseases, genital
infections, ocular carcinoma, encephalitis,
and abortion [I}. BHV-1 is a member of the
alphaherpesvirinae subfamily [2]). The viral
genome is a 136-kbp linear double-stranded

Address inguiries to: Dr. Claire Simard, Centre de
Recherche en Virologie, Institut Armand-Frappier,
Université du Québec, 531 Boulevard des Prairies,
Laval des Rapides, Ville de Laval, Qué. (Canada)
H7V IB7

Received: February 9, 1990
Accepted: June 8, 1990

DNA which is composed of long and short
unique segments and two inverted repeats.
The short-segment region situated between
the inverted repeats occurs in two alternative
orientations relative to the long segment,
resulting in the existence of two isomeric
forms [3]).

In an effort to differentiate BHV-I clinical
isolates, their polypeptide profiles, antigenic
characteristics, and genomic restriction en-
donuclease patterns have been compared |2,
4-10]. It generally is accepted that BHV-I
isolates are divided into three types/sub-
types [6,9]. Strain 1 is referred to as infectious
bovine rhinotracheitis (IBR) virus, and the
associated reference strain is the Colorado
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{or Cooper) isolate. Strain II is referred to as
infectious pustular vulvovaginitis virus, and
the reference strain is the K-22 isolate. Fi-
nally, strain III, which includes N569 and
A663 isolates [11, 12], has been found to exhi-
bit neuropathogenic effects. Mayfield et al.
[13] presented restriction maps for EcoRI,
HindIll, BamH]I, and Hpal enzymes of the
Colorado strain and compared them to those
of the K22 isolate.

Investigations [5, 7] suggest that the IBR
group is very homogeneous. By restriction en-
donuclease analysis, only one fragment (the
EcoRI fragment C) is found to be heteroge-
neous in size within the strain I isolates ex-
amined [7]. Furthermore, several authors
have used restriction endonuclease analysis
to compare various isolates of BHV-1 [5, 6,
8-10, 14-17), and no difference was noted
between the IBR isolates. However, the res-
triction enzymes used in these studies were
mainly Hind1ll, BamHl, Hpal, and EcoRlI,
for which there are very few restriction sites
(12, 8, 6, and 6, respectively) [13] in the IBR
genome. With respect to the entire genome,
the total number of nucleotides involved in
the comparative analysis was 192 (32 total
sites x 6 nucleotides/site) which only repres-
ents 0.14% of the whole genome. Even though
restriction fragment lengths were similar
throughout the isolates, the inference of ho-
mogeneity of the IBR genomes was based on
asmall proportion of conserved viral DNA.

The purpose of the present study was to
pursue previous investigations by comparing
and analyzing restriction endonuclease pat-
terns of six different IBR isolates, using a
more elaborate panel of enzymes. With this
approach, restriction fragment length poly-
morphisms were frequently observed be-
tween the isolates examined. Furthermore, a
major variant selected from a field isolate

was found to contain a genome that was
possibly 45-50 kbp larger than the others.
Finally, an insertion/deletion HindIII cleav-
age site was found in the viral DNA of a
Denmark strain and was localized within the
original HindIII genomic fragment E of IBR
virus.

Materials and Methods

Viruses and Cell Cultures

English and Danish BHV-I field isolates were
kindly supplied by Dr. Edwards (Ministry of Agri-
culture, Fisheries and Food, Weybridge, Surrey,
England) and Dr. Hoff-Jorgensen (Statens Veteri-
naere Serumlaboratorium, Copenhagen, Denmark),
respectively. Two Canadian field isolates were pro-
vided by Dr. Darcel (Agriculture Canada, Leth-
bridge, Alta., Canada; isolate No. 34) and by Dr.
Thorsen (Department of Veterinary Microbiology
and Immunology, University of Guelph, Ont., Ca-
nada; isolate No. 2116). A third Canadian strain was
isolated at the Institut Armand-Frappier, cloned in
our laboratory, and named [AF-2F. The Los Angeles
strain (ATCC VR-188) of IBR virus was obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, Md., USA). Note that a remarkable simi-
larity was previously found in biological, serological,
and biochemical analysis of the European viral
strains [18].

Each viral strain was propagated, as previously
described, on confluent monolayer sheets from an
ovine kidney cell line {19}. Extracellular virus was
harvested and concentrated by ultrafiltration, as pre-
viously reported [20].

Viral Purification and DNA Extraction

Concentrated virus was pelleted, and viral DNA
was extracted as recently described [21]. Briefly, sedi-
mented virus was suspended in | ml of TEN buffer
(10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl), and treated with DNAse | and RNAse A
(50 pg/ml each) and then with proteinase K (250 ug/
ml). The mixture was extracted several times with
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1). The
DNA was precipitated with ethanol and dissolved in
TE buffer (10 mM Tris-HCl,pH 7.5,1 mMEDTA):
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Restriction Endonuclease Analysis

One microgram of DNA extracted from each viral
isolate was digested overnight with various restriction
endonuclease enzymes (10 U each), according to the
recommendations provided by the manufacturer. The
reactions were terminated by addition of 0.2 vol of
25% glycerol, 25 mM EDTA, 1% SDS, and 0.1%
bromophenol blue. Digests (0.5 pg of DNA) were
fractionated in 0.4% agarose gel in TBE buffer
(90 m M Tris-HCI, 90 mM boric acid, 2.4 mM EDTA,
pH 8.3) for about 16 h at 14 V in the presence of
ethidium bromide (0.5 pg/ml). Gels were photo-
graphed under UV transillumination with Polaroid
type 667 film.

Radiolabeling of Probe and Southern Blotting

The pKS/Ehd clone containing the genomic IBR
Hind1 fragment E [21] was radiolabeled by random
priming in the presence of [a-P}-dCTP, using a
commercial oligolabeling kit (Pharmacia, Uppsala,
Sweden). The reaction was terminated when recom-
mended, and 10 pl of 10 mg/ml of salmon sperm DNA
was added as a carrier. The DNA was precipitated
with | ml of 10% trichloroacetic acid at 0° for 15 min,
centrifuged, and then precipitated again, in order to
eliminate unincorporated nucleotides. The pellet was
dissolved in 300 ul 0f 0.33 NNaOH. Before hybridiza-
tion, the probe was neutralized by adding 100 pl of | M
Tris-HC!, pH 7.5, and 100 ul of | NHCL.

When needed, Southern blots of fractionated
DNA were prepared with a Vacu-Gene vacuum blot-
ting system (Pharmacia) on nylon membranes (Hy-
bond-N; Amersham, England). The DNA was then
covalently fixed to the membrane by UV exposure for
5 min. For specific detection of viral DNA, the blot
was first prehybridized and then hybridized using the
conditions described by Rochaix and van Dillewijn
[22).

Results

It is clear from the literature that IBR
and infectious pustular vulvovaginitis virus
strains are distinguished easily using restric-
tion endonuclease analysis of viral DNA
with the few enzymes already mapped on the
genome. However, the level of divergence

between members of the same group is un-
known, and, consequently, no significant in-
formation is provided concerning stability/
conservation as well as evolution of the viral
genome. In order to detect genomic varia-
tions between members of IBR-like isolates,
we have compared patterns of viral DNA
from six different strains, following diges-
tions with eleven restriction enzymes. To
investigate the variability of viral DNA
within the same country as well as around
the world, one isolate from the USA, three
from Canada, and two from Europe were
examined.

Comparison of BamHI, EcoRI and

HindlIII Digests

Patterns of the six viral DNA generated
with BamH]I, EcoRI, and HindlII restriction
enzymes were similar and indicated that all
six isolates were members of the IBR group
(fig. 1). Nevertheless, differences were ob-
served. We immediately noted that high mo-
lecular weight fragments in the range of
55 kbp of the IAF-2F DNA were surprisingly
resistant to digestion with BamHI and Hin-
dIII (fig. 1, lane f). These fragments could
represent artifacts and have never been re-
ported by others, but we obtained repeatedly
the same result with four new preparations of
viral DNA and always with the BamHI and
HindIII (also with Sall, see below) restric-
tion enzymes. These bands may represent
either a complex structure of DNA, causing
steric hindrance at internal sites that could
prevent digestion, or a linear fragment, sug-
gesting that the IAF-2F isolate has a larger
genome than other isolates examined. In-
deed, it is probable that the latter possibility
is accurate, since additional bands were also
observed in other restriction profiles of the
IAF-2F isolate (see below).
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Fig. 1. Viral DNA from IAF-2F (f), English (e), Danish (d), Los Angeles (1), Guelph (g), and Alberta (a)
isolates were digested with BamHI, EcoRI, and HindlII restriction enzymes and analyzed in 0.4% agarose gel.
Genomic fragments (letters A-N) were identified from the map constructed by Mayfield et al. [13]. Molecular
weights of A-HindIII DNA standards are indicated in kilobase pairs.

The BamHI pattern obtained from the
Danish isolate was different from that of the
other isolates, since the H and I (11.0 and
10.5 kbp) fragments were slightly resolved
during the migration (fig. 1, lane d). The iso-
late obtained from the University of Guelph
contained a 21-kbp fragment that was absent
in other isolates (fig. 1, lane g). Based on its
relative intensity, this fragment was probably
in 0.5-molar amount and could thus corre-
spond to the A genomic fragment [see map in
ref. 13).

The profile obtained from the IAF-2F iso-
late following EcoRI digestion (fig. 1, lane f)
was significantly different from the reported
pattern for IBR {7, 13} which is very similar to
those obtained from Danish, Los Angeles,
Guelph, and Alberta isolates (fig. 1, lanes d, 1,
g, and a, respectively). Indeed, additional
bands appeared in lane f, corresponding to
13-kbp (in 0.5-molar abundance, between D

and E fragments), 1l-kbp (2- to 3-molar
abundance), and 10-kbp (I-molar amount)
fragments. Finally, from the English isolate
(fig. 1, lane e), the C and D EcoRI DNA
fragments comigrated but were well resolved
forall otherisolates (fig. 1,l1anes f, d,1, g, a).
The HindlIII profiles obtained from Los
Angeles, Alberta, and Guelph isolates were
similar (fig. I, lanes 1, a, and g, respectively),
apart from the presence of an additional faint
band (6.8 kbp, 0.5 molar) which was consist-
ently recovered in the latter strain. A small
variation was observed in the English pattern
(fig. 1,1ane e), since HindII1 E and F genomic
fragments did not comigrate. In the Danish
isolate pattern (fig. 1, lane d), C and D frag-
ments were better resolved than they were in
other isolates. Furthermore, an additional
fragment of 5.2 kbp was generated, and,
upon closer examination, it was apparent
that the intensity of E/F (13.5 kbp) and K (8.0
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Fig. 2. Hybridization of the labeled pKS/Ehd
clone containing IBR HindIIl fragment E with a
Southern blot performed from the gel in figure 1.
Molecular weights of A- Hind[1I DNA standards are
indicated in kilobase pairs.

kbp) DNA bands had diminished (a single
instead of two fragments) and increased (two
instead of a single fragment), respectively.
We, thus, postulate that an additional
Hindlll site in either E or F genomic frag-
ments could have generated the 8.0- and
5.2-kbp fragments. To support this hypothe-
sis and also to determine which of E of F
fragments was involved, we have hybridized
the purified and labeled 5.2-kbp fragment
with imprints of BamH]I, EcoRI, and Hind1I1
profiles for the six isolates. After autoradiog-
raphy, hybridized bands observed in HindI11
digests were only the 5.2-kbp fragment in the
Danish lane and the E/F fragments of the
other five isolates; in the two other digests,
only the A/B BamHI (the 21-kbp fragment of
the Guelph isolate did not hybridize) and D
EcoRI genomic fragments of the six isolates
hybridized with the probe (results not
shown). Based on the map constructed by

Mayfield et al. [13], the additional HindlII
site in the Danish viral DNA should be in the
original E genomic fragment. This was con-
firmed by hybridization of a Southern blot
with the pKS/Ehd clone from our genomic
IBR bank [21] and containing the E HindII1
fragment (fig. 2). The labeled probe hybrid-
ized with the 8.0- and 5.2-kbp fragments of
the Danish HindIlI profile (fig. 2, lane d), the
E HindIlI fragments of the other five isolates
(fig. 2, lanes f, e, 1, g, a) and the B BamHI
fragment as well as the A and D EcoRI frag-
ments of all six isolates.

Profile Variations in Other Digests

Several Safl-digested fragments were gen-
erated for all isolates examined, and the pat-
terns obtained were quite similar (fig. 3A),
except for the presence of a high molecular
weight fragment (33 kbp) for the IAF-2F iso-
late (fig. 3A, lane f). No significative restric-
tion fragment length polymorphism could be
seen in Sall digests, with the exception of the
IAF-2F isolate. However, small variations in
migration were observed for the first (16 kbp),
third (12.5 kbp), and fourth (10.0 kbp) DNA
bands generated from the Danish isolate
(fig. 3A, lane d).

Digestions with the Kpnl enzyme also
generated patterns that were very similar
among the six viral DNA (fig. 3A). However,
additional fragments in the range of 12 kbp
were obtained for the IAF-2F isolate (fig. 3A,
lane f).

Restriction fragment length polymor-
phisms were noted from Dral digests
(fig. 3A). In particular, the profile of frag-
ments generated in the range of 2.7-3.8 kbp
was unique for most isolates. Although all
viral DNA generated a fragment of 2.9 kbp,
fragments of 3.8 kbp for both the Los Angeles
and Alberta isolates (lanes 1 and a), of 3.1 and
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Fig. 3. Viral DNA from [AF-2F (f), English (e), Danish (d), Los Angeles (1), Guelph (g), and Alberta (a)
isolates were digested with Sall, Kpnl and Dral (A); Pvull, Xhol, and Nhel (B); Sacl (C), and Psil (D) and
analyzed in 0.4% agarose gels. Molecular weights of A-HindIII standards (lanes S) are indicated in kilobase

pairs.

3.2 kbp for the English (lane e) and Danish
(lane d) isolates, respectively, of 3.6 kbp (2
molar) forthe IAF-2F (lane f), and, finally, of
3.7 and 3.45 kbp for the Guelph viral isolate
(lane g) also were observed. The IAF-2F viral
DNA also diverged, as three additional frag-
ments of 8.4, 8.0, and 7.3 kbp were generated.
Furthermore, a 10.0-kbp DNA band present

in five isolates was absent in the Danish
strain, but a new one (11.0 kbp) was observed.

Significant polymorphisms in number
and/or length of fragments also were ob-
served from Pvull digests in the 5.8- to
7.1-kbp range, resulting in unique patterns
for each isolate (fig. 3B). A single DNA band
of 6.5 kbp was observed in the English (e)
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lane, two bands of 6.6 and 5.8 kbp in the
IAF-2F (f) lane, of 7.1 and 7.0 kbp in the
Danish (d) lane, of 6.9 and 6.1 kbp in the Los
Angeles (1) lane, of 7.0 and 6.0 kbp in the
Alberta (a) lane, and three fragments of 6.9,
6.6, and 6.1 kbp in the Guelph (g) lane. Other
variations were noted: a 2.95-kbp fragment
was detected from the Danish isolate, but not
from the others, and a difference in the stoi-
chiometry of a 2.5-kbp fragment was noted
from the IAF-2F isolate, as compared with
the other five strains. In addition, the [AF-2F
isolate contained Pvull fragments of 11.5
(2-molar amount), 8.8, and 8.0 kbp which
were not found in the others.

Differences were observed from Xhol di-
gests in fragments that ranged from 4.4 to
7.0 kbp (fig. 3B). A single DNA band of
7.0 kbp was detected in the IAF-2F (f),
English (e), Los Angeles (1), and Guelph (g)
lanes, whereas a fragment of 6.6 kbp was
present in the Alberta (a) lane, and two frag-
ments of 6.9 and 6.6 kbp were seen in the
Danish (d) lane. A single DNA band of
6.0 kbp was present in the English (e), Danish
(d), Los Angeles (1) and Guelph (g) lanes, but
was resolved into two bands of 6.2 and
5.8 kbp in IAF-2F (f) and Alberta (a) lanes.
Furthermore, two bands of 4.7 and 4.4 kbp
were observed in e and d lanes instead of
single bands of 4.7 or4.6 kbp inthe l/g/a and
f lanes, respectively. Additional fragments
(8.4 and 7.5 kbp) also were observed from
IAF-2F Xhol digest.

A major band of 17.0 kbp was observed
from Nhel digestions in IAF-2F (f), Los An-
geles (1), Guelph (g), and Alberta (a) lanes,
but was totally absent in English (e) and
Danish (d) lanes (fig. 3B). A 9.0-kbp DNA
band was observed for 5 of the 6 isolates, but
was absent for the English isolate (Iane €); in
the latter, an additional band of 8.0 kbp was

nevertheless observed. Although a fragment
of 7.2 kbp was present for all six isolates, an
additional band of 6.9 kbp was only observed
from IAF-2F and Los Angeles strains. Fi-
nally, bands of 12.0 and 11.0 kbp were only
generated from the IAF-2F isolate.

From Sacl digests, only minor variations
were observed in the six patterns, with the
exception of the two 2-molar fragments of
12.5 and 11.0 kbp generated by the IAF-2F
viral DNA (fig. 3C). The first two fragments
from each profile were slightly different in
length: the English (e), Danish (d), and
Guelph (g) isolates generated fragments of
9.0 and 8.5 kbp, whereas those generated by
the IAF-2F (f), Los Angeles (1), and Alberta
(a) isolates were 9.2 and 8.8 kbp.

Digestion of the six viral DNA with PsiI
generated fragments smaller than 8.2 kbp,
and differences were observed in the range of
4.5-5.5 kbp (fig. 3D). A band of 4.8 kbp was
common to all six isolates, although the stoi-
chiometry in f lane was significantly greater
than others. Slight variations in migration
were observed in the following bands: a frag-
ment of 4.7 kbp for the English and Danish
isolates, of 5.2 kbp for the Los Angeles and
Guelph isolates, of 5.5 kbp for the Alberta
isolate, and of 4.5 kbp for the IAF-2F isolate.
Finally, two bands of 7.4 and 5.7 kbp were
only detected from the IAF-2F isolate.

Discussion

Analysis of restriction profiles, obtained
from six BHV-I viral DNA, clearly estab-
lished that all isolates belong to the IBR
group, since the overall patterns with in-
dividual enzymes were similar. Neverthe-
less, several differences were found within
strains. The differences noted include either
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fragment size heterogeneity or appearance/
disappearance of fragment which results
from insertion/deletion of a restriction site.
Variations were also observed in BamHI,
EcoRl, and HindIII patterns, for which no
such differences had been noted for IBR
isolates in previous reports. This may be due
partially to the better resolution attained in
the present study using 0.4% agarose gel
(instead 0f 0.6-0.8% used in other studies).
The present research allowed the charac-
terization of a major variant of IBR virus, the
isolate named IAF-2F. Additional fragments
were generated following digestions with res-
triction enzymes as compared with the five
other strains examined. The supplementary
bands seen from BamHI, HindIII (fig. 1), and
Sall (fig. 3A) digests of IAF-2F viral DNA
were diffuse due to their high molecular
weights. However, those generated with
Dral, Pvull, Xhol, Nhel, and especially Sacl
(fig. 3) were well defined, of medium length,
and resolved from fragments in common
with other isolates, such that their size could
be precisely determined. Their continued
presence in subsequent experiments, as well
as their relative intensity in the profiles,
clearly showed that they do not represent
partial digestion products. Finally, the diver-
gences observed in IAF-2F patterns as com-
pared with others could not be related either
to the cell line used for viral propagation orto
the method used for DNA isolation, since
these parameters were identical for the six
isolates examined. The most probable con-
clusion to draw from these observations is
that the genome of the IAF-2F isolate is
larger than other IBR genomes; we presume
that the difference in size is in the range of
45-50 kbp. Such a variant strain, obtained in
our laboratory after plaque purification of a
field isolate, was never isolated before. A

primary infection might have been caused by
a ‘wild’-type IBR strain, and the variant iso-
late could have resulted from an in vivo mu-
tation soon after infection. We hypothesize
that a fragment of exogenous DNA originat-
ing from chromosomal DNA, or from an
undetected pathogen in the host, or a dupli-
cate fragment of viral DNA had been inte-
grated in the viral genome in vivo, and this
inserted mutant had been permanently con-
served under undefined selective pressure,
finally replacing the ‘wild’-type isolate.
Indeed, the possibility of in vitro molecu-
lar events has been rejected, since the ino-
culum is routinely derived from only two
to three viral passages, and alterations in
herpesvirus genomes are induced only after
multiple passages of viruses in cultured
cells [23-25].

The viral DNA of the mutant strain is still
similar to the prototype DNA, since most of
the bands generated after restriction enzyme
digestions of the other five viral DNA ana-
lyzed were also recovered from the DNA
mutant. This was the case for all enzymes
examined. Furthermore, no variation in
polypeptide profiles was noted when poly-
A+ mRNA extracted from cells infected
with the IAF-2F or the Alberta isolates were
translated in vitro [unpubl. results], and no
difference was noted in its cytopathogeni-
city. These results, along with the strong
homology found by Southern hybridization
using the IBR HindlIll genomic fragment E
as probe, confirmed undoubtedly its mem-
bership in the IBR group. At present, the
origin of the 45- to 50-kbp inserted DNA as
well as its location in the viral genome remain
unknown. Future experiments will be per-
formed to answer these questions. The dis-
covery of this large IBR genome (in the
180-kbp range) may be an indication of the
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tolerance of the viral capsid to deliver a vi-
able and infectious virus.

An insertion/deletion of a HindlII res-
triction site was found for the Danish isolate,
within the original HindI1] E fragment, and
generated 8.0- and 5.2-kbp fragments. Based
on the map constructed by Mayfield et al.
[13], the precise location of the additional
HindIII site should be 5.2 kbp downstream
from the 5’-end of the original E fragment,
since the 5.2-kbp fragment hybridized with
EcoRI D fragment, but did not with the
EcoRI A fragment.

Based on the intensity of the band, we
suspected that the 21-kbp fragment obtained
in the BamHI pattern of the Guelph isolate
(fig. 1, lane g) corresponded to the A genomic
fragment. The fact that the pKS/Ehd clone
containing the IBR HindIIl E fragment did
not hybridize with the 21-kbp fragment, but
did with the following BamHI fragment
(which was equivalent to other strains and
corresponded to the B fragment in the re-
ported map [13]), confirmed the identifica-
tion of the 21-kbp band as being the BamHI A
fragment.

Interestingly, from the patterns obtained
with Xhol, Nhel, and Psil, it would seem
appropriate to group together the two Euro-
pean isolates and the four North American
isolates. Forexample, only the European iso-
lates contained a 4.4-kbp Xhol fragment and
a 4.7-kbp Psil fragment, though no 17.0-kbp
Nhel fragment. Nevertheless, each viral
strain examined could easily and unambi-
guously be discriminated from the others by
simple digestion: for example, the Danish
strain with either HindIII, Nhel, or Pvull, the
English isolate with Nhel or Pvull (and as a
last resort with EcoRI), the Guelph isolate
with BamH], the Albertaisolate with Ps/I, the
Los Angeles isolate with Xhol (although the

pattern obtained was very similar to the
Guelph profile), and, finally, the IAF-2F iso-
late with all enzymes examined (except Kpnl
with which additional fragments were not
well resolved from the common IBR bands).
Thus, by contrast to previous studies, we
have found that members of the IBR group
are not homogeneous. Our results suggest
that the IBR viruses constantly mutate and
continue to evolve, and perhaps this could
lead to a major individualization of its mem-
bers.
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Using in vitro translation of hybrid-selected mRNA,
we have previously shown that bovine herpesvirus
type 1 HindIll fragment M encodes an abundant
94K polypeptide. Using immunoprecipitation and
sequencing analyses, it has now been shown that the
polypeptide is related to the major tegument protein
VP8 and is homologous to the herpes simplex virus
type 1 major tegument proteins VP13/14. The
sequence of the VP8 gene (ficld isolate 34) is reported
and compared to published data. Several differences
between the sequences were detected, resulting particu-
larly from base insertions/deletions generating three

major frameshifts affecting an area of 87 amino acid
residues of the encoded protein. In addition, sequence
comparison revealed 29 single base alterations, exclud-
ing frameshift regions, producing 17 amino acid
substitutions. Overall, 14-1% of the deduced amino
acid sequences were divergent. We have also estab-
lished that the last 152 nucleotides of the previously
reported sequence correspond to the sequence of the
minus not the sense strand. Finally, we report that the
4.4 kb transcript of the VP8 gene is initiated 39
nucleotides upstream from the translation start codon.

Introduction

Bovine herpesvirus type 1 (BHV-1), the aetiological
agent of infectious bovine rhinotracheitis and infectious
pustular vulvovaginitis, is a virus of cattle distributed
world-wide. The virus, a member of the Alphaherpes-
virinae subfamily (Roizman et al., 1982), has also been
associated with conjunctivitis, encephalitis, enteritis,
dermatitis and abortion (Gibbs & Rweyemamu, 1977).

The BHV-1 genome is a linear dsDNA molecule of
approximately 140 kbp which is divided into unique long
(U.) and short (Ug) regions. The latter is bounded by
inverted repeat sequences (Rg) and can invert its
orientation relative to Uy, resulting in the existence of
two isomeric forms (Farley er al., 1981). The genome
encodes more than 40 polypeptides (Metzler et al., 1985;
Misra et al., 1981), 20 of which have been located in
discrete genomic regions using translation of mRNA
hybrid-selected to individual HindIII DNA fragments
(Simard et al., 1990). In particular, coding sequences of
an abundant polypeptide (hereafter named VP8) with
an apparent M, of 94K have been assigned to the small
3-7 kbp HindIIl fragment M. At present, gene coding

The nucleotide sequence data reported have been submitted to the
GenBank database and assigned the accession number M84469.

0001-1230 © 1992 SGM

sequences for the gl, gIII and gIV major glycoproteins,
gH glycoprotein, thymidine kinase, part of the DNA
polymerase and the VP8 major tegument protein have
been reported (Carpenter & Misra, 1991; Fitzpatrick et
al., 1989; Kit & Kit, 1986; Meyer et al., 1991 ; Misra et
al., 1988; Mittal & Field, 1989; Owen & Field, 1988;
Smith er al., 1990; Tikoo et al., 1990; Whitbeck et al.,
1988).

In this study, the sequence of the gene encoding the
VP8 tegument protein of a Canadian field isolate (34) is
reported and compared to data obtained by Carpenter &
Misra (1991) using the American isolate P8-2. This
comparison identified several areas of divergence result-
ing from base insertions/deletions as well as single base
alterations. In particular, three distinct frameshifts
affecting a total of 87 amino acid residues of the encoded
protein were found in the previously reported sequence,
Finally, the precise mapping of the 5 end and the
kinetics of expression of the VP8 gene transcript are
presented.

Methods

Cells, virus and viral DNA. The BHV-1 isolate (strain 34) was
provided by Dr D. Mitchell (Gouvernement du Canada, Lethbridge,
Alberta) and has been shown to be related to the Colorado strain
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(subtype 1.1, Metzler er al., 1985) based on restriction endonuclease
(Simard er al., 1991) and serological analyses. Virus was grown in
confluent monolayers of an ovine kidney (OK) cell line as previously
described (Trudel et al., 1987). Extracellular virions were concentrated
by ultrafiltration (Trudel & Payment, 1980) and viral DNA was
purified as reported (Simard et al., 1990).

Northern blot hybridization and primer extension analyses. Poly(A)*
mRNA was isolated as described (Simard et al., 1990) from cells at 0, 6,
12, 18 and 24 h post-infection (p.i.) with BHV-1. mRNA (2 pg) was
fractionated in an agarose gel, blotted onto 2 Hybond-N membrane
and hybridized with a radiolabelled 387 bp Smal-EcoRI fragment,
according to the method of Simard er al. (1992).

Primer extension analyses were performed essentially as described
by Sambrook et al. (1989) using the oligonucleotide 5 GCCCATCCC-
TAGCGGCGTCCATGGC 3, encompassing the translation in-
itiation codon of the VP8 gene coding sequences. Briefly, the oligo-
nucleotide was radiolabelled with [y-*2PJATP and T4 kinase, and then
annealed with 10 pg of total RNA extracted either from BHV-1-
infected (12 h p.i.) or mock-infected cells. Reaction mixtures were
heated at 80 °C for 10 min and incubated at 37 °C for 12 h to allow
annealing. After reverse transcription, synthesized products were
analysed on 8% sequencing gels.

DNA sequencing. The cloning of the 3-7 kbp BHV-1 HindIII
fragment M into the prokaryotic pKS vector (clone pKS/Mhd) has
been described elsewhere (Simard et al., 1990). Caesium chloride-
purified pKS/Mhd plasmid DNA was mapped using combinations of
single and double digestions with several restriction enzymes. Both
strands of the inserted fragment were then sequenced by the chemical
method of Maxam & Gilbert (1977). Sequence data were assembled
and analysed using the MacVector sequence analysis software
(International Biotechnologies).

Results and Discussion

Individual BHV-1 HirdIIl fragments have previously
been analysed for their ability to select complementary
mRNA. Upon in vitro translation, a gene encoding an
abundant 94K polypeptide has been assigned to the
small 3-7 kbp fragment M (Simard et al., 1990). Owing to
the abundance of the translated polypeptide, we planned
to express the gene in a viral vector to define the role of
the protein in cellular and humoral immunity. To this
end, the characterization of the gene coding sequences
has been undertaken, and the restriction map and
sequencing strategies employed are shown in Fig. 1. -

The nucleotide sequence of fragment M has a G+C
content of 729, which agrees with previous estimates
based on the whole viral genome (Graham et al., 1972).
This high G + C content generates occasional nucleotide
compressions in sequencing gels, particularly in regions
containing long stretches of 20 to 40 G and C residues.
Therefore, the regions involved were sequenced several
times.

Open reading frame (ORF) analyses identified a single
long and complete ORF (Fig. 1) with considerable
similarity to the VP8 gene coding sequences reported
previously (Carpenter & Misra, 1991). In addition, two
partial ORFs located at the extremities of fragment M

were found in the same orientation as the VP8 gene. The
nucleotide sequence of the latter gene and of proximal
regions can be seen in Fig. 2(a).

The VP8 gene coding sequence initiates with an ATG
codon in a good context for the initiation of translation,
since it is flanked by GACGCCATGG (Kozak, 1986,
1987). The latter feature is of interest because it may
partially explain the abundance of the polypeptide in vivo
(Carpenter & Misra, 1991) and in vitro (Simard et al.,
1990). The VP8 polypeptide is composed of 739 amino
acid residues with an M, of 80-7K (Fig. 2a), which differs
significantly from the M, estimated from the polypeptide
translated in vitro (94K). However, the deduced primary
structure of the protein indicated that it contains 8%,
proline residues and it has previously been shown that
proline-rich polypeptides exhibit anomalous migration
in SDS-PAGE (Ferguson ef al., 1984). Finally, analysis
of the VP8 amino acid sequence did not reveal putative
sites for N-glycosylation (Kornfeld & Kornfeld, 1985), or
a hydrophobic region characteristic of a signal peptide.
However, recent studies have provided evidence that
some herpesviral tegument proteins may be glycosylated.
It has been reported that herpes simplex virus type 1
(HSV-1) VP13/14 can bind lectins (Meredith et al.,
1991), whereas equine herpesvirus type 4 (EHV-4) gp10
(Whittaker et al., 1991) and human cytomegalovirus
(Benko er al.,, 1988) tegument proteins can be radio-
labelled with [*H]glucosamine and [*H]galactose, re-
spectively. However, it remains to be determined
whether the VP8 protein is glycosylated. Actual results
indicate that such processing may occur only at a low
level because the apparent M, of the VP8 protein
synthesized either in vivo (92K ; Carpenter & Misra,
1991) or in vitro (94K ; Simard et al., 1990) is very similar.

Upstream from the coding region, a CAAT box motif
and a TATA box are found at positions 17 and 190,
respectively. These sequences may function as a pro-
moter for the expression of the VP8 transcript (Jones &
Yamamoto, 1985; McKnight & Kingsbury, 1982).
However, the CAAT box motif identified here may not
be significant because it has recently been demonstrated
that sequences upstream from the TATA box are
dispensable for the transcription of true HSV-1 late
genes (Steffy & Weir, 1991; Kibler et al., 1991). Finally,
no polyadenylation consensus sequence was found
downstream from the stop codon.

Sequence variations of Canadian versus American isolates

The sequence presented in Fig. 2(a) has been conscien-
tiously compared with previously published data
(Carpenter & Misra, 1991). However, several diver-
gences were identified, even though both isolates belong
to BHV-1 subtype 1.1. In particular, three frameshifts
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Fig. I. Map location of and sequencing strategy for BHV-1 HindIII fragment M. The viral genome is illustrated at the top, showing Uy,
Us and Rg. The HindIII map of the prototype genome is shown below, adapted from Mayfield er al. (1983). Restriction sites used in

sequencing strategies are labelled as follows: A, Accl; B, Bg/1; C
N, Neol; O, Not1; P, Apal; R, Narl; S, Sacll; T, TthlIl1; U, Stul

, Celll; D, Ddel ; E, EcoR1; F, Hinfl; H, HindIII; L, AAIIL; M, Smal;
3V, Puull; X, Xhol; Y, Styl. The flanking sites A, X, P and E belong to

the pKS parental vector. Arrows indicate origin, direction and length of the sequenced fragments. Orientation, location and length of
the gene encoding the VP8 protein are represented with an arrow at the bottom of figure. The nucleotide sequence shown in Fig. 2(a)

corresponds to the region depicted by the solid line.

affecting 14, 55 and 18 amino acid residues of the
encoded protein were created in the reported sequence
by the addition of base residues. Specifically, the first
frameshift (FS-1) extends from positions 357 to 399,
being generated by the insertion of two pyrimidines (CT)
and terminated by an additional C residue. With the
exception of the latter three differences, the sequences
are identical in the region involved. As shown by a
sequencing gel representing the region encompassing the
beginning of FS-1 (Fig. 3a), no additional C or T residues
are contained within our sequence. The second frame-
shift was generated by the insertion of an A residue at
position 1353, an additional T at position 1403, two G~
residues at positions 1457 and 1458 and a C at position
1467. The frameshift ended with the deletion of two C
residues at positions 1468 and 1517. Confirming our
results, Fig. 3(b) and (c) present sequencing gels
representing the beginning and end of FS-2, respectively.
In addition, two other differences were found in the FS-2
region at positions 1385 and 1386, where T and G were
replaced by G and C residues. These changes could
either represent individual transversions (T—G, G—C)
or dinucleotide inversions (TG—GC). Finally, a third
frameshift (FS-3) was found between positions 2092 and
2147, being created by the addition of a C residue and

terminated by the insertion of two C residues. With the
exception of these three differences, the sequences were
identical in the FS-3 region. Sequencing gels represent-
ing the beginning and end of FS-3 revealed that our
sequence did not contain additional residues in these
regions (Fig. 3d and e, respectively). All these changes
show that the previously reported VP8 amino acid
sequence is three amino acid residues longer than ours.

Other differences in the coding region were found.
These resulted from 29 base alterations involving eight
C—T and four G—A transitions, three G—C transver-
sions, and five GC—CG, one GT—TG and one
GT—CG dinucleotide inversions. As a consequence, 17
amino acid substitutions were identified in the deduced
polypeptide sequences. Finally, four local base additions,
two base deletions and one T—A transversion were
found in the 3’ non-coding region. Furthermore, in the
region between positions 2538 to 2607, the previously
reported nucleotide sequence was found to be perfectly
complementary (with the exception of an A—~C) to our
sequence. We have used four distinct strategies in the
sequencing of this region, as compared to the single
strand sequencing used for the P8-2 sequence. It is thus
probable that the latter sequence may have been
incorrect in this region.
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Fig. 2. (a) Comparison of the VP8 gene sequences from the BHV-1 isolates 34 and P8-2. The nucleic and deduced amino acid sequences
from isolate 34 are numbered to the right and shown above those of P8-2 (Carpenter & Misra, 1991). With the exception of three regions
denoting frameshifts, the latter are represented only where nucleotide mismatches and amino acid substitutions were observed.
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Fig. 3. Sequencing gels of the BHV-1 34 VP8 gene representing the beginning and end of frameshifts found in isolate P8-2. Areas of
sequence correspond to positions 349 to 363 (a), 1346 to 1356 (b), 1511 to 1525 (c), 2084 to 2098 (d) and 2153 to 2139 (e) in Fig. 2(a).
Arrows point at regions of difference in the two sequences. In strain P8-2, extra residues were as follows: C and T at positions 357 and
358, A at residue 1353, C at residue 2093, and C and C at residues 2148 and 2149. Finally, a C residue was deleted at position 1517.

Significance of sequence variations

The nucleic acid sequence divergences described above
have major effects on the predicted amino acid sequence,
especially in the three frameshift regions. Overall, 1419,
of the deduced amino acid sequences were divergent.
Nevertheless, it will be essential to establish whether
these differences arose from strain variations or from
sequencing errors.

Both sequences were compared with homologous
polypeptide sequences derived from the HSV-1 UL47
(McGeoch et al., 1988) and EHV-4 ORF B6 (Whittaker
et al., 1991) genes. Regions included in the three
frameshifts yielded information relevant to the diver-
gence observed. As shown in Fig. 2(b), the sequence
derived from isolate 34 is more similar than that of P8-2

to those of the HSV-1 and EHV-4 counterparts. This was

especially true for the third frameshift, in which 14 of 17
residues were conserved in strain 34, compared to a
single one in P8-2. These findings may suggest that the
P8-2 sequence is incorrect in these regions.

Transcript identification and mapping

The kinetics of expression of the transcript encoding the
VP8 polypeptide were analysed by Northern blot
hybridization using a 387 bp Smal-EcoRI fragment,
positions 822 to 1209, as a probe. The probe detected an
abundant 4-4 kb transcript which was present at a
maximum between 18 and 24 h p.i. (Fig. 44). The
mRNA began to appear at 6 h p.i., as observed after
prolonged exposure of the gel (data not shown). Our
observations confirm that the VP8 transcript is ex-
pressed late during infection and indicate that it
represents the true late (y2) 4-5 kb transcript previously
mapped to HindIIl fragment M (Wirth er al., 1989).
Finally, the size of the transcript confirms that no
polyadenylation site is found downstream from the stop
codon.

The precise location of the 5’ end of the VP8 mRNA
was determined by primer extension analyses using a
25-mer oligonucleotide complementary to nucleotides
258 to 282, encompassing the translation initiation codon

Additional nucleotides found in one or the other sequence are indicated by solid bars below the corresponding residues. The underlined
nucleotides of the P8-2 sequence in the 3’ non-coding region are complementary to the isolate 34 sequence. Putative CAAT and TATA
boxes are identified with solid bars placed above and below each motif. The broken line encompassing the region between residues 258
and 282 represents the site of fixation of the complementary oligonucleotide used in primer extension analysis. The arrow represents the
transcriptional start site of the VP8 mRNA. (5) Amino acid alignments of the BHV-1 VP8 proteins with the homologous proteins of two
other herpesvirus in the three frameshift regions found in (a). The HSV-1 (UL47 gene, VP13/14) and EHV-4 (ORF B6 gene, gp10)
sequences are from McGeoch et al. (1988) and Whittaker er al. (1991), respectively. Actual amino acid positions of the respective
polypeptides are indicated to the left and right. Comparisons were performed using the MacVector software. Common residues within
one or the other BHV-1 VP8 protein and either HSV-1 or EHV-4, or both are boxed.
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Fig. 4. Temporal analysis and localization of the 5 end of the BHV-1
VP8 transcript. (a) Northern blot hybridization of poly(A)* mRNA
extracted from either mock-infected cells (lane M) or BHV-I1-infected
cells at 6, 12, 18 and 24 h p.i. using a 387 bp DNA fragment included in
the VP8 gene coding-sequences as a probe. RNA size standards -are
indicated. (b) Primer extension analysis of the VP8 transcript using a
radiolabelled 25-mer oligonucleotide, complementary to positions 258
to 282. The primer was hybridized with RNA isolated either from
mock- (lane M) or BHV-l-infected celis (lane I). After reverse
transcription, synthesized products were analysed on 8% sequencing
gels. In parallel, a chemically sequenced DNA fragment was used as a
size ladder (lanes G to C). The bands corresponding to the primer and
to the DNA (fragment D) synthesized from viral mRNA are identified.

of the VP8 gene coding sequences (Fig. 4b). Reverse
transcription of RNA isolated from BHV-1-infected cells
resulted in the synthesis of a 61 base DNA fragment
(lane I). In contrast, no DNA was synthesized from

RNA isolated from mock-infected cells (lane M). These
results indicate that the 5  extremity of the VP8
transcript is located 39 nucleotides upstream from the
translation initiation codon or 25 nucleotides down-
stream from the putative TATA box. These findings
expand upon those obtained by Carpenter & Misra
(1991), in which the 5" end was located approximately
1100 bp upstream from position 1209, corresponding to
the unique EcoRI site.

In conclusion, the major sequence divergences found
in the VP8 protein genes from the two different BHV-1 .1
isolates could provide further insight into the VP8 gene
stability of BHV-1 isolates. Indeed, when the BHV-1
VP8 protein was compared with homologous polypep-
tides from HSV-1, EHV-4 and varicella-zoster virus
(ORF 11; Davison & Scott, 1986), little conservation of
sequences was observed. This suggests that genes
encoding this tegument protein are subject to frequent
mutation. This hypothesis is strengthened by the fact
that no homology was found between these alphaherpes-
virus proteins and those of either beta- or gammaherpes-
viruses. Thus, it will be of great interest to confirm the
data for BHV-1 strain P8-2, and subsequently to clone
and sequence VP8 genes from other isolates.
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major tegument protein VP8 is a poor inducer of immunity in mice. (soumis).
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