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Résumeé

Le virus de I'herpés simplex de type 1 (HSV1) étaime infection latente dans le
systeme nerveux de I'homme, au cours de laqueltgpende transcrits, appelés LATs (pour
latency associated transcripis'accumule dans les neurones infectés. Le iélales LATs
dans le contrdle de la latence virale est reco@mpendant, depuis leur découverte dans les
années 80, leur mécanisme d'action reste non élucid

Le géne des LATs est transcrit en un LAT primaie 8,3kb, qui est épissé,
conduisant a la formation de deux LATs stables (LAl 5 et le LATi s De fagon
remarquable, le LAT2kb et le LAT1.5kb sont desans. Leur stabilité est la conséquence
d'un branchement non canonique qui se traduitepandintien de la structure en lariat.

Par ailleurs, la région du génome codant les LAdistient également le gemd.2
qui code ICPO, la protéine la plus en amont dansakrade de réactivation du virus. Des
études précédentes ont montré qu’au moment dddack, des transcrits RL2 non épissés,
contenant encore l'intron 1, s'accumulaient au griacipal de la latence (le ganglion de
Gasser).

Nous avons caractérisé ces transcrits non épissgeneRL2 dans les tissus infectés
de facon latente. Nous avons constaté avec surpusks contenaient des séquences du
LAT 2k insérées. Ces séguences insérées étaient aussivéels dans le gerRL2 Ceci
indiquait que les LATs étaient des éléments mobilEes outre, une démarche visant a
identifier I'ensemble des transcrits modifiés pasertion du LARk, a révélé qu'un second
géne viral, US12, codant pour la protéine ICP44it également ciblé de maniere similaire.

En plus de cette capacité du LAJde modifier des genes viraux, nous avons profité
de la fréquence élevée des éléments B1 dans lengéde la souris pour mettre en évidence
par B1-PCR que le LAy pouvait également s’intégrer dans le génome @¢el'h

Nous avons également vérifié si ces modificatipogvaient déja étre détectées lors
de la phase aigué de l'infection. Nous avons miéwithence des insertions du LAJ dans
des transcrits viraux et cellulaires. Cependanisn@avons pas pu détecter ces insertions au
niveau de I'ADN dans les genes correspondantsedPdans leur ensemble, nos données
suggerent qu'a ce stade de linfection, linsertidm LAT,x, dans les transcrits est la
conséquence d'un mécanisme d'épissage inversairSedes transcrits modifies par cette
insertion peuvent étre ensuite soumis a une trgtiser inverse, ce qui conduit a l'intégration
du LAT,k, dans le géne correspondant. Ces génomes modéiédsefient ensuite la synthese
de transcrits modifiés.

Par conséquent, les LATs sont un nouveau typénd&its mobiles dotés de propriétés
uniques qui sont a la fois capables de modifier géaomes viraux et cellualires. Ces
propriétés des LATs ouvrent de nouveaux horizondashiologie du virus, en particulier sur
la régulation de latence.

Enfin, lidentification de cet élément mobile Vjraqjui partage des similitudes
fonctionnelles et structurales avec des élémentsilesoprocaryotes et eucaryotes, souléve
des questions importantes dans le domaine deultwol



Summary

The herpes simplex virus type 1 (HSV1) establishéielong latent infection in the
human nervous system, during which a subtype ofstidpts, calledLatency Associated
Transcripts(LATs), accumulate in infected neurons. The kegrol LATs in the control of
HSV1 latency is well acknowledged. However, thegamanism of action remains unknown
since their discovery in the 80’s.

The LAT gene encodes an 8.3 kb primary transcript, whictpleed, leading to the
formation of two stable LATS, LAT& and LATy sk (2 kb and 1.5 kb in size, respectively).
Remarkably, LA« and LAT: sk, are stable introns, as a consequence of a non{tsusse
branch-point that results in the maintenance afiat structure.

Interestingly, the region of the HSV1 genome thatoeles LATs also contains the
RL2 gene, encoding ICPO, the most upstream factor enrélactivation cascade of HSV1.
Previous RT-PCR assays showed that a sub-speckRs2ofranscripts, still containing intron
1, accumulate in the main site of HSV1 latency. (he trigeminal ganglion).

In the course of identifying the nature of thesespliced RL2 transcripts in latently
infected tissues, we surprisingly found LAJ sequences inserted in these transcripts and in
the correspondinBL2 gene. This revealed that LATs act as mobile elésaéturthermore, an
approach aimed at identifying all the transcriptsdified by LAT,y, insertion revealed that a
second viral gen&JS12encoding the protein ICP47, was also targetedsiméar manner.

Besides this ability of LAJx, to modify viral genes, taking advantage of thehhig
frequency of B1 elements in the mouse genome, we parformed B1-PCR assays and have
demonstrated that LAk, can also integrate the host genome.

We also checked whether these modifications colilehdy be detected during the
acute phase of infection. We detected L#Tinsertions in viral and host transcripts.
However, we were unable to detect these insert@rtie DNA level in the corresponding
genes. Taken together, our data suggest thatsastége, LA%ky, insertion into transcripts is a
consequence of a reverse splicing mechanism. Sdmtheo resulting LAT-containing
transcripts can be then reverse-transcribed and Affeinsert is finally found integrated in
the correspondingene at the latent stage of infection. These medlijlenomes allow for the
synthesis of modified transcripts.

Therefore, LATs are a new type of mobile elemerith wnique properties which are
able to modify both the viral and the host genoméss unique property of LATS opens new
horizons on HSV1 biology, particularly on latenegulation.

Finally, the identification of this viral mobilelement, that shares functional and
structural similarities with both prokaryotic andkaryotic mobile elements, raises major
guestions about evolution.
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11 Le virus Herpes simplex-classification et généralis

Le virus de I'herpes simplex (HSV-1) fait partie da grande famille des
Herpesviridae Ces virus sont grandement disséminés dans laenetyplus de 130 membres
ont été identifiés jusqu'a maintenant. Les virusrpBques partagent certaines
caractéristiques physiologiques telles que lewrctire, un large génome d’ADN double brin,
des traits généraux de leur cycle de réplicatiannaamment, leur capacité a établir la
latence. Neuf virus herpés humains (HHV) ont étdés jusqu’a maintenant (HHV-1 & -8;
HHV-6A et -6B) et certaines particularités de leprspriétés biologiques ont mené a leur
subdivision en trois sous-familles; I&dphaherpesvirinaeles Betaherpesvirinag et les

Gammaherpesvirina@-igure 1) .

Les genresSimplexvirus(HSV-1 et -2), eVaricellovirus (HHV-3 ou varicella-zoster
virus (VZV)) sont compris dans la sous-famille ddphaherpesvirinagfigure 2) Ces virus
ont été initialement regroupés en raison du typealeles qu’ils peuvent infecter, de leur
rapidité de propagation en culture cellulaire, eer lefficacité a détruire les cellules qu'ils
infectent (cycle lytique) et de leur capacité ditaine infection latente, principalement dans
les neurones sensitifs (Roizman & Pellet, 2001)fdgen typique, le HSV de type 1 (HSV-1)
entraine des infections orolabiales, alors que $3/12 infecte les muqueuses génitales. Le
VZV est quant a lui 'agent étiologique de la vatie et ses réactivations chez les individus
plus agés ou les patients immunodéficients sopbresables des épisodes de zona.

A

v Herpes Virus

HVS

o Herpes Virus

HCMY

Adapté de Norberg 2004

B Herpes Virus

d’apresNorberg 2004.

Figure 1 : Arbre phylogénétique des Herpesviridae timains et de

I’herpesvirus Saimiri
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Les Betaherpesvirinae comprennent les genre€ytomegalovirus (HHV-5 ou
cytomégalovirus (CMV)) etRoseolovirus (HHV-6A, HHV-6B, et HHV-7) qui sont
principalement caractérisés par le nombre restdargellules qu’ils peuvent infectées (figure
2). Leur cycle réplicatif est plus long, et ilsm®pagent plus lentement en culture cellulaire.
Ces virus, et particulierement le CMV, entraingmiquement un élargissement des cellules
infectées (cytomégalie). Les sites de latence devices ne sont pas encore tous connus, mais
sont en particulier impliquées les glandes sécexri (salivaires), les cellules

lymphoréticulaires et les cellules rénales (Roiz&dPellet, 2001).

Le CMV est associé a plusieurs syndromes clinignesamment chez les individus
immunodéprimés (spécialement les individus tramgpla qu'il s’agisse d’organes solides ou
de moelle osseuse). A ce jour, le VHH-6A n’est @ssocié a une maladie spécifique, mais il
est souvent isolé chez les patients infectés parus de 'immunodéficience humaine (VIH)
(Roizman & Whitley, 2001). En revanche, I'éventdd syndromes reliés au VHH-6B est en
continuelle expansion, et il est entre autre 8téolors de roséoles chez l'enfant et
d’encéphalites chez les transplant®®r{ Y et al .1988). Le VHH-7 est également un des

agents causal de roséoles.

Herpesvirus Nom commun sous unité  Taille du génome (Kpb) siége de la latence
(maladie associée)

HHV-1 Herpes simplex type | alpha 152 Neurones
(Herpes labial)

HHV-2 Herpes simplex type |l alpha 152 Neurones
(Herpes génital)

HHV-3 Varicella-Zoster virus alpha 125 Neurones
(Varicelle, Zona)

HHV-4 Epstein Barr virus gamma 172 Lymphocytes B

(Mononucléose, lymphome de
Burkitt, Carcinome du rhinopharynx)

HHV-5 Cytomegalovirus béta 248 Cellules hematopoiétiques
(Mononucléose)

HHV-6a Roseolovirus béta 159 Monocytes

HHV-6b Roseolovirus béta 162 Monocytes

HHV-7 béta 145 CD4 +

HHV-8 KSHV gamma 170 Cellules épithéliales,

(Sarcome de Karposi) Lymphocytes

Figure 2 : Principaux membres de la famille des Heresviridae pathogénes pour

I’'hnomme.

Finalement, lesGammaherpesvirinaéncluent deux genres : ldsymphocryptovirus
(HHV-4, ou virus Epstein-Barr (EBV)) et leRhadinovirus(HHV-8, ou virus associé au

sarcome de Kaposi) (figure 2). Ceux-ci se distamdypar leur capacité a se répliquewitro
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dans des cellules lymphoblastiques. Certains peéuwener a une infection lytique dans des
cellules de type épithélial et fibroblastique. LeBus de cette sous-famille infectent
préférentiellement les lymphocytes B et les siee$atence semblent se situer majoritairement
dans les tissus lymphoides (Roizman & Pellet, 20@Bs virus possedent également un
pouvoir de transformation des cellules (oncogé@)cit’infection par EBV peut se manifester
par une mononucléose infectieuse mais ce viruségatement impligué dans plusieurs
néoplasies telles que le lymphome de Burkitt, leciname nasopharyngé, et le syndrome
lymphoprolifératif en post-transplantation. L’EB\éteegalement frequemment isolé chez les
patients atteints du SIDA (Cohen, 2000, Roizman Ritigy, 2001).

Le HHV-8 est le virus herpétique le plus récemmetgntifié et il est I'agent
étiologique du sarcome de Kaposi. Il est égalenmepliqué dans le syndrome de Castelman,
ainsi que dans certains lymphomes, par exemple desxcavités corporelles (Cannon &
Cesarman, 2000, Roizman & Whitley, 2001, Schul®®@0

1.2 La structure du HSV-1

Le HSV-1 a été le premier virus herpétique ideatdt est I'un des virus les plus
étudiés a travers le monde du fait de ses carsiitgres biologiques et des pathologies
humaines qu’il induit. Le HSV-1, tout comme les ragt membres de la famille des
Herpesviridae, se caractérise par quatre éléments distingtsn kcorps dense aux électrons
comprenant '’ADN double brin; 1) une capside icédaque; Ill) un tégument (une couche
protéiqgue amorphe entourant la capside) et; IV) emeeloppe (figure 3). L'ADN linéaire
double brin loge dans la capside et comprend aimmuim 152 kbp. La capside est constituée
de 162 capsomeres, 150 hexons et 12 pentons etarasuiron 100 nm de diamétre. Elle est
entourée de facon tres étroite par le tégumenicgoiprend des protéines impliquées dans

l'initiation précoce de la réplication viraleTIF ou VP16 chez HSV-1).
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Figure 3 : Représentation schématique de la partida virale (A) du virus HSV-1 et

photo de microscopie électronique de particule vila (B).

A) Représentation de la structure de la particuldevide HSV-1, montrant les différents éléments cosapb
celle-ci. Le virion est constitué d'une capsidesamé@drique, d'un tégument (une couche protéique @mor
entourant la capside) et d’'une enveloppe dans liegeent ancrées les glycoprotéines.

B) Photo de microscopie électronique de particulal@idu virus HSV-1 la présence de I’ADN double brin
génomique rend la partie centrale de la particalesd aux électrons.

[.2.1 Le tégument

Les protéines tégumentaires forment une coucheatéipes diverses situées entre la
nucléocapside (ADN viral et capside) et I'envelopipedique du virus. Ces protéines sont
acquises tout au long du périple du virus danseliule héte et possedent des fonctions
indispensables a la maturation du virus. Il y a&u2di protéines qui constituent le tégument
chez HSV-1 et qui sont incorporées dans la padieirhle (UL7; UL11; UL13; UL14; UL16;
UL21; UL23; UL36; UL37; UL41; UL46; UL47; UL48; UL, UL50; UL51; UL5S5; US2;
USS3; US10; US11; RL1; RL2; RS1)( Loret, S.,2008).

L’'addition de téguments est séquentielle et peudreduire en différents sites dans la
cellule hote. Cette séquence d’ajout des tégumestigpeu détaillée et pourrait se révéler
primordiale puisque les protéines tégumentairesrjpun réle a toutes les étapes importantes
du cycle viral de HSV-1. Les protéines qui constitule tégument sont en effet impliquées
dans : le ciblage des composants viraux vers kes sidéquats (site de réplication, site
d’assemblage, site d’enveloppement secondaire,);ete.transport du virus (de I'entrée du
virus jusqu’a sa sortie de la cellule hote) viatkraction avec difféerentes composantes du
cytosquelette et le recrutement de moteurs; lalaéign de I'expression des protéines et des

genes cellulaires ou viraux; I'assemblage des najietc (Kelly, B.J., et al.,2009 ; Schlegel,
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E.F. and J.A. Blaho, 2009 ; Yamauchi, Y., et aD0&). Certaines protéines virales du
tégument possedent également une activité enzymeafart utile au virus (protéine kinase,
thymidine kinase, déubiquitinase, E3 ubiquitine asig, deoxyuridine triphosphatase,
etc.)(Morimoto, T., et al, 2009. Cook, W.J., etl#l96 ; Kattenhorn, L.M., et al. 2005).

Parmi les protéines du tégument identifiées dan®dgument de HSV-1, neuf sont
conservees parmi les différentes familles des vierpés (UL7; UL11; UL13; UL14; UL16;
UL21; UL36; UL37; UL51) dou I'importance de bienam@ctériser leur(s) réle(s). Les
protéines tégumentaires forment des liens compleres elles, mais aussi avec les protéines

de la capside et les protéines intégrées dansdieppe du virus.

[.2.2 L’enveloppe

L’enveloppe entoure a son tour la capside et furtent, et consiste en une
membrane lipidique variant entre 170 et 200 nm idendtre. L’'enveloppe virale comprend
12 types de glycoprotéines de surface différery&a gM) dont plusieurs sont impliquées
dans l'attachement et la pénétration du virus damellule héte. L’enveloppe contient aussi,
d’autres protéines virales, comme les protéines20JIUL43; UL45; UL56; US9. Deux de
ces glycoprotéines, gB et gD, sont particulieremaitisées pour le développement de futurs
vaccins contre l'infection au HSV-1, et la gG coemt suffisamment de différences en
acides aminés (aa) entre le type 1 et le type de BISV-1 pour différencier les sérotypes
(Figure 3).

1.3 Organisation du génome

Le génome du HSV-1 est constitué de deux segmeésigries LI(ong) et S Ghort :
court), liés de facon covalente. Chacun de ces setgnmest composé d’'une séquence unique
(UL ou US) flanquée par de larges séquences repéateersées (SRI) (figure 4). Les SRI
situées aux extrémités du segment UL sont désigbést b’a’, alors que celles du segment
US sont nommées a’c’ et ca. Les deux segments dongg peuvent donc étre inversés et
combinés de diverses facons de maniere a formgu’gusquatre isoméres qui different
uniquement par l'orientation relative de leurs sfges (Roizman & Knipe, 2001). Le
génome des souches de HSV-1 varie de 152 kbp akbp5 cette variabilité étant
principalement due aux variations du nombre deénaions des SRM(agner EKet al, 1976).

Le contenu en nucléotides G et C est de 68% paddEM-1 et de 69% pour le HSV-2, c’est a
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dire plus élevé que celui des autres virus herpésiqiumains (Roizman & Pellet, 2001). La
conservation de séquence nucléotidique entre lengércomplet des virus de type 1 et 2 est
d’environ 85%. Les virus HSV-1 et -2 codent poumamins 84 polypeptides différents (Ward

& Roizman, 1994b).

ICP34.5 ICP35 ULZT ICPG UL44 ICP34.5 ICP4 US4/8 WUS11M12 ICP4
wid 5 Thryrmniding 1] Risoruclecids gl w345 R

b i E}_‘au}--:
o MmN SR

i a ‘b b & ! ¢
' U, »ie u,

LIS junction
0 20 40 60 B0 100%
| | | | 1 | | 1 I | ]
Genes that encode proteins for:
DUHA replicatien .Rngulaﬁnn Dﬂapsidmmmbhr DEmlupa Iijnpcm

Modifiée d’aprésk Argnani 2005
Figure 4 Représentation schématique du génome durus HSV-1 sous sa forme

linéaire.
La position des principaux génes codant pour legspres impliquées dans la réplication du virusr(g,
la régulation du cycle viral (rouge), la formatieh I'assemblage de la capside (vert), la formatien

I'enveloppe (bleu) est indiquée. Les régions ingessrépétées sont indiquées par un carré gris.

Les génes viraux sont généralement nommeés selorodealisation dans chacun des
segments UL et US, suivi d'un numéro correspon@atgur position relative de gauche a
droite (ex : géne UL23=Thymidine kinase). Les praé virales sont nommées basées sur
leur propriété générale i.e. protéine infectieustutaire (ICP) ou protéine du virion (VP), ou
selon leur fonction respective (figure 5). Dandaes cas, elles peuvent étre identifiées par le

géene a partir duquel elles sont exprimées.

Les génes compris dans les séquences uniguesrésehfs en une seule copie, alors
gue ceux encodés dans les séquences répétéegésmritp en deux copies dans le génome.
Les séquences répétées "a" sont importantes paincldarisation de 'ADN dans le noyau,
et dans I'emballage de I'ADN viral dans les capsigeéformées. Les séquenpes 1 etpac

2 situées dans ces régions, assurent en partefopttion en permettant le clivage de 'ADN
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en concatémeres nouvellement formés et en les Embaans les virions (Tayloet al,
2002).

Les séquences "b" codent entre autre pour uneipeo(@CPO) impliquée dans la
régulation des génes trés précoces. Le segmenbdd gour plus de 60 protéines distinctes
qui sont entre autre impliquées dans la réplicatie ADN viral et dans la formation de la
capside. Les séquences "c" codent pour un activ@ii€®4) essentiel a la transcription des
genes trés précoces. Finalement, le segment US pode quatorze protéines dont les

glycoprotéines de I'enveloppe virale (Roizman & pgai 2001).
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Figure 5 : Représentation schématique du génome dirus HSV-1 sous sa forme

circulaire. Le virus code prés de 100 transcrits dont seultgsant épissés. Les origines de réplication sont

matérialisées par une fleche verte. Les transteitsgeénes indispensables sont représentés en tasgeutres

en vert

Le génome du HSV-1 comprend trois origines de cafibn nommées selon leur
localisation (oriL ou oriS) (figure 5). OriL esttreuvée en une seule copie dans le segment
UL, alors que oriS, située dans une séquence epietésegment US, est présente en deux
copies. OriL et oriS sont des séquences palindroesiqconstituées d’un centre riche en

nucléotides A et T, flanquées par des séquencess@es réepétées comprenant plusieurs sites
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de liaison pour la protéine d’origine UL9. Une sedE ces oriS est nécessaire a l'initiation de

la réplication de I'ADN viral (Tayloet al, 2002).

1.4 La réplication du HSV-1

L’infection productive d’'une cellule par le HSV-Equiert plusieurs étapes clés
incluant I'entrée du virus, I'expression des geme@aux, la synthése de I'ADN viral et
'assemblage et le bourgeonnement des virions (Raiz& Knipe, 2001).

.4.1 Attachement et entrée du virus

Pour initier I'infection, le HSV-1 doit s’attach@rdes récepteurs présents a la surface
des cellules et fusionner son enveloppe avec labraam cellulaire. Les glycoprotéines de
'enveloppe du HSV-1 assurent I'attachement et éagbration du virus dans les cellules.
Parmi les douze glycoprotéines de I'enveloppe dHSgB, gC, gD, gH et gL semblent
spécifiguement impliquées dans ce processus. lyesmlotéines gE et gl forment une partie
d’'un complexe capable de lier le fragment Fc descamps. La fonction des autres
glycoprotéines n'est pas encore tout a fait confishitley, 2001). Les glycoprotéines

induisent également une réponse immunitaire ded’béntre le virus.

L’attachement du virus est initié par I'interactidaes glycoprotéines gC et gB avec les
glycosaminoglycanes (héparane sulfates) de la curfallulaire. Bien que ces interactions
augmentent l'efficacité de linfection, gC ne semlgas absolument indispensable a cette
étape (Heroldet al ., 1991) puisque des cellules n’exprimant pashéparane sulfates
demeurent permissives a l'infection par le virusvHBS(Shiehet al, 1992, WuDunn & Spear,
1989). L’'attachement viral est stabilisé par I'maigtion de gD et I'un des nombreux co-
récepteurs cellulaires (Geraghty &Jl ., 1998). Ces récepteurs appartiennent a trorslgsa
familles et ceux-ci sont maintenant dénommés pardnyme Hve (pour herpes virus entry).
HveA fait partie de la famille des récepteurs detdar de nécrose tumorale alpha (THE-
HveB, HveC (également connu sous le nom de neafireil HIgR (nectin-2) sont inclus
dans la superfamille des immunoglobulines. Finatgmene troisieme famille de récepteur
comptant un seul membre a été identifiée et cansistun protéoglycane d’héparane sulfate
modifié (3-O héparanes sulfates) (Shuktaal ., 1999). HveC semble étre le principal co-

récepteur cellulaire nécessaire a l'infection dakies humaines par le HSV-1.
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L’attachement de la particule virale a la membreekulaire est suivie de I'étape de
pénétration, c'est-a-dire de libération du génomwesda cellule héte. Celle-ci passe par la
fusion de la membrane virale avec une membrana dellule héte (figure 6). Le lieu de la
fusion fait encore débat : la plupart des imagemueoscopie €lectronique suggéerent qu’elle
se déroule au niveau de la membrane plasmique imaisst pas complétement exclu que
dans certains types cellulaires, elle aurait ligarés internalisation du virus dans un
endosome. Les glycoprotéines, gB, gH-gL, formemidgau de machinerie de fusion du virus
de I'herpés. La résolution de la structure de yaagirotéine gB de HSV-1 a montré qu’elle
avait la méme organisation structurale que d’awghgsoprotéines de fusion virale comme la
glycoprotéine du virus de la stomatite vésiculdv&V) (Roche et al 2007) dont elle était

donc homologue. Méme si on ne connait qu’une sauleture de

Attachement du virus

Acidification de
'endosome

Libération de la capside dans le cytoplasme ——

d’apresSarah A. Connolly 2011

Figure 6 : Représentation des principales étapes d&
pénétration du virus HSV-1 dans une cellule.

gB, par analogie avec la glycoprotéine du VSV, ange que suite a un stimulus
(probablement I'interaction de gD avec son réceaptegB subit de grands changements

conformationnels qui lui permettent de s’ancrersdi@membrane cellulaire, permettant ainsi
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la formation d'un pore de fusion. Le réle exactcduple gH-gL lors de la fusion virale est

moins clair.

Une fois la fusion des membranes virale et cellelachevée, la nucléocapside et les
protéines du tégument sont alors libérées dansyleplasme de la cellule héte. La
nucléocapside est transportée via les microtubjukgu’au noyau, dans lequel 'ADN viral
sera injecté a travers un pore nucléaire. Les imedéde capside demeurent dans le
cytoplasme de la cellule. Il en est de méme poupligart des protéines du tégument a
'exception de VP16 et VP12 qui sont transportéassdle noyau indépendamment du

génome (Roizman & Knipe, 2001).

[.4.2 Le transport du virus

Le transport des virus herpés demeure assez nébatesouleve plusieurs débats
intéressants. A plusieurs étapes de déplacemevitul) différents modéles s’opposent pour
tenter d’expliquer le processus de sortie. Aprésestrée dans la cellule héte, le virus HSV-1
doit se diriger vers le noyau qui constitue le siéetranscription et de réplication de I'ADN
viral de méme que le site d’assemblage de nouvedlpsides et d’empaquetage du génome
viral. Le virus doit aiguiller son transport vers moyau et les protéines tégumentaires sont
indispensables pour ce ciblage (Luxton, G.W., et2@D5). Les capsides sont transportées
notamment via l'interaction de la protéine viradgumentaire UL36 avec les microtubules (
Sodeik, B.,et al, 1997 ; . Granzow, H., et al, 200®%lfstein, A., et al.,2006, Luxton, G.W., et
al 2006, Mohl, B.S., et al., 2009). Il y a enswteimage du virus avec le complexe du pore
nucléaire (NPC) qui servira de passage pour I'tiserdu matériel génétique viral dans le
noyau ( Batterson, W.,et al, 1983. Ojala, P.M.akt2000. Copeland, A.M., et al, 2009.
Pasdeloup, D., et al.,2009. Shahin, V., et aD06.). Les protéines virales UL6 (portal) et
UL25 (bouchon du portal) ainsi que la protéine UlsBbissent des changements nécessaires
a l'injection de I'ADN viral dans le noyau (Kuhn,, &t al., , 2008. Newcomb, W.W., et al.,
2009.).

Les cellules humaines infectées par HSV-1 subisgéntportantes modifications
morphologiques et moléculaires. HSV-1 étant unsvauéplication intranucléaire, I'infection
des cellules hote s’accompagne d'un remodelage’atehitecture du noyau, dont les
nucléoles, ainsi que d'une forte inhibition de knthése de la majorité des protéines

cellulaires. Plusieurs protéines virales se loealisau moins temporairement dans les
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nucléoles, et certaines protéines nucléolaires déltdcalisées hors des nucléoles pendant
I'infection. Dans le cadre des études sur les aat@wns virus-cellule (Grecet al. 2007 ; Diaz

et al. 2002), il fut montré que la nucléoline, qui estplatéine nucléolaire majoritaire, se
localise dans les compartiments de réplicationlejirpuis dans des aggrésomes et que

l'infection par HSV-1 nécessite la présence deuleéoline (Calléet al. 2008).

1.4.3 Expression des genes

Les virus se servent de la machinerie de la celdke pour exprimer leurs propres
protéines, nécessaires a leur réplication et apeniifération. De facon générale, les virus
expriment deux types de protéines: les protéines-structurales impliquées dans la
réplication de 'ADN viral et les protéines de sfiwre qui forment le virion et une partie de
'enveloppe virale (Tayloet al, 2002). Tous les virus herpétiques partagenataatéristique
d’'une expression séquentielle hautement réguldeuwts genes (Honess & Roizman, 1974).
Les genes du HSV-1 peuvent donc étre classés isngi@upes selon leur apparition dans le
temps: 1) les génes trés précoces (dits IE)pul) les genes précoces (dits E puet; 111) les
genes tardifs (dits L oy) (Figure 7). Les genes IE sont transcrits immeédiegnt suite a
l'infection et assurent la transcription des gekegui codent pour des protéines impliquées
dans la réplication de 'ADN viral. Certaines piiogs virales IE et E entrainent également
I'expression des genes L, qui codent majoritairerpenr des protéines structurales (Whitley,
2001). Les événements clés de la réplication du HiSMe. la transcription de I'ADN, la
synthése, I'assemblage de la capside, 'emballagADN et I'acquisition de I'enveloppe,

prennent place dans le noyau de la cellule infe@é&man & Knipe, 2001).

Figure 7 : Représentation de la cascade d’action delifférentes classes de genes avec

leurs effecteurs viraux.
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Trés t6t suite a l'infection (2 a 4 h), les geitesont exprimés. L'ARN polymérase Il
cellulaire est responsable de la synthese de ®aIsARNmM viraux (Alwineet al, 1974,
Costanzeet al, 1977). L'expression des genes IE est indéperddeg enzymes virales, mais
est stimulée par un facteur régulateur de transenpappeléaTIF ou VP16 (Batterson &
Roizman, 1983) (Figure 7).

Ce facteur est encodé par le géne viral UL48ieptatie des protéines composant le
tégument du virusoTIF est donc apportée par le virus entrant et sebawe a d'autres
facteurs régulateurs cellulaires tels que Oct-HE@F (Marshall KR,et al, 2000) et active la
transcription des génes IE en se liant a une séqueansensus, de type TAATGARAT,
située en amont de ces génes. Une autre protéirtégdment, le produit du géne UL41
(HSV-1), interagit avec une protéine cellulairedégrade rapidement les ARNm cellulaires,
blogquant ainsi la traduction des protéines celtakai Des six protéines IE synthétisées, cing
sont impliguées dans le cycle réplicatif du virlGRO, ICP4, ICP27, ICP22, US1.5) (Figure
7), et par le fait méme, modifient plusieurs foons clés de la cellule héte. Une autre

protéine (ICP47) bloque la présentation des angig@na surface des cellules infectées.

Les protéines IE sont souvent multifonctionnelléselles stimulent I'expression
subséquente des genes E et L. Par exemple, erd’Blus un activateur indispensable a la
transcription de tous les génes précoces et tafBitson & Schaffer, 1980, Watson &
Clements, 1980), ICP4 posséde une fonction d’agtdaéon en se liant avec des éléments
répresseurs sur son propre promoteur (Faber & W/ilt686, Kristie & Roizman, 1984). La
diminution des niveaux d'ICP4 meéene alors a la réidacde I'expression des géenes précoces
et tardifs. La protéine ICPO n’est pas absolumaststielle a la réplication virale vitro
mais elle augmente significativement I'activiténsariptionnelle de la protéine ICP4. Pour sa
part, ICP27 est essentielle a la transcriptiongig®es tardifs (Jeagt al, 2001). De plus, elle
inhibe la maturation des ARN en empéchant leurségis (Hardy & Sandri-Goldin, 1994).
Contrairement aux genes cellulaires, la plupart tleescrits viraux ne nécessitent pas
d’épissage donc I'effet net d’une telle inhibiticgsulte en une diminution de la synthese des
protéines cellulaires. Les fonctions de ICP22 net g@s encore trés bien comprises, mais
elles semblent modifier TARN polymérase |l cellu&a et optimiser I'expression de ICPO
(Carter & Roizman, 1996, Lorgf al., 1999).
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La deuxieme classe de génes exprimeés est cellgetes E. Leur expression nécessite
la présence des protéines ICP4 et ICP27 (Figurearkynthése des protéines IE atteint un
niveau maximum de 5 & 7 h aprés le début de I'tifecCes derniéres sont majoritairement
impliquées dans la réplication de I’ADN viral. Sgpbtéines virales issues de ces genes sont
strictement essentielles a la réplication de I'ARNI (UL9, UL29, UL5/UL52, UL8, UL30,
et UL42) dont on verra les détails dans la secBaivante. Les autres, notamment la
thymidine kinase virale (UL23), la ribonucléotidéductase (UL39/UL40), la dUTPase
(UL50), et l'uracyl ADN glucosylase (UL2), contrdle le métabolisme des nucléotides.
L’ADN polymérase (UL30) est la principale cible déserapies anti-herpétiques courantes,

qui bloquent aussi une partie de 'activité dehlgnidine kinase (UL23).

On peut également subdiviser les protéines E er geuwpes selon linitiation de leur
expression dans le temps. Les gepiesont exprimeés tres précocement et de facon peesqu
concomitante aux protéines IE. On y retrouve panegle le géne UL29, codant pour la
protéine de liaison a 'ADN simple brin (ICP8),letgéne UL39, codant pour la grosse sous-
unité de la ribonucléotide réductase (ICP6). Lasegpf2 pour leur part, sont exprimés dans
un laps de temps un peu plus long suite a I'expmes$es protéinea. Le gene UL23 codant
pour la thymidine kinase (TK) virale est représghide ce groupe de genes (Roizman &
Knipe, 2001).

Finalement, les génes exprimés plus tardivementles genes L, sont principalement
impliqués dans la formation de la structure duoviriLes protéines synthétisées sont alors
assemblées pour former la capside et le tégumeniridn. Le niveau d’accumulation de ces
protéines atteint son maximum apres le début dgrithése de I’ADN viral et I'expression de
ces genes est stimulée par la synthese de 'ADNe@#ant, les genes précoces/tardifgbu
(par exemple : ceux codants pour ICP5, gG, gDCe3K.5) sont exprimés relativement tét
suite a l'infection et sont stimulés au départ lgargénes trés précoces. Leur niveau se voit
significativement augmenté par linitiation de Eplication de 'ADN viral. Quant a eux, les
genesy?2 typiques (i.e., UL44 : gC, UL41 : HSV-1, UL36CP1-2, UL38 :ICP32/VP19C, et
US11) sont exprimés plus tardivement dans l'infectet la synthése de ces protéines est
compléetement freinée par des inhibiteurs de laaafbn de I’ADN viral (Roizman & Knipe,
2001).
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Sur les 84 polypeptides codés par HSV-1 (Ward &Rwin, 1994b), au moins 47 ne
sont pas essentiels a la réplication virale enupglcellulaire (Figure 5). Cependant, ils
peuvent étre nécessaires pour pallier I'absencepréssion d'un géne cellulaire dans des
cellules tres difféerenciées ou pour altérer le mmaiame cellulaire et ainsi assurer I'efficacité
de la réplication virale (Whitley & Roizman, 200De plus, plusieurs de ces genes sont
impliqués dans l'inhibition des mécanismes de dedete la cellule héte. Le role de certaines
protéines virales impliquées dans ce processug anéntionné plus haut (ICP47, ICP27).
L’apoptose est également un mécanisme de déferlkdaice important en réponse a
l'infection virale, et trois protéines virales (US@J, et gD) ont été identifiees comme ayant
une action inhibitrice de I'apoptose (Whitley & Roian, 2001). Par ailleurs, la présence
d’ARN double brin (due a l'existence de transcréstisens l'un de l'autre) stimule
I'activation de la protéine kinase R cellulaire guiosphoryle un facteur d’initiation de la
traduction (elF-2) menant a l'arrét de la synthése des protéinas. €mtrecarrer cet effet, la
protéine virale ICP34.5 oyl34.5 se lie a une phosphatase cellulaire et désaren
mécanisme de défense cellulaire (Ward & Roizmaf4a}

1.4.4 Réplication de I'ADN viral

La réplication de 'ADN viral s’effectue dans desustures spécialisées formées dans
le noyau de la cellule infectée, nommées comparntisnge réplication (Quinlaet al., 1984).
L’ADN linéaire viral nouvellement arrivé dans lalloée hote se circularise a son entrée dans
le noyau (Uprichard & Knipe, 1996). La réplicatide 'ADN est alors initiée a I'une des
trois origines de réplication. Tel que discuté podsmment, la réplication de 'ADN viral
nécessite absolument I'apport de sept protéinedegir La protéine de liaison d’origine UL9
se lie a des éléments spécifiques dans une demexigle réplication et a pour effet le
dédoublement de I'ADN viral. UL9 recrute alors ICR8L29), qui se lie & 'ADN simple
brin. Ces deux protéines attirent les cinq autregémes impliquées dans la réplication de
'’ADN (UL5/UL52, UL8, UL30, UL42).

Le complexe hélicase primase (UL5/UL52/UL8) et I'NDpolymérase (pol) virale
(UL30) s’associent et initient des cycles de rétian en mode théta (Figure 8). L’ADN pol
est une holoenzyme comprenant deux sous-unités saus-unité catalytique (pol) (UL30) de
136 kDa et une sous-unité plus petite (UL42) d&B& qui se lie en C terminal de I'enzyme
et en stimule la processivité (Roizman & Knipe, 200 'interaction de ces deux unités est

requise pour la réplication de 'ADN viral. ADNgbdu HSV-1 possede une spécificité pour
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un vaste éventail de substrats comparativementeaaymes cellulaires, ce qui en fait une
cible de choix pour des antiviraux. La réplicatiamale passe du mode théta au mode du
cercle roulant par un mécanisme encore inconnudgbgier mode de réplication produit des
ADN viraux concatémeres qui seront ensuite clivésnr®@nomeres durant 'empaquetage de
I’ADN viral (Roizman & Knipe, 2001, Tayloet al ., 2002).
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Figure 8: Schéma de la réplication de 'ADN du HSVE

La protéine de liaison UL9 se lie a des sites dipimis sur I'’ADN viral (oriL ou oriS) et débute le
désenroulement de I'ADN. 2) La seconde protéindiaison, ICP8 est alors recrutée et se lie a 'ABiNple
brin. 3) UL9 et ICP8 recrutent finalement les ciagtres protéines du complexe de réplication etrB u
réplication en mode théta est alors initiée, pasude passer au mode de réplication du cerclanv@Modifiée
de Roizman & Knipe, 2001, Taylet al, 2002).
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1.4.5 Assemblage, encapsidation et bourgeonnement

L’assemblage de la capside virale requiert la ®sdhde plusieurs protéines virales
tardives. Les quatre principales protéines de laside (UL19 :VP5, UL38:VP19c,
UL18 :VP23 et UL35:VP26), la protéine d’échafaudlagpdée par le géne UL26.5 et la
protéase UL26 sont nécessaires a ce processustird¥aprotéines ont également été
impliquées dans I'assemblage de la capside, masoniepas indispensables, du moins dans
des systemein vitro (Taylor et al, 2002). Les capsides vides sont alors chargé&aoa
viral par un processus qui implique simultanémentlivage de 'ADN concatémére en de
simples unités monomériques et I'empaquetage deNlApour ainsi former la nucléocapside
(Ladinet al, 1980, Ladiret al, 1982).

Ce mécanisme n’est pas encore trés bien connuilnaaété observé que les coupures
dans 'ADN s’effectuent a des sites spécifiquenadterminés par la distance entre les sites
pac 1 etpac2 (Deisset al, 1986, Varmuza & Smiley, 1985). La protéine cogdée le gene
UL15 en association avec celle codée par le gerzgslJdemble impliquée dans le clivage de
'ADN en cours de réplication. L'empaquetage deDN viral dans les capsides matures
requiert plusieurs protéines virales incluant leduit des génes UL6, 15, 17, 25, 28, 32, et
33. Le complexe UL15-UL26, semble initier I'entrée I'ADN viral dans la capside.
L’exonucléase codée par le géne UL12 joue égalemenble dans I'empaquetage de 'ADN
viral (Roizman & Knipe, 2001). L’ADN alors encap8ide trouve a une concentration de
300mg/mL dans un état liquide cristallin. (Booya€tl991). Un travail, auquel notre équipe a
collaboré au cours de ma these, a permis de maqueestes quatre isomeres genomiques du
virus n’étaient pas représentés de facon identiguesein de la population virale. La
distribution dépend de la souche virale et du cdatdans lequel les particules virales ont été
produites (Mahiet et al 2012, article en annexeje fbis I'encapsidation réalisé les capsides
résultantes ont des angles tres marqués et sontfdoitement distinguables en microscopie

électronique.

Les nucléocapsides bourgeonnent ensuite au nivedairdembrane nucléaire interne,
ou elles acquiérent une enveloppe et certainegipest du tégument. La route empruntée par
les virions pour sortir de la cellule est encoratoaversée. Une des hypotheéses propose que
les virus enveloppés fusionnent avec la membrank&aive externe, et que les nucléocapsides
alors libérées dans le cytoplasme de la celluler pétre ré-enveloppées lors du

bourgeonnement a partir des compartiments de ltagpde Golgi (Roizman & Knipe, 2001)
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(Figure 9). Ces virus ré-enveloppés sont alors gibeich la surface de la cellule par un
transport vésiculaire.

L’autre mécanisme suggéré propose que les viriousleppés soient transportés au
sein de vésicules depuis la membrane externe daunay travers I'appareil de Golgi et
finalement sécrétés a I'extérieur de la cellulentKiSet al, 1999) (Figure 9). Les évidences
les plus récentes font maintenant pencher la balamncfaveur du premier modéle de ré-
enveloppement (Skeppet al, 2001).

Plus récemment, un troisieme modele s’est ajout# fmmter d’expliquer le transport
des capsides fraichement assemblées dans le ribgagit du « modele des pores élargis »
qui suggere que les pores nucléaires dont le camatal qui mesure normalement moins de
25 nm, sont dilatés par un processus actif dutafiedtion pour atteindre une taille capable
d’accommoder le passage direct des capsides del@lti80 nm (Figure 9). Ce modele exclut
le bourgeonnement entre les capsides intranucéairla membrane nucléaire interne (Wild,
P., et al., 2005. Leuzinger, H., et al., 2005.).

<:> = capside HSV-1

A-Modele du B-Modelede la C- Modele des
dé-enveloppement voie classique de pores élargis
ré-enveloppement biosynthese (luminal)

Cytosol

RE  graic

Figure 9: Schématisation des modeéles de transporblrs du noyau de la cellule héte pour

le virus HSV-1A. Modéle de dé-enveloppement et ré-enveloppentreldppépar Stackpole (1969). B.
Modéle luminal présenté par Darlington et Moss g)36 C. Modéle des pores élargis amené par P. Wild
(2005). ERGIC (compartiment intermédiaire entregkiculum endoplasmique et I'appareil de Golgi). RE

(réticulum endoplasmique)
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Un autre aspect du transport du virus HSV-1 quciseisdes débats considérables
concerne le transport du virus dans les cellulesamales. Certaines équipes croient que les
composantes virales (enveloppe et nucléocapsiade)tismsportées séparément dans I'axone
et qu’elles sont rassemblées loin du corps neunanéasl de la terminaison de I'axone. Il s’agit
du « modele séparé » de transport axonal (Engetist) 2002. LaVail, J.H., et al., 2003.
Snyder, A., et al. 2006.). Un autre modéle « le @@dnarié » suggére plutdt que le virus est
complétement assemblé et enveloppé au niveau ¢hs clr neurone. Les virions complets
voyagent ensuite le long de I'axone dans des viesiae transport (Del Rio, T., et al., 2005.
Feierbach, B., et al 2007).

Comme les glycoprotéines virales sont disséminées tbutes les membranes de la
cellule suite a leur synthese, elles sont acquiaese virion en méme temps que I'enveloppe
virale et se retrouvent donc a la surface de latipde. La réplication virale est
approximativement achevée en l'espace de 18 h gir@eessus entraine des dommages
cellulaires irréversibles (Roizman & Knipe, 2000e schéma classique d'une réplication
virale obligatoirement |étale pour la cellule héts vérifié en culture cellulaire, mais il est
possible quen vivo, les neurones, ou au moins certains sous typesedmnes puissent
survivre a un début de cycle de réplication viratdre a la véritable production de particules
infectieuses, grace a linvalidation des mécanisna@®potiques et/ou autophagiques
(Lussignol M ; 2012). Ce type de mécanisme pouresitire compte de certaines observations

réalisées chez la souris.

1.5 Histopathologie de la cellule infectée.

L’aspect cytologique apres infection par HSV-1 det reflet des désordres
meétaboliques entrainés par linfection virale et lderéponse inflammatoire associée. La
premiere cellule cible du HSV-1 est la cellule méquathéliale sur laquelle les virus se fixent
et se multiplient. L’infection virale entraine lerflement des cellules qui démontrent alors
une chromatine condensée, suivi de la dégénéresahnmoyau de celles-ci. Ces cellules
perdent leur intégrité membranaire et forment deltules géantes multinucléées pouvant
contenir des inclusions intranucléaires de type @gwA. Lors de la lyse cellulaire, un liquide
clair (liquide vésiculaire) renfermant une quantib@ortante de virions est libéré entre
I'épiderme et le derme. Ce fluide contient des @eébellulaires, des cellules inflammatoires,

et souvent des cellules multinucléées. La lésiamatéristique au niveau de la peau se
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présente sous la forme d’'une vésicule a liquide slar un fond érythémateux. Durant le
processus de guérison, les vésicules évoluent stalpg, ulcérations et crodtes et ne laissent
généralement pas de cicatrice. Sur une muqueusspekt de la Iésion est celui d'une

ulcération, du fait de I'érosion du toit de la \e@8e (Roizman & Knipe, 2001)

1.6 Pathogenése : neurovirulence et la latence

Le HSV-1 se caractérise spécialement par deux depsmpriétés biologiques : sa
capacité a envahir le systeme nerveux central (3X@)s’y répliquer (i.e. la neurovirulence)
et sa capacité a établir une infection latenteteCarniere propriété est également partagée
par les autres membres de la famille tiespesviridae et le lieu de la latence, i.e. les
ganglions sensitifs de la moelle épiniére, est atarstique de la sous-famille des

herpesvirinae

.6.1 La neurovirulence

La neurovirulence du HSV-1 est habituellement eeésa virulence ou pathogénicité
et celle-ci peut étre évaluée dans des modelesaamirexpérimentaux. La souris, le cochon
dinde et les lapins sont les animaux les plussésliet ceux-ci possédent des caractéristiques
propres aux différents types d’infections étudiéles. souris, en raison de sa facilité de
manipulation, demeure le modéle animal le plugsétipour I'étude de la pathogénicité du
HSV-1. Suite a une inoculation intracérébrale duaimasale du HSV-1, la réplication virale
meéne habituellement a une encéphalite, éventuetiemertelle selon les souches et le mode
d’'inoculation. La dose qui entraine 50% de léta(iDd.50) peut donc étre mesurée pour
évaluer la pathogénicité d’'une souche de HSV-1c@mparer plusieurs souches. Dans un
autre type d’essais, la neurovirulence est évahatedla capacité de la souche a envahir le
SNC et/ou le systéeme nerveux périphérique suiteraisoculation a un site périphérique
(cornée, paume des pattes, oreille, racine du leem). Pour un inoculum donné, on peut
aussi mesurer le nombre de particules infectieagesein d’'une structure anatomique préecise
dans le cerveau (e.g. ganglion trigéming). Cett¢haue, complétée par des approches de
type FISH, permet également d’évaluer la capacie drus a entrer en latence dans les
neurones sensitifs de méme que de suivre le maiatiéa réactivation de la latence (discuté

dans la section Matériel et Méthodes).
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La neurovirulence du HSV-1 dépend de plusieurs geim effet, la délétion de
pratiquement tous les génes dispensables poupli@aton du HSV-1in vitro méne a une
diminution de sa neurovirulence (Roizman & Knip&02). Des mutations affectant la
neurovirulence du HSV-1 ont également été idemt¥fidans les glycoprotéines de I'enveloppe
virale (Whitley, 2001). Enfin, bien que des virusitants portant une délétion du ged.5
se multiplient dans plusieurs types de celluleswdture, ces mutants sont parmi les virus les
moins virulents identifiés jusqu’a maintenant (Cleval ., 1990, Spectaet al ., 1998,).

1.6.2 Etablissement, maintien et réactivation de la latece

L’habileté du HSV-1 a entrer en latence et a mainteet état durant toute la vie d’'un
individu infecté est certainement I'une des pragsgdes plus remarquables du HSV-1 dont on
ne connait malheureusement pas encore tous leésd&a fagon théorique, la latence de
HSV-1 peut se définir comme étant une infectioradtitaquelle le génome viral est présent
sous un état non réplicatif dans une cellule idfect partir duquel il peut se réactiver de

fagcon intermittente (Milleet al, 1998).

En période de latence, le génome du HSV-1 est snedorme circulaire épisomale
dans le noyau des cellules nerveuses, et contrameanl’infection Iytique, aucune réplication
virale ne peut étre détectée. L'intégrité de ldubelhéte n'est donc pas compromise et les
antigenes viraux caractéristiques d’une infectiondpctive ne sont pas exprimés. Il est
classiqguement admis que les seuls transcrits pgeodun quantité facilement mesurables
(northern-blot, hybridation in situ, et évidlemmdPCR) sont les transcrits associés a la
latence (LAT pourLatency Associated Transcrjptl a été décrit dans certains modeles et
dans certaines conditions d’inoculation que d'auttenscrits viraux peuvent aussi étre
décelés pendant cette période d’infection latesgas pour autant que les protéines associées

soient détectées.

En raison de cette extinction de I'expression desees virales, le virus est ainsi a
labri du systeme immunitaire de I'héte infecté queé semble pas reconnaitre I'infection
latente. Les sites habituels de latence du virug-HSont les ganglions sensitifs trigéminés
alors que les ganglions sensitifs sacrés sonitles Ies plus communs de la latence du HSV-
2. De facon périodique, le virus se réactive etlgssides sont véhiculées par transport axonal
vers les synapses situées aux extrémités des @smis neuronales (axone ou dendrite selon

les cas), ou les particules virales matures pourbonrgeonner pour se répliquer dans les
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tissus alentours. En fonction de plusieurs factguasmi eux I'état du systeme immunitaire,

cette réactivation entrainera une infection sympttigqme ou non. Il est classiquement admis
gue le site de primo-infection est le site privi€gles récurrences herpétiques, mais cela
n’explique pas les cas d’herpés oculaire et méewscéphalites, puisque la presque totalité

des primo-infections a HSV-1 ont lieu dans les neupes de la sphere oro-pharyngée.

Dans les modeles d’infection animaux, les virug sooculés a des sites périphériques
ou ils se répliquent et la latence s’instaure dassganglions connectés au site de primo-
infection. Cependant, contrairement a I'humain, réactivation du virus chez I'animal
s’effectue rarement de fagon spontanée (sauf ehlepin) et I'extrapolation des observations
obtenues chez I'animal a l'infection chez 'humaloit étre réalisée avec précaution. La
latence du HSV-1 peut étre divisée en trois phabd&tablissement, Il) le maintien et Ill) la

réactivation de la latence.

L’établissement de la latence est précédé pargicafion du HSV-1 dans des sites
périphériques (muqueuses)(Figure 10). Dés lors,vites pénétrent dans les terminaisons
nerveuses des nerfs sensitifs innervant I'épithéldes muqueuses et sont transportés de
facon rétrograde par les microtubules, jusqu’aayanx des cellules nerveuses (Lyé@tal .,
1984). Les virus peuvent alors entrer dans un ajeleéplication productif ou lytique. En fait,

il a été démontré que la réplication virale s’effecdans une minorité de neurones et que
finalement, apres quelques semaines (4 semainedaiseuris), on ne détecte plus dans les

ganglions que des génomes viraux et quasimendel@ianscrits (Milleet al ., 1998).
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Figure 10: Représentation schématique des différeas étapes menant a la latence et a la

réactivation de HSV-1

D’aprés les étudeim vitro, il est clair que la réplication virale et les t@ioes VP16,
ICP4, et ICP27, essentielles a I'infection lytique, sont pas requises pour I'établissement de
la latence (Sedaragit al, 1993). D’ailleurs, les virus possédant des nmnatdans les génes
codant pour ces protéines semblent tous capaldesrel en latence, alors que la réactivation

et le maintien de celle-ci paraissent en étre sdtec

Une hypothése plausible concernant I'établissemerd latence est un mécanisme dit
par "défaut". L'expression des génes viraux |IE dendm effet étre réprimée par certains
facteurs cellulaires et viraux (Preston, 2000). faeteurs de transcription cellulaire {on ,

c- fos, et Oct-1) nécessaires a I'expression des gemasxv(Sedaratet al ., 1993) sont
absents ou présents en faible proportion dansladas neurales hautement différenciées, ce
qui pourrait restreindre I'expression des geneslUEHSV-1. De facon complémentaire, les
cellules neurales expriment d’autres facteurs destription (Oct-2, et N-Oct-3) qui
pourraient entrer en compétition avec VP16 pour d$é@ss de liaison au facteur de
transcription cellulaire Oct-1 (Kemgt al ., 1990) et mener a la répression de I'expressémn
géenes IE. Certains investigateurs ont suggéré gseniveaux réduits de VP16 dans les
cellules neuronales pourraient étre en partie d@meass par la perte de certaines protéines du

tégument du HSV-1 en périphérie (Seatsal ., 1991). L’'absence ou la diminution de
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I'efficacité de VP16 entrainerait une diminutiorsdgveaux d’expression de ICPO et de ICP4,

importantes pour l'initiation de l'infection lyticu(Miller et al ., 1998).

Jusqu’a maintenant, aucun facteur cellulaire n& identifié dans le processus de
maintien de la latence du HSV#H vivo. Toutefois, le facteur de croissance neurale (NGF)
semble impliqué a certains égards puisque desresltuvitro de ganglions infectés de fagon
latente en absence de NGF conduisent a une réamtivastantanée du virus alors qu’en sa
présence, la production de particules virales ®sibée (Blocket al, 1994, Halfordet al,
1996, Wilcox & Johnson, 1988). Sa fonction n'a cegsnt pas encore été déterminée de
facon tres claire. Aucun géne viral n'a été impéigie facon définitive dans le maintien de la
latence. La TK virale a un réle soupgconné mais eslaseulement di au fait que des virus
dépourvus de TK fonctionnelles ont une expressiomdre de marqueurs de latence comme
les LATs dans certains modeles d’infection (Teretaal ., 1994). Plus récemment, des études
ont démontré que des HSV-1 délestés des genestUlIS?® ont un défaut dans leur capacité
a se maintenir de facon stable dans les ganglemsitds trigéminés (Da Cosét al, 1999).

Plusieurs équipes ont clairement montré que lalaégn de la latence peut se faire,
au moins en partie, de maniere épigénétique. dogrrant aux gamma- et beta-herpesvirus,
la méthylation des nucléotides CpG ne joue pa®lgedans la régulation des promoteurs des
genes lytiques (Dressler, Rock, Fraser, 1987).eCdifference peut refléter un mode de
contr6le des mécanismes transcriptionnels différeians les cellules ou les virus établissent
leurs latences. Pendant la latence de HSV, le génoral est sous la forme d’'un épisome
circulaire chromatinisé (Deshmane, Fraser 1989). faih la totalité du génome est
hétérochromatinisée, a I'exception du locus cogemir les LAT. Récemment, la protéine
CTCF (CCCTC binding factor) connue pour reconnailes €léments insulateurs chez les
vertébrés, s’est avérée reconnaitre plusieurs mégio génome de HSV (Amelio, 2006, Qi
Chen 2007).

La protéine ubiquitaire CTCF est une protéine deldrhaines en doigt de zinc, dont
lactivité de régulation transcriptionelle est dégante de son état de phosphorylation. Le
nombre important de domaines en doigt de zinc peante protéine d’augmenter son affinité
pour ’ADN, la ou un seul domaine a été montré camrécessaire a son activité (Chao et al.
2002). L’attachement de CTCF a 'ADN permet la fatmon et la régulation des éléments

barriéres impliqués dans la chromatinisation d’éname, grace au recrutement de protéines
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de modification de la chromatine. Il a ainsi été&avé que lorsque la protéine CTCF était
fixée sur le génome de HSV, le recrutement desépres permettaient d’empécher la
diffusion de I'hnétérochromatine. Deux régions meagsuont ainsi été mises en évidence. Une
région dite B1 en aval du promoteur du LAT et uégion dites B2 en amont de celui-ci. De
plus 5 régions annexes ont été caractérisées. Reladtence, les 7 régions sont occupées
par la protéine CTCF (Amelio 2006) permettant aidsi moduler I'expression des génes

viraux.

La question la plus étudiée depuis une vingtai@mees concerne I'action des LATs
pendant la latence. Leurs différentes propriétésnsglus profondément débattues plus avant
dans ce manuscrit. Brievement, les LATs sont ledssianscrits viraux détectés dans les
neurones durant l'infection latente et, de ce fedtnt considérés comme les marqueurs de
l'état de latence du HSV-1 (Cohet al ., 2000). Ceux-ci consistent en 4 types d’ARN
hautement conservés, un long transcrit instabl& KB) et trois autres transcrits trés stables
(2.0, 1.5, et 1.45 kb) qui s’accumulent abondammdans les cellules infectées (Krawdeal,
1988, Rocket al, 1987, Stevenst al, 1987). Ces transcrits dérivent de séquences rjesse
dans les régions répétées "b" du segment UL dungémii HSV-1.

Le maintien du génome du HSV-1 dans un état dadatsemble passif, il ne requiert
pas I'expression de genes viraux spécifiques on ghaduit génétique quelconque. En fait,
les facteurs impliqués dans le maintien de la taerrale ne sont pas encore bien compris.
Des études récentes ont permis de démontrer q4& @678 copies du génome viral sont
présentes par 100 ng d’ADN de ganglions trigémidé@sdividus infectés par le HSV-1
(Cohrs et al, 2000). De plus, les LATs sont constamment déed#ns les ganglions
comprenant des virus latents. Sur la base de &ctilgh des LATS, on estime gu’au sein des
ganglions, de 0,1 & 3% des neurones comprennengéfesnes de HSV-1 maintenus en
latence (Mehta&t al, 1995, Sawtell, 1997). Cependant, puisque toeeséllules n'expriment

pas des niveaux détectables de LATS, ces valentsdainement tres sous-estimées.

Finalement, il est admis, que le nombre de wmusatence dans une cellule infectée
de méme que leurs capacités a exprimer les LATslgseimportant dans le mécanisme

d’établissement de la latence du virus HSV-1.

Chez I'nomme, la réactivation du virus de son @atlatence vers un mode de

réplication lytique peut étre observée de faconntpwe sans cause évidente ou suite a
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différents stimuli. Par exemple, un traumatismalaans les tissus innervés par des neurones
infectés de facon latente avec le HSV-1 tel quexigaction dentaire, un stimulus systémique
tel gu'un stress émotionnel, la fievre et les meradions, ou I'exposition aux ultraviolets,
sont autant de situations qui peuvent mener a émeivation du virus de son état de latence
(Roizman & Knipe, 2001). Les virus sont alors tggorsés de fagcon antérograde le long des
axones des nerfs sensitifs infectés, habituellepestiu’au site périphérique de linfection
initiale ou & des sites voisins. A cet endroit, Wgss se répliquent et entrainent une infection

productive associée ou non a des symptémes clisique

Dans les modéles animaux, I'explantation des ganglisensitifs, et leur mise en
culture avec des cellules permissives entrainenddativation des virus latents (Coenal,
1989b, Efstathioet al, 1989, Peloset al, 1998a). Ce type d’étude a également démontré que
la réactivation du HSV-1 se fait seulement a paiirquelques neurones infectés. Par contre,
la nature du signal de transduction impliqué dangactivation du HSV-1 n’a pas encore été
identifiée. Une induction de I'expression de certaiacteurs cellulaires fos, cjun, cimyc
et Oct-1), habituellement présents en faible qtéudkans les neurones, pourrait étre stimulée
en raison d’'un stress cellulaire quelconque et mariactivation de I'expression des genes
viraux (Miller et al, 1998). De plus, deux seconds messagers cellslléilPc et protéine
kinase C) semblent étre impliqués dans le mécandeneactivation du HSV-in vitro et
ceux-ci seraient alertés par une variété de stinitri effet, le promoteur des LATs est
sensible a ’AMPc et la présence d’AMPc est cogél@ec une réactivation efficace du virus.
Les événements de phosphorylation pourraient dwamri a I'activation de facteurs de
transcription et d’expression de protéines virafes., ICPO et ICP4) impliquées dans

I'expression des genes viraux (Milleral ., 1998).

Contrairement a ce qui se passe pour I'établissed®la latence, divers genes viraux
semblent impliqués dans la réactivation du HSV-i.dffet, plusieurs mutants démontrent
une incapacité a se réactiver de I'état de latelhaemi ceux-ci, on trouve les mutants portant
des délétions dans des genes essentiels a laatéplicu virus en culture cellulaire ou dans
les génes de ICPO, de la ribonucléotide réductastee34.5, qui ont démontré une capacité
de réactivation affaiblie ou nulle (Roizman & Knjp2001). Enfin, certaines mutations
spécifiques dans le gene de la TK ont été asso@aase incapacité de HSV-1 a se réactiver
bien que le virus soit resté capable d’établir etdaintenir la latence. Par ailleurs, la

séquence d’activation temporelle des génes IE, Edains les cellules supportant I'infection

38



lytique pourrait étre modifiée dans les neurones est donc possible que I'expression des
géenes viraux soit régulée de fagon différente desigellules neuronales (Roizman & Knipe,
2001).

Une étude a ainsi démontré que les produits dessgBn(TK, ICP6, et VP5) sont
détectables dans les premieres heures suite ddigation de ganglions infectés (4 h), alors
gue les transcrits des génes IE sont détectésnseniesuite a une période de 8 a 24 h (Tal-
Singeret al, 1997). Ces observations suggérent donc que desufd neuronaux permettant la
réactivation du HSV-1 favoriseraient plutét 'expseon des genes E que celle des genes IE et
que, lors de la réactivation, la réplication deDN viral précéderait peut-étre I'expression
des genes IE (Milleet al, 1998) Finalement, le nombre de virus en latetares une cellule
infectée de méme que le nombre total de copieséorge du HSV-1 présentes dans un
ganglion donné semblent des facteurs prédictifisfate la capacité de réactivation
expérimentale du HSV-1 dans les modéles animauleiMit al, 1998, Roizman & Knipe,
2001).

Le destin des neurones suite a la réactivationlatréplication du HSV-1 est encore
un sujet débattu. Si ceux-ci succombent a l'infectytique, comment expliquerait-on que les
sujets enclins a plusieurs épisodes d’infectionanéntes ne soient pas affectés par un déficit
neurologique due a la destruction des sites deivadon ? Comme on peut le constater,
plusieurs questions concernant le phénomene datédade du HSV-1 ne sont pas encore
résolues et d’autres études sont nécessaires @cider plus clairement les différents

mécanismes impliqués dans la latence du virus.

|.7 Les infections secondaires au HSV-1
[.7.1 Terminologie

Il importe tout d’abord de bien définir la termingie employée pour identifier le type
d’infection par HSV-1 chez 'homme, son seul hétunel. Les individus susceptibles a
l'infection par le HSV-1, i.e. qui n'ont jamais é&é contact avec le virus et qui ne possédent
donc pas d’anticorps contre celui-ci, développeminfection primairesuite a une premiéere
exposition au HSV-1. La grande majorité de ces @iinfiections est asymptomatique
(Liesegang 1989). Ces individus doivent alors @égnitivement considérés comme infectés
puisque HSV-1 a la propriété d’entrer et de mainten état de latence dans le systeme

nerveux. Dans certains cas, le virus peut se xécst entrainer unimfection récurrentge
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symptomatique ou non. Umimo-manifestatiortoncerne un individu qui a déja rencontré le
virus mais sans développer de signes clinigues{pmfection asymptomatique puis entrée
en latence) et qui développe pour la premiere igees cliniques d’infection herpétique. Une
infection initiale concerne un individu déja immunisé avec un virastyppe 1 ou 2, et qui

développe une premiére infection avec le virusyghe bppose.

Finalement, quoique trés peu commun chez les iddisvimmunocompétents, une
réinfection exogeng@eut survenir. L'individu est donc infecté avewuld’'une souche de
HSV-1 (Whitleyet al ., 1998).

.7.2 Transmission du HSV-1

Chez 'humain, la transmission du HSV-1 dépend aetacts plus ou moins directs
durant lesquels il y a échange de salive (y comgaiss les microgouttelettes de Pfligge
emises lors de la respiration ou la toux) ou ded@uvésiculaire provenant de lésions
infectées, entre un individu qui excréete du HSWLiee personne susceptible. Pour HSV-2,
la contagion se fait par contact direct avec legé&i®dns génitales. Dans tous les cas, les
particules virales doivent entrer en contact avee muqueuse ou de la peau abrasée pour

gu’il y ait initiation de l'infection.

Aucun vecteur ni réservoir animal autre que I'hommee été décrit pour I'infection
causée par HSV-1. L’espéce humaine demeure daseuleréservoir pour la transmission du
virus. Il ne semble pas non plus y avoir de vasiai saisonnieres dans l'incidence de
l'infection (Roizman & Knipe, 2001). Puisque lirdgon au HSV-1 est rarement fatale, et
gue le virus demeure a I'état de latence, une pessimfectée demeure une source d’infection
constante tout au long de sa vie. Le HSV-1 estthellement acquis tot dans I'enfance, ou
aux premieres années de la vie d’adulte, alorslajgentamination par HSV-2 intervient en

général plus tard.

On sait que HSV-1 peut aussi entrainer des infestigénitales, mais, de facon
intéressante, elles sont habituellement a la fomns séveres et moins susceptibles
d’entrainer des récurrences que celles dues a H@¥ferty, 2002, Laffertyet al. 1987). Il
y a également de plus en plus d’évidences qui saggque la présence d’anticorps contre le
HSV-1 protége quelque peu contre I'infection au HEYBrysonet al, 1993, Mertzet al,
1992), et presque totalement contre I'herpes gératasé par le HSV-1 (Lafferty, 2002). Les
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femmes séronégatives pour le HSV-2 ont un risqueB@k de contracter une infection
génitale (asymptomatique ou symptomatique) d’'utepaire infecté, alors que ce risque de 3
fois moindre pour un homme séronégatif en conteet ane partenaire infectée (Meetzal.,
1992, Waldet al, 2001, Whitleyet al, 1998).

Dans le cas de I'herpés néonatal, I'infection duveau-né se fait essentiellement au
moment du passage dans la filiere génitale au modeelaccouchement. Les risques les plus
élevés de la transmission du HSV-1 de la mére dusf@urviennent lors d’'une infection
primaire ou initiale de la femme enceinte (30 a b(Stanberryet al, 2000). En revanche, les
risques qu’'un nouveau-né acquiére l'infection hegoé suite a une exposition virale durant
une infection récurrente asymptomatique sont bagucmoins grands (moins de 4%)
(Stanberryet al ., 2000). L'exposition du feetus a des chargeslesrglevées augmenterait
donc les risques de transmission du HSV-1, aloesle@ransfert passif d’anticorps de la mere
au feetus les diminuerait (Stanbestyal,, 2000). En effet, le statut immunitaire de la ener
avant I'accouchement influence a la fois la ségéde l'infection et les possibilités de
transmission du virus au feetus. Une rupture prademde la membrane placentaire (plus de 6
h) augmente les risques de linfection du feetus.plkes, I'utilisation de moniteurs intra-

utérins peut également étre un vecteur de contaimmiatrogene (Whitlewt al, 1998).

[.7.3 L’infection primaire et récurrente

Des l'infection primaire, des virus pénetrent déess terminaisons nerveuses et sont
transportés dans les ganglions sensitifs ou ilsedeemt a I'état de latence. Les ganglions
trigéminés, cervicaux et lombo-sacrés sont les paramunément infectés. La réplication
initiale du HSV-1 se fait habituellement dans lasgoreuses oropharyngées et la latence dans
les ganglions trigéminés et/ou les ganglions sénhgidchidiens cervicaux. Le HSV-2 se
réplique préférentiellement dans la muqueuse dérgtaétablit la latence dans les ganglions
sensitifs sacrés et lombaires. Les infections griesasont asymptomatiques dans plus de 90%
des cas (Whitleyet al, 1998, Liesegang 1989). Cependant, dans le caselbes-ci se
manifestent, elles sont habituellement plus sévenss les infections récurrentes et un
traitement antiviral adéquat peut dans certainslioaiger la douleur associée, la durée de
linfection ainsi que I'excrétion virale (Amiet al, 1997). Exceptionnellement, le virus
pourrait se disséminer par voie sanguine duranfelition primaire et causer une infection
systémique, avec méningite aseptique et/ou infeadtie plusieurs organes. Cette situation

peut étre rencontrée chez les grands immunodéprimés
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Lors des réactivations périodiques, les virus $aatsportés par voie antérograde le
long des neurones sensitifs jusqu’a la peau ou raugueuses et entrainent un épisode
d’infection récurrente, méme en présence d’'une imtduhumorale et cellulaire intacte.
L’excrétion muco-cutanée de HSV-1 lors des infewdiorécurrentes peut aussi étre
asymptomatique ou se manifester sous plusieursefrians les deux cas cependant, une
transmission virale a un nouvel hote est possildlertz et al, 1988, Waldet al, 2000). Le
site des infections récurrentes tend a se confimedermatome infecté lors de l'infection
primaire, mais il peut également y avoir des Iésiandes sites plus distants. Ce ci explique
gue I'herpes labial est la plus fréquente des réoges herpétiques, touchant 15% de la
population occidentale, alors que les atteintesares ne touchent que 0,15% des individus,
et que les encéphalites sont exceptionnelles. éguénce des récurrences peut dépendre du
type de HSV-1 et du site anatomique de linfectidrafferty et al, 1987). Il semble
egalement que la séveérité de I'infection primagasactérisée par le nombre, I'étendue, et la

dimension des Iésions, augmente les probabilitéséalerences futures.

1.7.4 Epidémiologie

L’infection au HSV-1 est omniprésente dans la papoh mondiale et elle atteint
toutes les classes sociales. Les manifestatioasées causées par l'infection au HSV-1 sont
décrites depuis la Gréce ancienne (Roizman & WhHIi2€01), alors que linfection génitale
au HSV-2 a été considérée comme étant un sujetétéinpublic seulement vers les années
1970. La manifestation la plus courante de l'infectau HSV-1 est encore la forme oro-
labiale. Néanmoins, on dénote une augmentation ugargle l'incidence des infections
génitales causées par HSV-1 (Cusini & Ghislanz2601, Kinghorn, 1999). Les données
épidémiologiques sont généralement obtenues tértion spécifigue des anticorps contre
le HSV-1 ou -2 dans le sang des individus (sérelodies méthodes sérologiques utilisées et
les cohortes de patients évalués peuvent grandenfer@ncer les résultats des études et il
devient parfois difficile de comparer les donnéesélles-ci. Cependant, certaines tendances

sont nettes, et seront principalement discutées ceite section.

La prévalence de l'infection au HSV-1 est trés éiedans pratiguement tous les pays,
et augmente avec I'age pour atteindre plus de 9985 les soixantenaires. De facon générale,
la prévalence du HSV-1 est toujours plus élevéecglle du HSV-2, un fait probablement di
a leur mode de transmission différent. En effeisple 85% de la population mondiale est

séropositive pour le HSV-1 (Spruareteal, 1996). L'incidence de l'infection au HSV-1 varie
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selon la localisation géographique, la classe sécomomique, et 'age des individus. Dans
les pays en voie de développement ainsi que dansldeses sociales économiquement plus
défavorisées, les individus sont infectés primagetmpar HSV-1 plus toét dans I'enfance
comparativement aux individus des classes moyeretésu vivantes dans les pays
développés. En effet, vers I'age de 5 ans, plutiata des enfants issus de milieux sociaux
moins favorisés sont séroconvertis comparativeragt% des enfants de méme age, mais de
statut plus privilégié (Nahmiast al, 1990). A l'adolescence, 70 a 80% des individus
défavorisés sont séropositifs tandis que ceux tEsse&s moyennes ou élevées deviendront
séropositifs dans 40 & 60% des cas durant2e? 3™ décade de leur vie. Dans la plupart
des études, la prévalence du HSV-1 augmente de fegostante avec I'age et atteint un
plateau apres I'age de 30 ans. Au-dela de la gtaanan les différences de prévalence du

HSV-1 entre les divers pays et classes socialdssoins évidentes (Whitlegt al, 1998).

L’herpés génital est 'une des maladies sexuelleénramsmissibles (MST) les plus
communes et est la premiere cause d’ulcérationdgadgs d’origine infectieuse a travers le
monde (Fleminget al, 1997). La prévalence du HSV-2 est égalementvéable et dépend
de plusieurs facteurs incluant le pays et la régien résidence, les sous-groupes de
population, le sexe et I'dge des individus. PuistudiSV-2 est habituellement contracté
durant des contacts sexuels, il est logique quaamgisorps contre celui-ci soient rarement
détectés avant I'adolescence. En effet, la précalelu HSV-2 passe de niveaux négligeables
chez les enfants en dessous de 12 ans a des ta8@%ehez des adultes a haut risque
d’acquisition de I'infection. De fagon générale pi@valence du HSV-2 est plus élevée chez
la femme que chez 'lhomme. Cela est probablemerdulfait que, comme pour les autres
MST, la transmission du HSV-2 semble plus efficded’homme a la femme que l'inverse
(Mertzet al ., 1992).

De fagon générale, la prévalence du HSV-2 est aomeent plus élevée chez les
individus séropositifs pour le VIH, les prostituget les individus présentant d’autres MST
(Smith & Robinson, 2002). Aux Etats-Unis, des étudeat révélé que parmi les individus
séropositifs pour le VIH, 68% des homosexuels de seasculin (Stamrat al ., 1988), 63%
des hommes hétérosexuels et 78% des femmes piéaegigalement des anticorps contre le
HSV-2 (Hooket al ., 1992). En raison de sa nature ulcérative,ditibn génitale au HSV-2
semble faciliter la transmission du VIH (Telzak al, 1993, Wasserheit, 1992). De facon
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intéressante, les homosexuels de sexe masculinesgnélgalement plus infectés par le HSV-

2 que les hétérosexuels du méme sexe (Natehils 1990).

La séroprévalence du HSV-2 varie énormément selolodalisation géographique.
Certaines régions d’Afrique et d’Amérique compotties séroprévalences les plus élevées, et
la plus élevée au monde a été notée dans la r&ibrSaharienne ou plus de 80% des
individus testés étaient séropositifs pour le HS{ERith & Robinson, 2002). En Europe de
I'Ouest et du Sud, la prévalence du HSV-2 est habbément moins élevée qu’en Europe du
Nord et gu’en Amérique du Nord. Finalement, I'Astel’Australie sont les régions les moins
touchées et deux études menées au Japon ont udfirévalence inférieure a 7% dans tous
les groupes d’age observés (Hashaloal, 1999, Hashidaet al, 1998). Ces données ont
probablement varié depuis quelques années (ouearidans un avenir proche) en raison des
changements économiques majeurs et la génératisalds échanges entre le monde

occidental et le monde oriental.

Une étude nationale effectuée aux Etats-Unis (NHBNH) et couvrant les années
1988 a 1994, a permis de relever plusieurs factpuggdlictifs de l'infection au HSV-2
(Fleming et al ., 1997). Le sexe féminin, la race noire ou MexieaAméricaine, un age
éleve, un faible niveau d’éducation, la pauvretécdnsommation de cocaine, et un nombre
élevé de partenaires sexuels au cours d’'une vieténles principaux facteurs dévoilés. En
effet, une différence marquée entre la prévalerecdinfection chez les individus de race
noire (45.5%) comparativement a ceux de race b&iith,6%) a été observée (Flemigig
al., 1997). De plus, 25,6% des femmes comparativeraet7,8% des hommes étaient
séropositifs pour le HSV-2 et la séroprévalenceiddisidus en général, augmentait de fagon
significative avec I'age pour se stabiliser veége de 40 ans ou 24% a 28% des individus

étaient infectés par le virus.

Le facteur le plus prédictif de l'acquisition denfection au HSV-2 demeure le
nombre de partenaires sexuels au cour d'une vemiRbet al, 1997). Prenons par exemple
le cas d'une femme hétérosexuelle vivant aux Hiais- avec un seul partenaire ; la
probabilité qu’elle contracte une infection au H3\ést inférieure a 10%. Avec le nombre de
partenaires qui augmente de 2 a 10, de 11 a 50plusade 50, cette probabilité grimpe a
40%, 62% et plus de 80%, respectivement. L'étudéomale a €galement révélé que la

prévalence du HSV-2 a subi une augmentation de 3@yuis les années 1976-1980
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(NHANES 11) (Fleminget al, 1997, Johnsoet al ., 1989). Plusieurs autres régions du monde
semblent également suivre cette tendance, maiddesées ne sont pas encore complétes
(Lafferty, 2002). De plus, on constate que l'incide de l'infection génitale causée par le
HSV-1 chez la femme est en croissance dans plssiégions (Christiet al ., 1997, Edwards

& White, 1994, Langenbergt al ., 1999, Carneyt al ., 1993), contribuant jusqu’a 30-40%
des nouveaux cas d’herpés génital. L'amélioraties cbnditions socio-économiques de ces
pays entrainerait possiblement une séroconveraenndlividus pour le HSV-1 plus tardive,
ce qui favoriserait la possibilité d’acquérir umdection génitale par ce type de virus. Les
pratiqgues sexuelles orogénitales aujourd’hui plagdentes et mieux acceptées ont également

été mises en causes.

Finalement, ’herpes néonatal affecte toutes lé&goaies de populations, mais le taux
le plus élevé se situe aux Etats-Unis ou linciderst de 1 cas par 2500-8800 naissances
(Schomogyiet al, 1998). Aux Etats-Unis, environ 75% des cas santés par le HSV-2, et
25% par le HSV-1. De facon contradictoire, au RoyauJni, le HSV-1 est responsable de
50% des cas d’herpes néonatal (Tookey & Peckhaf6)1& compte pour plus de 60% des
cas rapportés au Japon. Aux Etats-Unis, 5% des ésnem age de procréer ont déja présenté
une histoire d’herpes génital (Proletral, 1992), et il est estimé qu’un million des gresss

annuelles se font chez des femmes séropositivedeblsV-2.

1.8 Réponse immunitaire

Le cours naturel de linfection au HSV-1 est inflgé a la fois par la réponse
immunitaire non spécifique (innée) et spécifiqueg(ase) de I'néte infecté (Whitley, 2001).
L'importance relative des diverses composanteadédonse immune varie également selon
gue l'infection est initiale ou récurrente. Suiteude infection initiale, il y a rapidement
apparition d’'une réponse inflammatoire non spégdigncluant linterféron (IFNs), les
macrophages activés et les cellules tueuses (NKifte remiere ligne de défense limite
I'extension de l'infection en inhibant significaiment la réplication virale (Stanbery al,
2000). D’'un autre co6té, les anticorps neutralisdatslymphocytes T spécifiques sécrétant les
cytokines antivirales (CD4+), et/ou activées paugrtles cellules infectées (CD8+) (réponse
immunitaire spécifique) prennent plusieurs jourseadévelopper. D’un modele animal a
l'autre, cette réponse peut varier significativetr®hitley et al, 1998). Par exemple, chez la

souris, les lymphocytes T cytotoxiques et les imaglobulines IgM et IgG spécifiques
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apparaissent de 4 a 6 jours apres le début dedtioh, alors que chez ’homme, I'immunité
spécifique se développe 7 a 10 jours plus tard.fd@en classique, les anticorps IgM
apparaissent de facon transitoire, suivis des lg@eg IgA qui persistent sur une plus longue
période (Whitley & Roizman, 2001). Les anticorpsutnalisants sont dirigés contre les
principales glycoprotéines de I'enveloppe (gB, git/L), alors que les lymphocytes T
peuvent étre dirigés contre une panoplie de preséiirales (Stanberrgt al, 2000). Les
protéines et leurs épitopes antigéniques sont gilemdent bien conservés entre le HSV-1et -2
mais des anticorps dirigés contre des épitopes-dppeifique ont été identifiés pour les
glycoprotéines gB, gD, gC, et plus spécialement D&s épitopes T type-spécifiques ont
également été identifiés chez ces glycoprotéinasi ajue chez la protéine virale VP16
(Koelle et al, 1998a).

Face a un systéeme de défense immunitaire effideadeSV-1 réussit tout de méme a
se réactiver de sa latence et a entrainer unetioriececurrente. Ce phénoméne demeure
toujours aussi énigmatique malgré de nombreusekergtes effectuées sur ce sujet.
Cependant, les infections récurrentes sont gémgesiemoins séveres et plus breves que les
infections initiales. En effet, lors d'infectiongaurrentes, les mécanismes de lI'immunité
spécifigue sont activés beaucoup plus rapidemenhrfidgham & Mikloska, 2001). En
fonction des individus, la sévérité de l'infectienla fréquence des récurrences peuvent étre
significativement différentes et refletent peueéta sélection préférentielle de l'une des
composantes de la défense immunitaire. Les étutketigees chez les animaux suggérent que
immunité humorale et cellulaire sont toutes déammportantes dans le contréle de l'infection
initiale et des récurrences (Stanbertal, 2000).

La réponse humorale semble efficace pour réduitdr&e viral au site d’infection et
dans les tissus nerveux durant l'infection initialen effet, le transfert passif d’anticorps
spécifigues du HSV-1 semble protéger I'animal a@nine infection disséminée ou une
infection du systéme nerveux (Braeov al, 1996, Mitchell & Stevens, 1996, Morrison &
Knipe, 1997, Sannat al, 1996). Chez I'humain, le transfert d’anticorgsld mére au foetus
joue également un réle important dans la proteatimtre I'herpés néonatal, mais ne semble
pas totalement efficace (Kokt al, 1989, Sullendeet al, 1987). Par ailleurs, I'immunité
humorale est moins efficace dans la protectionreol&s récurrences ou contre l'infection
exogene (Whitleyet al, 1998). Le HSV-1 a développé plusieurs stratégies de déjouer

cette composante de la réponse immune (Favoetehl, 2000). Par exemple, les
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glycoprotéines gE et gl de I'enveloppe virale fontnen complexe pouvant lier la fraction Fc

des immunoglobulines, bloquant ainsi I'activation ld cascade du complément. De plus, la
gC lie plusieurs composantes du complément. L'&tsdanent de la latence virale dans les
cellules du systeme nerveux, comprenant trés peaetleles impliquées dans la défense
immunitaire, de méme que l'absence d’expressiorpmiééines virales pendant la phase
d’infection latente demeure I'un des mécanismesples efficaces d’évasion du systeme

immunitaire.

Plusieurs études suggerent que la réponse a noédillulaire joue un réle central
dans le contrble de la sévérité de linfection etrdbmbre de récurrences (Cunningham &
Merigan, 1983, Posavaat al, 1996,). En effet, les infections mucocutanéed beaucoup
plus séveres chez les patients ayant une immumitédiation cellulaire défective (Posawetd
al., 1996, Siegel & McCracken, 1981) comparativemerdaux patients
agammaglobulinémiques. Plusieurs études effectudesz [I'humain incriminent les
lymphocytes T CD8+ et T CD4+ dans la protectiontetiinfection par HSV-1 (Jenningst
al., 1991, Manickan & Rouse, 1995, Posawdal, 1996). Lequel de ces deux types de
cellules est le plus important pour controler lgctions récurrentes demeure un sujet bien
débattu surtout lorsqu’on considere le développérdam vaccin efficace contre l'infection
au HSV-1 (Cunningham & Mikloska, 2001). Une étuderapporté que des individus
séropositifs pour le VIH et souffrant d’infectiogénitales au HSV-1 séveres, présentaient des
niveaux de lymphocytes T CD8+ précurseurs pluddailque chez les patients VIH positifs
avec des infections génitales herpétiques modéRmssmavacet al, 1997). Une autre étude a
démontré que la présence de lymphocytes T CD8-uloest associée a la clairance du HSV-
1 des lésions herpétiques cutanées (Koellal, 1998b). De facon intéressante, un des
mécanismes d’évasion du HSV-1 (Favoreiedl ., 2000) contre les défenses immunitaires de
I'héte est en fait d’'inhiber I'efficacité des lymptytes T CD8+ cytotoxique en réponse a
l'infection virale. La protéine virale ICP47 expr®a précocement dans l'infection, se lie a la
protéine cellulaire TAP t(ansporter associated with antigen proces3imui permet la
translocation de peptides dans le RE et leur as$oici au complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe I. Ainsi ICP#hibe le transport et la présentation des
antigénes associés au CMH de classe |. D'un autt& @our contrecarrer cet effet, les
cellules T CD4+ sécretent de I'INfF-qui restaure partiellement I'expression du CMH de
classe | par une stimulation de la production depretéine TAP (Koelleet al, 1993,

Mikloska et al, 1998, Posavadt al, 1996). Des modeles animaux montrent que les
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lymphocytes CD8 sont directement impliqgués dansolgréle des réactivations herpétiques,
leur déplétion entrainant une sensibilité partendides animaux aux stimuli de la réactivation

du virus.

De fagon générale, les lymphocytes T CD4+ peuvéptéter des cytokines de la
réponse de type Thl (spécialement I'liridinsi que le TNFe: et I'interleukine (IL)-2 et -12)
ou de type Th2 (IL-4, IL-5, et IL-10). Au sein d@mopulation de lymphocytes, les deux
types de réponse peuvent cohabiter. La réponsgpeeTih2 mene a la sécrétion d’anticorps
neutralisants par les cellules B, alors que lamépade type Thl entraine la production de
cytokines antivirales et a I'activation des lymphies T CD8+ cytotoxiques. La réponse de
type Thl semble prédominante pour le contrdle ddeltion par HSV-1, alors que la
réponse de type Th2 préviendrait la transmissioniidis d’'une cellule a I'autre (Cunningham
& Mikloska, 2001).

Des études comparatives entre des individus ayamton des infections récurrentes
ont démontré que des altérations dans la produdesncytokines de la réponse de type Thl
sont corrélées avec le développement des infecténarentes (Manickan & Rouse, 1995,
Posavackt al, 1998, Spruancet al, 1995a). En effet, I'lFN+ semble critique pour conférer
une protection contre I'infection au HSV-1. Certatravaux ont permis de démontrer que les
cellules mononucléées du sang périphérique (PBM€Elpyees chez des patients subissant
des épisodes d’herpés labial fréquents ont uneuptimh d’'IFN-+y inexistante en culture
(Greenet al, 1985, Kuo & Lin, 1990, Sheridaet al ., 1987). De plus, ces PBMC produisent
des titres élevés d’anticorps contre le HSV-1. Dautre cété, les PBMC prélevés chez des
patients séropositifs pour le HSV-1 mais sans mesal’infections récurrentes, présentent des
concentrations plus élevées d'IRNet d’IL-2 et des titres plus faibles d’anticorpsntre le
HSV-1 (Spruanceet al ., 1995b). Une meilleure compréhension de la répammunitaire
spécifiqgue dirigée contre l'infection causée par H&EV-1 permettra de prédire plus
efficacement le type de réponse qui devrait étverfaé pour le développement de vaccins

efficaces.

19 La protéine virale ICPO

La protéine ICPO (infected cell protein 0) est des protéines virales les plus étudiées.
Initialement appelées Vmw110, ICPO est une des gqwngtéines tres précoces (IE)

synthétisées par le virus. (Everett 2000). ICROeggroduit d'un géne de plus de 3Kb appelé
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RL2 qui se situe dans les régions répétées "b" du esgighdl du génome du HSV-1. La
transcription du gene conduit a la formation d'ué ARN messager composé de 3 exons et
de 2 introns, qui est coiffé et poly-adenyRb.2 fait partie du petit groupe des 5 genes épissés
parmi les 84 génes identifiés dans le génome wWpalatre d’entre eux conduisent a la
formation de protéines (ICPO, ICP22, ICP47, UL5)eetinquieme aboutit a la formation du
LAT.

Apres maturation, ’TARNmM est exporté et traduit pdenner naissance a la protéine
ICPO. Il s’agit d’'un transactivateur ubiquitairepeble de stimuler I'expression des trois
classes de génes herpétiques (IE, E et L), airscglle de nombreux autres genes cellulaires.
Toutefois, ICPO ne se fixe pas a 'ADN et n'est dgmas un facteur transcriptionnel a
proprement parler (Cheung et al 1997). La locabsadle la protéine ICPO évolue au cours de
l'infection lytique du virus. C’est une protéineatxsivement nucléaire en début d’infection,
qui devient cytoplasmique aprés 8h d’infection @wretrouver une localisation nucléaire a
des temps plus tardifs (Lopez et al., 2001 ; BRumit al., 1999). La protéine est composée de

775 acides aminés qui lui permettent de formeriglurs domaines fonctionnels (Figure 11).

1 20 242 775

77 211 543 680

D’apres P .Lomonte 2005

Figure 11: Représentation schématique de la proténlCPO et de ses domaines d’activité

ubiquitine ligase. Les rectangles blancs correspondent aux différeégens de la protéine code par les 3
exons du génBL,. Les deux régions minimales responsables deVigtibiquitine ligase de la protéine sont
représentées par des rectangles orange. Le doREIt Finger est représenté par un rectangle \ert. |
numérotation correspond a la position des différantdes aminés encadrant chaque domaine

La région N-terminale est responsable de l'actratile la transcription de plusieurs
genes lytiques, elle contient un domaine en daggeidc essentiel pour la majeure partie des
activités biologiques de la protéine dont la plogadrtante est son activité E3 ubiquitine
ligase. La région C-terminale contient un site deltimérisation important pour sa

localisation dans les corps PMaromyelocytic leukaemia prote)n
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L’activité E3 ubiquitin-ligase de la protéine ICPO est la plus étudiéubiquitination
désigne la fixation, covalente, d'une ou plusiaubgjuitines sur un¢rotéine cible. Cette
modification postraductionnell nécessite I'intervention successive de 3 enzymeskR et
E3-ubiquitine ligases et dépend de I'ATP. Elle a pptncipale fonction la reconnaissar
puis la destruction de la protéine ainsi marquéaejg@complexe protéolytique (protéasome.
Il faut la liaison de 4 ubiquitines (polyubiquiti@n) pour gqu’une protéine soit dégrad
Aprés dégradation de la protéine, l'ubiquitine @sts libérée de son subs et peut étre

réutilisée.
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Figure 12 Représentation schématique des étapes de fonctimment du systéme

Ubiquitine-Protéasome. Ce systéme mu-enzymatique fonctionne en deux grandes étapes quage
covalent (ubiquitylation) des protéines a dégramerconjugeson d’une chaine de pelipiquitine (polyUb), et
dégradation du substrat ubiquitylé par le protéa&s@®S. L'ubiquitination débute par la carboxylatidmne
molécule d’ubiquitine sur I'enzyme E1, I'ubiquitisera alors transférée sur 'enzyme de conson E2 qui va
interagir avec I'enzyme E3 (ICPO0). Le complexe-E3 vas alors transférer plusieurs molécules d’ubrgusur
une protéine qui sera ensuite dégradée par légsome

Comme les totalité des E3 ubiquitine ligase, ICBOAcfionne de cccert avec des
protéines E2 ubiquitine conjugase, comme les prettide la famille UbcH5 et Ubck
(Boutell, 2002, Gu et Roizm¢ 2003). L'étudein vitro de [lactivit¢ enzymatiqu
d’ubiquitination d’'ICPO, a permis dmettre en avant plusieurs cibles diCPO elle-méme
(Canning et al.2004), USP7, protéine impliquée dans la coupurdadikaison entre ui
groupement ubiquitine et une protéine associée t@loat a., 2005), RNF8 qui est ur

ubiquitine ligase (Lilley et ., 2010), et enfin la protéine P5ui est unfacteur de
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transcription régulant certaines fonctions celh@giimportantes comme la mitose ou la mort

programmée (Boutell et al 2003).

Deux des cibles les plus remarquables visées parolgine ICPO sont les protéines
PML (promyelocytic leukaemia protgiet SP100 qui sont des composants majeurs des corp
PML. Les corps PML sont des structures sphérique$.ti a 1.0um de diametre, présents
dans la plupart des lignées cellulaires et dansiguus tissus. Ils appartiennent a la matrice
nucléaire, une superstructure du noyau mal défioiet on pense qu’elle régule plusieurs
fonctions nucléaires incluant la réplication de DN, la transcription ou |'« epigenetic
silencing » . La protéine PML joue un rdle clef ddiorganisation de ces domaines qui
recrutent un grand nombre de protéines, qui onpligart du temps une fonction de
sumoylation. Les corps nucléaires PML sont régulas le stress cellulaire comme, par
exemple, les infections virales (Everett 2006), desnmages a I'ADN, la transformation
(Koken et al. 1995) et le stress oxydatif (Yamatlale2001). De plus, la transcription des
géenes codant pour PML et plusieurs de ses prot@iadenaires est augmentée en présence
d’interférons (Chelbi-alix,et al 1995). Ceci sugg&ue la dégradation des corps PML par la
protéine ICPO pourrait étre une stratégie de défengse en place par le virus afin de

contrecarrer la réponse immunitaire de la cellalesdes premieres étapes de I'infection.

L’autre cible majeure de Il'activité d'ICPO est légiadation de certaines protéines
centromériques (CENPS) CENP-C, CENP-B et CENP-Aef&l et al 1999, Lomonte et al
2001, Lomonte et al 2007). CENP-A est une protélimel7 kDa localisée dans la région du
kinétochore. Elle joue un role spécifique au nivdaicentromere en favorisant la compaction
de la chromatine. CENP-B est une protéine de 80 KbDa joue aussi un rble dans
I'organisation de I'’ADN centromérique. CENP-C esewrotéine de 140 kDa qui intervient
dans la relation entre le centromére et le fusetatique.

En détruisant les protéines du centromére, ICPQitirld blocage du cycle cellulaire. Les
cellules seront alors incapables de finir la mitsemonte et al 1999,). Le role exact de la
dégradation des protéines centromériques par l@ipeolCP0O n’est pas encore tres bien
défini, mais il semble que cette fonction soitiséie au moment de la réactivation par le virus
pour dégager son génome des régions centromériquiesont connues pour étre associées a

des mécanismes de répression de la transcription.
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Chapitre Il :

Les transcrits associés a latence : LAT

(Latent Associated Transcript
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1.1 Introduction

Depuis leur découverte a la fin des années 80ydmrdationin sity, le réle exact des
LAT n’a jamais pu étre définitivement établi. LeAT sont les seuls transcrits viraux
abondamment détectés dans les neurones duraettior latente et, de ce fait, sont

considérés comme les marqueurs de 'état de lathné&tSV-1 (Cohret al, 2000).

Les LAT sont transcrits a partir de séquences ptésalans les régions répétées "b"
du segment UL du génome de HSV-1. Le groupe dessLéEQroupe en réalité 4 types
d’ARN hautement conservés; un long transcrit inst#®,3 kb) et trois transcrits tres stables
(2,0, 1,5, et 1,45 kb)(figure 13). Ces dernierc&@@nulent abondamment uniqguement dans
les neurones infectés de fagon latente (Kraisal 1988, Rocket al. 1987, Stevenst al
1987).

Le LAT de 8,3kb est le premier transcrit dans lesrones infectés. Il est coiffé et
polyadénylé mais trés instable, donc retrouvé ditegequantités. Pour cette raison, il est
souvent appelé dans les publications « LAT mineuCe transcrit est ensuite épissé pour
donner naissance a un second transcrit de 2 kiespmndant a un intron, qui s’accumule
dans les neurones infectés de facon latente. Cekst a son tour épissé pour former deux
autres LAT de 1,5 kb et 1,45 kb, en fonction dessdonneurs et accepteurs d’épissage
utilisés. Les LATs de 2 kb, 1,5 kb, et 1,45 kb s@itouvés en quantité importante, jusqu’a
40000 copies par neurone infecté (Maillet et al0&0 Pour cette raison, ils sont souvent
dénommés « LAT majeurs ». Si le LAT de 2kb est g#gsent dés les stades précoces de
l'infection en modele animal et méme dans les indes de cellules en culture, les LAT
1,5kb et 1,45 kb ne sont retrouvés que dans leecdidne réelle infection latente dans les
modeles d’infectionn vivo. La production des LAT 1,5kb et 1,45 kb sembleaddépendante

de facteurs cellulaires propres aux neuronasvo.
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Figure 13: Représentation schématique de l'organis@n du locus des LAT sur le

genome de I'herpés simplex de type Les LAT sont transcrits & partir de séquences ptésadans les
régions répétées "b" du segment UL du génome de-HS\é groupe des LATs regroupe en réalité 4 types
d’ARN hautement conservés; le LAT mineur (8,3 ki) gst épissé pour donner les LAT majeur (2,0, 4t5
1,45 kb). Le géne des LATSs est anti-sens est flartient chevauchant du gene RL2.

1.2 Organisation et réle du locus des LAT.

Le promoteur des LAT est relativement plus complgxe la majorité des autres
promoteurs de virus HSV. Les LAT sont sous la ddpaene d'une région promotrice
d’environ 200 pb appelée LAP1, indispensable a éqaression (figure 14). Il contient des
sites de fixation pour plusieurs facteurs transicimels cellulaires ou viraux parmi lesquels
Spl, YY1,Ap2, CRE, USF, ICP4. Cependant, la setdsgnce de cette région promotrice ne
suffit pas a expliquer le maintien d’'une expressidong terme des LATs pendant la latence.
Il fut ainsi découvert une seconde région réguatide 650 pb, appelée LTiorfg term
expressiofy située en aval de LAP1. Son mécanisme d’actiarpas encore été clairement
défini, mais elle semble capable de maintenir iNé€& du promoteur LAP1 au cours de
I'infection latente, faisant de celle-ci un élémetjulateur de type « enhancer » du promoteur
LAP1 (Lokensgard 1994, Margolis1997).
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Figure 14 : Représentation schématique de I'organégion du promoteur des LAT.

Le locus abritant les LAT est certainement la ragioanscriptionnelle la plus
complexe du génome de HSV. Ainsi un autre promotgpelé LAP2, débutant juste apres le
nucléotide +1 de transcription, et finissant danpdrtie 5’ de I'exon 1 du LAT 2kb a pu étre
mis en évidence (Goins 1994, Maggioncalda 1994p#&c1993). Tout comme LAP1, LAP2
contient des sites de fixation pour plusieurs factdranscriptionnels cellulaires dont Spl,
Ap2, E2F. De plus, il inclut aussi une région trieke en G+C, et une région riche en C+T,
caractéristiques des promoteurs des genes de méelagaire. Contrairement a LAP1, LAP2
ne contient pas de TATA BOX. Il semble régulé niégament par la protéine ICP4. Le
transcrit exact codé par ce promoteur n'a pas l&iéement identifié et son rble exact est

encore a ce jour inconnu.

Dans le but d’étudier l'activité du promoteur de8TLet plus particulierement de
LAP1 en absence de facteurs viraux, une lignéedesstransgéniques a été établie (Gussow
AM et al 2006). Celles-ci possedent un génome dagsel on a inséré une séquence
correspondant a celle du LAT de 2kb sous la dépwredde sa région promotrice. Cette étude
a montré que ce promoteur est potentiellement datis de nombreux types tissulaires, mais
gue seul les neurones sensitifs sont capables oitemia de facon stable une expression des
LAT 2kb au cours du temps. Cela conforte I'idée Haetivité promotrice de LAP1 dépend
du type cellulaire et ne nécessite pas la présdiacdres facteurs viraux (Gussow AM et al
2006). Ainsi, la latence étant exclusivement déeatans des cellules neuronales, on peut
penser que des facteurs transcriptionnels neurosauixresponsables de la surexpression du
LAT.

La relation entre le virus et son héte dépend dmrfaétroite du LAT, puisque
I'échange des loci du LAT entre les types 1 eeH&V inverse les sites de latence des virus
ainsi génétiguement modifiés. De fait, un virus HEWansformé avec la région LAT d’un
virus HSV-2 établit sa latence dans les neuroneka ddaine ganglionnaire sacrée avec la
méme efficacité qu’un virus HSV-2 sauvage. Invemsetnun virus HSV-2 modifié avec le

locus LAT de type HSV-1 établit sa latence danskasrones sensitifs du ganglion trijumeau
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avec la méme efficacité qu'un HSV-1 sauvaBertke ASet al. ? 2001). Il apparait ainsi que
les loci codant les transcrits LATs influencenttestent la capacité du virus a établir une
infection latente efficacement dans certaines tyesonaux sensitifs (trigéminés pour HSV-

1 et sacrés pour HSV-2).

Au cours des dix derniere années, d’autres trassmni été attribué au locus codant
pour les LAT. Un petit transcrit appelé UOL (upstraf LAT) est produit a partir d’'une
région située immeédiatement en amont du promot@il, sur le méme brin que le LAT
mineur (Naito et al 2005). Dans la méme régionauitne transcrit de 700 pb a été découvert.
Il a été montré comme débutant en amont de LAPL €Ztal 1999)( Ghiasi Het al 2002).

Il fut également découvert en 2002 par Perng (Petiad)2002) des transcrits anti-sens
du LAT mineur. Au nombre de 3, ceux-ci sont nommésLAT (antisens to LAJ Le
premier posséde un promoteur chevauchant en parpeomoteur LAP2 et est transcrit a
partir d’'une région dans LAP1, les deux autres kEgpAL2 et AL3 sont transcrits a partir

d’'une région interne au LAT de 2kb.

Il est important de noter que seuls les trans&A3 (majeur et mineur) issus du
promoteur LAP1 sont exprimés de fagcon abondantandua latence du virus alors que tous

les autres transcrits sont exprimés uniqguementgrend phase lytique de I'infection.

A la fin des années 90, deux transcrits correspanaldextrémité 3' du LAT de 8,3
kb contenant des ORF codant pour des protéineslégsp® et O furent découverts. Le
premier d’entre eux correspondant a 'ORF P, caule pne protéine de 233 aa dans le cas de
la souchesynl17et pour une protéine de 248 aa dans le cas aritdnsKOS Cette différence
dans la taille des deux protéines est due a laepcésd'une répétition de triplets de
nucléotides codant pour trois acides aminés : adanyrosine et proline dans la souche KOS.
Le transcrit codant pour I'ORF P est presque cotapient antisens du gene RL1 (codant
pour ICP4) a I'exception de 24 nucléotides. LaipaBt du transcrit est chevauchante du
second ORF codant pour la protéine O. ORF O code ypae protéine de 300 aa dans le cas
de la souchsynl7alors que celui-ci est interrompu dans le cassdeshesKOSetF, ce qui

donne naissance a des produits de 160 ou 173 aa.

Il a été montré qu’au cours de la phase réplicalédinfection, le promoteur de ces

deux transcrits était réprimé par la protéine ICB4. plus, durant la phase lytique de
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l'infection, la production du transcrit du géne Rlahtisens du transcrit contenant 'ORF P,
semble interférer avec la synthése des transaittenant 'ORF P (Randall et al 1997a;
Randall et al 1997Db).

Des études menées avec des mutants, exprimanterenaonstitutive chacune des
protéines O et P, ont montré que, durant le cydktieux, I'expression des protéines ICPO et
ICP22 était retardée mais que le cycle viral ntgtas affecté a en juger par les titres viraux
obtenus avec ces mutants. Des expériences de doyliniele menées sur P ont montré que
cette protéine interagissait avec des protéinespliczeosome. Ceci pourrait expliquer son
action sur les protéines ICPO et ICP22, qui soodpites a partir dARNm maturés par
épissage (Randall et al 2000). Dans une émdevo, il fut montré par les mémes auteurs,
gue lI'absence de ces deux ORF ne perturbait passken place et le maintien de la latence
(Randall et al 2000). La protéine O a été moingdiétl en raison de son absence de
conservation au sein des souches de HSV-1. Cepenbast intéressant de noter gu’une
étude a montré que le promoteur des LAT influerreexpression.

Plusieurs mutants de la région LAT ont été contstrdi@ns le but d’identifier leur réle
exact dans le cycle biologique du virus. Une desnigres difficultés, rencontrée par toutes
les équipes, est la présence dans le locus du LAfrails génes codant pour des protéines
indispensables pour la réplication du virus : ICRIR4 et ICP34.5. Chacun de ses gene est,
au moins partiellement, antisens du gene des LAfdant impossible la construction d’'un

virus délesté de I'ensemble du locus LAT.

Une autre difficulté rendant I'étude des LAT fagtigse est qu’il n’existe pas a ce jour
de modeéle de latenge-vitro. De plus, le choix du modele animal ainsi que lacke virale
utilisée modifie les observations phénotypiques rpan méme type de modification
géneétique. Il est néanmoins a ce jour admis qusolais reste un modéle de choix pour
I'étude de la latence, en raison des faibles frege® de réactivation spontanée du virus dans
ce modeéle. Le lapin est quant a lui plutét utilisdir les études portant sur la réactivation et
ses conséguences cliniques (évaluation des prazgthérapeutiques, par exemple).

A ce jour, pas moins de neuf phénotypes distinot#t sttribués au LAT et plus
particulierement a la région comprenant le promotediP1 et le LAT de 2kb. Ces deux
éléments semblent intervenir dans (i) la neurogimag, (ii) I'établissement de la latence, (iii)

la nature des neurones infectés de facon latemjda(neuro-protection, (v) les mécanismes
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de réactivation et (vi) les interactions avec lporése immunitaire. A I'échelle de la cellule,
on leur attribue (vii) des fonctions anti-apoptatg, (viii) une influence négative sur la

transcription des génes lytiques du virus et (ixy@le sur I'état de la chromatine du virus.

1.3 Influence des LAT sur la réactivation.

Historiquement, il s’agit du premier phénotype ibtté au LAT par la communauté
scientifique. Des études menéi@svivo, comparant des virus sauvages ou délétés pour
différentes partie de la région 5’ du géne (promotg/- début du gene) avaient montré un
taux de réactivation diminué pour le virus mutaoelque soit le modele animal utilisé
(Bloom et al 1994 ; Hill et al, 1990 ; Leib et &89, Perng 1994). Cette réduction du taux de
réactivation est particulierement marquée dans adéhe murin aprés choc hyperthermique

(Sawtell et al 1992) ou chez le lagomorphe aprestion d’adrénaline (Bloom et al, 1994).

Depuis la découverte des LAT, plusieurs virus coatg des délétions de différentes parties
des LAT ont été construits. Le type de délétioedtiée, le modele animal utilisé et les

principaux phénotypes observés sont résumeés ddigaite 15.
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Figure 15: Représentation des différents mutants deonstruction pour I'étude du role
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1.4 Influence des LAT sur I'établissement de la latence

Les premieres études menées par des techniqueSodBlot et de PCR semi
guantitative n'avaient pas montré de différenceclarge virale dans des ganglions infectés
de facon latente entre des virus mutés dans le AlBur révertants (Sedarati al 1989,
Steineret al ; 1989). Néanmoins, I'avancée des techniques a pesimicours du temps de
mettre en évidence une réelle diminution de la cépales virus mutants a établir de la
latence. Avec sa méthode dite contextuelle qui perdianalyser individuellement les
neurones sensitifs du ganglion trigéminé, Sawtatloamtré que I'invalidation des LATs réduit
d'un facteur deux le nombre de neurones infectédagen latente par rapport au virus

sauvage (Sawtedit al 1997).

Ce premier résultat fut confirmé dans d’autres syg@tudes basés sur I'expression de
gene rapporteur (Perng et al 2000, Thompstaad, 2001). Finalement le développement de la
PCR quantitative a confirmé une réduction d’'undact4 du nombre de génomes présents
dans des ganglions latents lorsque ceux-ci somcté@é par un virus délesté des LAT
(Thompsonret al, 2001). L'analyse globale des données sur le sugnduit a admettre que
le LAT facilite I'établissement de la latence ensagnt a la fois sur le nombre de particules

virales présentes dans les sites de latence etiténe de cellules infectées.

Ces résultats ont dans un premier temps pousséniagnauté a s’interroger sur la
capacité du virus a réactiver en absence de LATsaBi absence diminue le nombre de
particules virales présentes durant la latencegemhble alors logique d’observer moins de
réactivation. La plupart des études utilisent ohegants dont la délétion inclut les régions
promotrices et toute la partie 5’ du géne jusqga’anbitié de l'intron correspondant au LAT
2kb. Des études utilisant des virus porteurs détidés plus petites n’ont pas retrouve les
phénotypes observés dans les études précedentédsil(€f al 2004). Cependant, I'analyse
conjointe de toutes ces études montre qu’'une séguaymportant les 1900 premiéres paires
de base du LAT est essentielle pour obtenir deaait#§s normales d’entrée en latence et donc

de réactivation.
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1.5 Influence des LAT sur la neuro-virulence.

La plupart des délétions de tout ou partie ded@orécodant les LATs ont des effets sur
la capacité du virus a infecter I'hote (Pestgal 1999 & 2001). Certaines délétions procurent
au virus une virulence accrue, conduisant a la m@rftanimal tandis que d’autres semblent
diminuer le pouvoir pathogéne du virus (Garletral 1997). Il est important de noter
gu’aucun des mutants de délétion obtenus a cenpsemble étre affecté pour sa propagation
en cellules en culture. Ceci suggéere d'une partabsence de rdle des LAT durant le cycle
lytique et d’autre part I'existence de facteurssprés exclusivement dans le neurone qui sont

nécessaires a I'établissement de la latence.

1.6 Influence des LAT sur le lieu de la latence.

Comme mentionné plus haut, la séquence du locus $&ilible affecter le tropisme
cellulaire dans lequel le virus peut entrer enflege Il a été montré que lorsqu’on échange les
séquences du LAT entre les types 1 et 2 de HSWjrles mutant acquiert un tropisme
correspond au type de LAT acquis. Ainsi, une souéype HSV-1 modifiée avec le LAT
d’'un HSV-2 entre plus efficacement en latence etaetive plus volontiers dans les neurones
de la chaine ganglionnaire sacrée que dans lesmesidu ganglion trigéminé, alors que c’est
inverse pour un virus HSV-2 modifié avec le locuAT de type 1. Plus récemment, en
utilisant un modéle d’infection par scarificationroéenne (le détail des différents modes
d’inoculation du virus sera donné dans le chapitedériel et méthode), une équipe a montré
gue le locus LAT confere au virus la propriété aldir une infection latente dans une sous
population particuliére de neurones sensitifs, EgpA5, dont la seule propriété identifiée a
ce jour est d’exprimer a la surface I'épitope GadltdicNAc-R (Fendersoet al 1983 ;Yang
et al ; 2000)(Imaiet al2009). La méme expérience menée avec le virus H8Vrdntré que
les neurones du ganglion trigéminé infectés derfégi®nte expriment a leur surface I'épitope
Gallnl-Gall31-NAc-R, caractéristique d'une autre sous-poputaticeuronale nommée
KH10 (Margoliset al 2007). En culture cellulaire, des expériencestiége des séquences
LAT entre le type 1 et 2 de HSV ont montré querdpisme pour les neurones A5 ou K10
était effectivement lié au type viral dont est issWAT. La nature du lien et les mécanismes

biologiques en cause n'ont cependant pas été @slairce jour.
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1.7 Influence des LAT sur la protection des cellules ngonales et
leur effet anti- et pro-apoptotique.

Une des clefs de la mise en place de la latencke esaintien du réservoir de cellules
infectées au cours de la phase aigiie du cycleubtigour permettre au virus de basculer d’'un
cycle lytique vers un état de latence, il a étéppse que les LAT puissent moduler
'expression de la protéine ICPO, réduisant aireffitacité de I'ensemble de la cascade
transcriptionnelle. Cette hypothése est née desdpkation que le nombre de neurones
infectés dans un ganglion trigéminé d’'une souriscigée avec une souche virale déficiente
pour I'expression des LAT (dite LAT-) est deux fomindre que lors d’une infection par la
souche virale sauvage correspondante (Thompsoavaelb 2001). Ces résultats suggéraient
gue la présence de LAT bloquait le cycle Iytiquevitus et/ou facilitait I'entrée en latence

grace a un effet protecteur pour la survie desamas infectés.

La publication de référence sur le r6le des LAT sdémn survie neuronale repose sur
'analyse d’'une souche LAT- obtenue par délétios dacléotides -161 a +1667 du locus
LAT, englobant ainsi le +1 du début site de traipsiom du LAT mineur (8,3kb) et une partie
de la région correspondant au LAT 2kb. Les autemtsobservé par TUNEL une quantité
accrue de cellules apoptotiques 7 jours apréfettion par la souche mutante par rapport au
virus sauvage et au révertarfPefng et al 2002). Ces résultats furent confirmés par
guantification du nombre de neurones exprimantrtdéme PARP clivée (caractéristique de
I'apoptose), de l'ordre de 25% de la populationroeale infectée par la souche mutante
contre 8% lors d'une infection par le virus sauv@igerng et al 2000). Par ailleurs, il a été
montré que la région du LAT est impliquée danshifition de la caspase 3. L'ensemble de
ces données montrent que I'expression des LATS gted@® maintenir un pool de neurones
infectés, nécessaire a I'établissement de la latditompsonet al, 1997)(Pernget al,
2000)(Thompsowet al, 2001).

Des études complémentaires menées sur des cefamsgoirement transfectées par un
plasmide codant pour les nucléotides 301 a 2659dumineur ont montré que plus de 75 %
des cellules transfectées étaient capables deterésislinduction de I'apoptose par les
ceramides (famille de lipides) ou les fumonisinagdptoxinesémises par certaines especes de
champignons du sol) (Perng et al 2000). Les nivedenprotection de cette construction
codant pour le LAT sont comparables a ceux dépaisr des constructions comportant la

protéine inhibitrice de I'apoptose du baculoviriGplAP). Comme les céramides et les
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fumonisines n’induisent pas l'apoptose de la méagori, I'une agissant sur la voie des
récepteurs de mort, l'autre sur la voie intrinséqileest probable que le LAT bloque

'apoptose en agissant sur une étape commune @ecgsvoies probablement au niveau de la
mitochondrie. De plus, une étude récente suggerdagprésence de LAT semble activer, plus
ou moins directement, un fort niveau de protéineTAlrotéine kinase B impliquée dans la

voie de signalisation de la survie cellulaire, mmibant lapoptos€Li et al 2009).

1.8 Influence des LAT sur la réponse immunitaire spécifue.

Des travaux issus de différentes équipes ont manteépendant la latence, une sous-
population de neurones infectés dans les ganglidigéminés de souris sont entourés par des
cellules lymphocytaires T CD8 (Knickelbein, J., Et al. 2008.) (Branco, F. J., and N. W.
Fraser. 2005.). Une observation similaire a pdewi été faite dans les ganglions trigéminés
humains. Il est maintenant admis que la répondanmhatoire chronique, en particulier la
présence de lymphocytes T CD8, favorise le maintiena latence (Verjanst al 2007).
Cette hypothése est appuyée par des études mogtrane granzyme B a la capacité de
cliver la protéine ICP4 (Knickelbein, J. Eet al 2008). Le clivage de cette protéine virale
essentielle mettrait ainsi fin a linitiation du ag réplicatif, et donc au processus de

réactivation.

Etonnamment, ces premieres études n’avaient pagmévidence d’augmentation de
'apoptose consécutive au relargage de granzymarBep cellules lymphocytaires. En effet,
le granzyme B est une sérine-protéase présentdetagsanules cytotoxiques des cellules NK
et TCD8. Tout comme les caspases, le granzyme Becaprés un acide aspartique, ce qui lui
permet d’activer les caspases, en particulier $pase 3 (Chowdhury, D., and J. Lieberman.
2008. and Pardo, J., et al. 2009). Une fois likas la synapse immunologique, il aurait
donc da activer I'apoptose, permettant ainsi lardeson de la cellule infectée par HSV-1.
Ce n’est que deux ans plus tard que I'absence wuttiwh de I'apoptose dans ce contexte a été
attribuée a la présence des LAT. Dans des cultelglaires de deux lignées neuronales de
souris transfectées pour les LAT, les auteursnomttré que le granzyme B n’active pas la
caspase 3 (Jiang ¥t al2011 ; Carpentest al2011). Les résultats de cette expérience ont été
étendus a des cultures primaires de cellules nalenmais a ce jour il n’existe aucune
preuve du blocagm-vivo, par les LATSs, de l'activation de I'apoptose ind@ugar le granzyme
B.
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Les LATs semblent aussi avoir un role sur le cdatde I'extinction lymphocytaire
CD8+ dirigée contre HSV-1. Une étude vivo a montré que le nombre de lymphocytes
activés ainsi que la sécrétion de Td\N&t d’IFN-y étaient moins important apres infection par
une souche virale LAT- par rapport a la souche age(Chentoufet al ,2011). De plus, le
nombre de lymphocytes CD8+ dirigés contre |'épitgjBos-s0s5) €tait moindre dans les TG
infectés par le virus sauvage. Par ailleurs, iiéaobservén vitro que des cellules neuronales
de souris transfectées pour le LAT présentent wgenantation du niveau d’expression de
PD-L1, ligand du récepteur PD-1 et du CMH1. Comarefixant son ligand, PD-1 favorise
I'activation et I'expansion des cellules lymphogsga(Yao, s 2006), il apparait que la
présence du LAT dans des neurones a une tendauter 'expansion lymphocytaire mais

leur fait perdre leur spécificité antivirale.

1.9 Action des LAT sur la transcription des genes virau.

Puisque les LATs sont, de loin, les transcritswirées plus abondamment exprimés
pendant I'infection latente, on peut penser quertaluction de LAT est incompatible avec la
transcription des autres genes viraux. En étudgsnprofils transcriptionnels de deux souches
virales LAT-, il est apparu deux phénotypes stnwat opposés quant a la transcription des
autres genes viraux. Ainsi, en utilisant la sou€lXS dans un modele murin, la présence des
LAT semble diminuer I'expression des génes lytig(@ken et al 1997), alors que I'opposé
est observé avec un arriere-plan génétique desyp®7+ dans un modéele lapin (Giordani et
al 2008). Il est difficile cependant dans ce tgpexpériences de faire la part des phénomenes
liés a la génétique du virus et de I'hdte (on cdinles différences importantes entre le lapin et
la souris concernant les taux de réactivation spw® du virus). Cependant, les avancées
récentes sur les différences génétiques entrddes souches virales et notamment sur la
régulation épigénétique de I'expression de leurogees, il semblerait que le mode d’action
des LATs sur I'expression des geénes lytiques se#uboup plus dépendant de la souche

virale que du modéle animal concerné.

.10 Action des LAT sur I'état de la chromatine

La régulation épigéenétique de I'expression des ganmux est maintenant connue
comme un phénomeéne central de la régulation erdremde de réplication et période de
latence du virus. En effet, il existe une corrélatiorte entre I'état de la chromatine et le taux
d’expression des difféerents genes de HSV-1. Lesdedtude chlP chromatin
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immunoprecipitatioh réalisés sur des ganglions de souris infectéesagden latente ont
montré qu’il s'agit plutét d’une régulation passger les maturations post-traductionnelles
des histones et non le résultat de la méthylatiorgéhome latent (Kubat et al 2004 a,b,
Bloom et al 2010).

Pendant la latence, le locus LAT est enrichi engwaurs d’euchromatine, état
favorable a la transcription, a savoir une acétytaties lysines 9 et 14 de I'histone 3 et une
diméthylation de la lysine 4 (Giordanni 2008, KuB&04b). Cependant, il existe, la encore,
des difféerences entre les souches virales. PosodaheKOS, I'analyse de mutants LAT- a
montré que I'état de condensation de la chromat;neemble pas lié a une transcription du
LAT ni a la présence du promoteur du LAT (kubatkt2004a), alors que le méme type de
mutations introduites dans la soudynl7+entraine une diminution de I'enrichissement en
histone DiMe H3K4 au niveau du locus des LAT, syma d'une diminution de la
permissivité de la région pour la transcription.nBae cas le promoteur des LAT semble
avoir un pouvoir suffisamment fort pour mainterir état transcriptionnel actif. L’explication

de ces différences entre les souches virales esll®nent inconnue.

Des études de cinétique de la répartition des neargud’euchromatine sur I'ensemble
du génomen vivo ont montré que les régions codant pour des gé&rR4,ITK, ICP8, ICP27
étaient enrichies en marqueur deuchromatine auetu mesure de linfection et de
I'établissement de la latence (Wang et al., 200&)jui n’était pas le cas avec un virus LAT
Cela suggérait que la présence des LAT réprime dasres genes en facilitant

I’euchromatisation de leurs locus.

Toutefois, en 2009, d'autres études ont conclu sardsultats différents, rendant tres
débattu le réle exact des LAT sur l'état de la omtine virale (Cliffe et al., 2009,
Kwiatkowski et al., 2009). S’il existe un consengwsir dire que la chromatine virale évolue
au cours du cycle viral vers un état répressif fable a la latence, le mécanisme exact par
lequel le LAT influe sur cet état reste débattuwiiPeertains, cette propriété serait plus liée au
transcrit LAT lui-méme qu’'a son promoteur. En ces,cle transcrit interagirait par un
mécanisme qui reste a détailler, avec des prota@apables d’entrainer ces modifications,
comme celles de la famille des PRQgmlycomb repressive comp)exesponsables de
I'établissement et du maintien des modifications kistones H3 par méthylation de la lysine
27(triMe H3K27) (Clement C et 2011 ; Danaher Ral&005).
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.11 Par quel(s) mécanisme(s) les LAT influent-ils surwant de
phénotypes ?

Plusieurs propriétés phénotypiques ont donc étibwades au locus des LAT, mais a
'heure actuelle, aucun mécanisme commun ne perdiexpliguer I'ensemble des
observations. Pour tenter de résoudre cette énitangrande majorité des études se sont
concentrées sur I'étude du LAT2kb, car toutesstmsches virales auxquelles les phénotypes
sont associés sont génétiqguement modifiées patiateliu promoteur et/ou du début du LAT
2kb, alors que les autres types de mutations @er@nt pas les mémes résultats. Cette idée
est renforcée par I'observation qu’au cours deatarice herpétique, seul le LAT 2kb et ses
dérivés (1,5 et 1,45 kb) s’accumulent dans lesaras infectés.

Dans les paragraphes qui suivent, nous allons pasger en revue les différents modes

d’action qui ont été proposés pour le LAT afin @geguer les divers phénotypes observés.

[1.11.1 Le LAT g : régulateur antisens de la protéine ICPO ?

Le chevauchement partiel mais dans une orientati@arse entre le gene RL2, codant
pour ICPO, et le gene codant le LAT 2KB, a condkst premiers auteurs a suspecter un réle
régulateur des LATSs sur I'expression de ICPO pamdacanisme dit antisens (Stevens 1987).
Cette hypothése permettait d’expliquer les obsemat montrant que I'expression
constitutive du LAT 2kb est associée a une dimorwtu nombre de transcrits du gene RL2
et de la charge virale pendant la phase aigludrdfedtion (Mador et al 1998). Cependant, la
démonstration directe d’'une régulation par mécaaismtisens du LAT2kb sur le transcrit
RL2 n'a pas été concluante (Mador et al 2003) &kedaypothese n’est plus actuellement

retenue parmi les mécanismes d’action potentiedd dd's.

[1.11.2 Le LAT kg code-t-il pour une protéine ?

Plusieurs protéines sont impliquées et expriméexdad la latence de certains
gammaherpesviridae Jusqu'a ce jour, aucune protéine traduite arpdutiLAT n’a pu étre
mise en évidence de maniere formelle méme s’itexie nombreux cadres ouverts de lecture
(ORF, open reading framjedans ce locus. Cependant, plusieurs argumeritteptaen faveur
d’'une production peptidique a partir de ces ORFe Wrutation des divers ATG initiant les
ORF putatives dans la partie du génome correspondanLAT 1,5kb (sous-produit
d’épissage du LAT 2kb) entraine une moindre réaist des cellules infectées a I'apoptose
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(Carpenter el al 2008). Une autre ORF putativegsitsur le géne codant le LAT 1,5kb, mais
antisens de ce dernier, pourrait conduire a laymrtioh d’une protéine nommée AL3(Jaber et
al 2009). La production d’anticorps monoclonauxaétip de la protéine synthétique a permis
de retrouver un signal dans des expériences d’'iromanguage sur des coupes de ganglions
trigéminés infectés de facon latente. Parmi leseauUDRF capables d’étre traduites dans des
modéledn vitro, aucune ne semble réellement conduire a la primtudée protéines vivo. I
n’'est cependant pas exclu que les produits puissenmt des niveaux d’expression trop faibles
et/ou des demi-vies trop courtes pour que leurctiéte soit impossible avec les techniques
actuelles. Cependant, la faible conservation de @B$ au sein des différents alpha-
herpesviridaeet des différentes souches de HSV-1 souleve latigmed’'un réle biologique

réel.

[1.11.3Le LAT o peut-il affecter la biogenése des ribosomes ?

C’est au cours d’études visant a déterminer sidescrit du locus LAT était capable
d’étre utilisé par la machinerie cellulaire de tration pour donner naissance a des protéines
gue les premiéres observations de l'influence d&% kur les ribosomes ont été effectuées
(Nicosia et al., 1994 ).

En voulant vérifier que I'absence de protéine timdea partir du LAT n’était pas la
conséquence d'un défaut de reconnaissance de ctebair la machinerie de traduction,
Nicosia et al. ont montré, au cours d’expérienceatimentation, que le LAT 2kb migre avec
la grande sous-unité ribosomique (Nicosia et @941). Une analyse plus fine a ensuite
montré qu’une quantité significative de LAT estamiSe aux polysomem- et ex- vivo
(Goldenberg et al 1997 a,b). La liaison entre &8l Let les ribosomes semblait méme
beaucoup plus forte que celle attendue entre unrARNson ribosome (Ahmed et al 2001).
A l'aide de cellules transfectées pour le LAT 2kbisptraitées par des inhibiteurs de la
biogenése des ribosomes, les méme auteurs ontémgqudr I'interaction entre le LAT et la
sous unité 60s du ribosome est irréversible, saggéue le LAT 2kb pourrait se comporter
comme un ARNr (Atanasiu et al 2007). Ces auteutsamssi montré que le LAT peut
s’associer aux proteines de la famille des hnRNRdetefogeneous nuclear
ribonucleoproteinsdont certaines sont impliquées dans la pluparteisanismes d’épissage
et de maturation des ARNm. Le rdle exact des LAfisdzette interaction reste a définir.
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[1.11.4Le LAT ,xg comme régulateur de I'épissage des genes viraux et
cellulaires ?

Les expériences menées dans notre équipe ont mentdgmparant différents types
de tissus neurologiques infectés de facon aigie lpténte, que globalement plus le LAT est
abondant moins on détecte la forme épissée ductianRL2, et plus on observe
laccumulation de formes non-épissées de ce tran@daillet et al 2006). En culture
cellulaire, une autre étude a montré que la pr&sdncLAT influait I'épissage des transcrits
du géne Bclx (Peng 2003). L'ensemble de ces donsidggere que le LAT pourrait aussi

réguler I'épissage de certains transcrits virawedtlaires.

[1.11.5Le LAT 2kg comme source de micro-RNA (mi-RNA) ?

Une des derniéres hypotheses émises sur le réleAdesest qu'ils pourraient agir en
tant que microARN (miARN).

Les miRNA sont des ARN non codants de 21 a 23 otideés de long, qui sont
désormais considérés comme des acteurs majeurdadaggailation de I'expression génique.
lls interagissent avec la région 3'UTR des ARN ragsss par complémentarité de base entre
les deux éléments. Chez les plantes, la complémniénentre le miARN et 'ARNmM est
presque parfaite. Ceci engendre la dégradation’ARRNIm cible suivant un processus
semblable au mécanisme d’ARN interférence, avediuage endonucléasique qui se produit
au milieu du duplex miIARN-ARNmM (Jones-Rhoades e2@06).

Chez les métazoaires, les bases de I'appariemérd emARN et ARNm sont tout
autres, puisque la complémentarité entre le mIARNA®RNmM est imparfaite. Cependant, cet
appariement suit des regles précises, dont cestam@ indispensables a la répression exercée
par le miARN sur 'TARNm. Dans ce cas de figure,s ®IARN contrélent I'expression
génigue aux stades post-transcriptionnels en régylB l'initiation de la traduction, (2)
I'élongation de la traduction, (3) la protéolyse mieptide naissant, et enfin (4) la stabilité du

messager en guidant sa déadénylation.

Des analyses bio-informatiques ont permis d’idertiles miRNA potentiellement
codés par le transcrit mineur du locus LAT (Krareerl 2011, Mulik S et al 2012). Leur
surexpressioim vitro a montré un effet inhibiteur sur I'expression gestéines ICPO , ICP4,
ICP34.5 (seulement dans le cas de HSV-2 pour adeltg(Tang et al 2008a,b ; Umbach et
al, 2008). Certains de ces miRNA pourraient ausgiler des transcrits neuronaux, puisque
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d’autres miRNA jouent un réle dansddencingde génes cellulaires . Is#lencingde genes
neuronaux comme de génes pro-apoptotiques faaititétablissement et le maintien de la
latence. A ce jour aucune expérience n'a permisotdirmer cette hypothese in-vitro ou in-
Vivo, en partie I'absence de souches génétiquemedifiées pour la seule expression de ces

MiRNA n’a pas permis de confirmer les prédictiorsibformatiques.

[1.11.6 Le locus du LAT.kg peut-il jouer un réle de « super enhancer » ?

La partie 5’ de la région codant pour les LAT, dang partie du premier intron (LAT
2kb), n’est pas seulement importante pour I'expoesgu LAT lui-méme, mais pourrait aussi
agir en trans sur dautres genes en jouant le réleerdiancer (Berthomme et al
2000)(figurel6). De plus, il a été démontré queecedgion jouait un rble important pour le
maintien a long terme de I'expression des LAT panda latence c’est pourquoi elle est
dénommée, région LTE.¢ng Term ExpressigrfLokensgard et al 1994, Margolis et al 1993)
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Figure 16: Représentation de la région du LAT implguée dans le maintien a long terme

de I'expression des LAT et pendant la latence.e réle denhancer du LAT est localisée dans la
région 5’ du géne, qui comprends, les promoteurBLAt LAP2, la région LTE, et une partie du LAT 2kb

Sa localisation distale par rapport aux promotepmientiellement situés jusqu‘a
plusieurs milliers de pb, pourrait stimuler I'egpsion d’autres génes viraux en recrutant des
protéines activatrices. Cette hypothése est coblpatvec certains des phénotypes des
souches LAT-, notamment ceux liees aux proprietégulatrices de [I'activité

transcriptionnelle et anti-apoptotique.
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Une des composantes majeures de ce systeme eStdaverte récente de sites de
fixations pour les protéines de la famille des CT@#nelio 2006b). La protéine CTCF
comporte 11 domaines en doigt de zinc qui posséede activité de régulation
transcriptionnelle dépendante de la phosphorylatigien qu’un seul site de fixation soit
nécessaire a l'activité régulatrice de la protéiceyx-ci sont souvent organisés en serie,
permettant d’accroitre I'affinité de la protéineupcsa cible (Chao et al 2002 ; Weth et al
2011). La fixation de la protéine avec sa ciblempEr de bloquer I'interaction entre un
enhanceret un promoteur, limitant ainsi I'action activati de lenhancer (Cuddapah
S,2009)(figurel?7). La protéine CTCF permet aussi blecage de la diffusion de
I'hétérochromatine pour un locus donné. Grace ayséeme, deux genes situés sur le méme
chromosome et soumis aux mémes séquences réggdatrigeuvent s'exprimer

indépendamment I'un de l'autre.

Il CTCF binding motif
()  CTCF protein

¢ enhancer

enhancer

ar a < @ L P

P1

Figure 17: Représentation schématique du mode d’aon de la protéine CTCF sur la

régulation de la transcription

La recherche de domaines de fixation pour la pretd TCF sur le génome de
I'herpés a mis en évidence deux sites de fixatfmpekés domaines B1 et B2, situés de part et

d’autre de LAP1, en plus de cing autres domaingartis sur le génome (Amelio, et al 2006 a
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, b). La région B2, située dans la région codantAd 2kb, semble capable de contréler

I'expression de son propre locus et des genesingais.
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Figure 18: Schéma représentant la position des donmes de fixation pour la protéine

CTCF sur le locus des LAT .La fixation de la protéine CTCF avec les régioriseB /ou B2 permets de
bloquer I'interaction entreénhanceret un promoteur, virales ou cellulaires, permétéamsi au locus des LAT
de réguler I'expression d’'autres génes.

Un mécanisme de régulation supposé se feiaita formation de boucle ADN-ADN
entre les régions Bl et B2 et d’autres régionagidn aux protéines CTCF présentes sur les
génomes viraux ou cellulaires, permettant aingitiVation ou la répression de promoteur
(figure 18).

.12 Le LAT kg peut-il agir a travers une combinaison de ses
différents mécanismes ?

A ce jour, la multitude des phénotypes attribués &ahTs rend trés difficile

I'établissement d’'un modele unique permettant pligxier leurs modes d’action.

Au vu de la complexité du locus des LAT, il estgibke d'imaginer que les produits
de celui-ci puissent agir par différents mécaniswiasplusieurs voies simultanément pour
promouvoir la latence et la réactivation. |l estseescommun de penser que la diversité des

transcrits codé par le locus lui-méme puisse a@tsolrce des différents phénotypes a ce jour
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observés. Néanmoins, sion se base sur I'ensatebldonnées disponibles, on peut réduire a
une seule région l'attribution des phénotypes gaoir des virus mutants pour les LAT. Cette

région est définie par le promoteur LAP1 et le Lév&jeur de 2kb.

Cette limitation conduit & proposer un modeéle déacisur la régulation et le maintien de la

latence par les LAT a deux niveaux.

Dans un premier temps il semblerait que le prontdt&P1l et sa région avoisinante
n'aient pas qu'un réle sur la transcription des IsAMajeur et mineur. lIs pourraient aussi
jouer le réle d’enhancer capable d’activer la teaipgion de genes codants pour des protéines
impliquées dans le maintien et I'établissement aléatence (cellulaires et/ ou virales), en

jouant sur I'état de la chromatine des genes cogsgffigure 19).

Activation de la transcription
de génes viraux ou cellulaires

>

| U | pe
-_—

X

Repression de la transcription
de génes viraux ou cellulaires

Figure 19 : Schématisation du mode d’action du las des LAT sur I'expression de

genes viraux et cellulaires

Ce réle de « super enhancer» sur I'expression besg&iraux et cellulaires a en partie
été démontré pour les genes viraux avoisinantg@epts dans le locus des LAT (notamment
ICP0O) expliquant ainsi comment LAP1 peut favori$établissement de la latence en
bloguant I'expression de genes qui sont défavosableelle-ci et en en activant d’autres qui
lui sont propice. Ce modele souffre néanmoins derles. En effet, le blocage ou 'activation

spécifiqgue des genes cellulaires, impliqueraitrizsspnce de génomes viraux au voisinage de
/1



ceux-ci. Cela se heurte a deux problemes : preming il a été démontré que des neurones
infectés de facon latente pouvaient héberger urbnewariable de génomes viraux (Lomonte
et al, 2012). Cette variabilité implique que le rwen de locus des LAT pouvant agir a
différents endroits du noyau est aléatoire et dgue le nombre de genes potentiellement
régulés l'est aussi. Deuxiemement, il est conveapenser que si le LAT pouvait agir en
trans sur d'autres geénes cellulaires, cela suppibsgue les génomes viraux seraient
distribués toujours de la méme maniére (au voisrdes genes a réguler) dans des neurones
latents, or a ce jour il n’existe aucune étude ttanmt de dire que la distribution des génomes

latents n’est pas aléatoire.

La seconde partie du modéle concerne le mode diadti LAT de 2kb qui a ce jour
est vu comme un ARN non codant puisque aucune ipeoténctionnelle n’a jamais été
obtenue a partir de celui-ci. Par ailleurs, le LLgsTn’est ni coiffé, ni polyadénylé. Ceci et son
statut d’intron rendent difficile son export hors doyau et expliquent pourquoi il n’est pas
retrouvé libre (ou seulement en trés faible quéntians le cytoplasme des cellules infectées
de facon latente. Enfin, sa structure en laridtabisence de maturations propres aux ARN
messagers rendent trés peu probable la possikjlité puisse étre pris en charge puis traduit
par les ribosomes pour donner naissance a unam@Eo&est pourquoi, la possibilité que son
action puisse se faire via la traduction d’une §ir@ « couteau suisse » qui serait capable de

bloquer ou de modifier les différentes voies daalgation est hautement improbable.

Un ARN non codant (ou ARNnm pour ARN non-messagst)un ARN, issu de la
transcription de I'ADN, qui ne sera pas traduitpeatéine par les ribosomes. L'importance
guantitative et fonctionnelle des ARN non codané&tétrés longtemps sous-estimée. On en
connait aujourd’hui une grande diversité. Par exengbors que seulement 1,2% du génome
humain est traduit en protéine, il apparait qu'lmen plus grande partie est transcrite en
ARN. Les ARN non-codants assurent diverses fonstipour la plupart déterminées par la
structure spatiale gqu’adopte la molécule d’ARN en rgpliant sur elle-méme (ou en

interagissant avec sa cible - souvent un autreeauid|éique -).

Avec actuellement plus de 600 familles d’ARN namants connues et répertoriées
dans des banques de données, il est difficile lliéta quelle famille le LABk, pourrait
appartenir et donc d’en déduire un mécanisme dwagtrécis. Dans I'hypothese ou le LAT

serait un ARN non codant il est essentiel que fection de celui-ci permette d’expliquer
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'ensemble des phénotypes observés. Certainesvalbiesis sur les caractéristiques du LAT

peuvent néanmoins orienter notre réflexion.

Ainsi, une des particularités du LAT de 2kb esttr@’éun intron épissé lors de la
maturation du LAT mineur. L'étude de la distributides tailles des introns, au sein d’espéces
allant de la plante & ’lhomme en passant par lacim®et la souris, a révélé que les introns de
grande taille (supérieure a 1 kb) n’étaient pagplas répandus au sein du monde eucaryote
(Figure 20). Il semblerait donc que le virus deetibés ait gardé ou acquis au cours de son
évolution un intron d’'une taille peu fréquente. t€atbservation est d’autant plus notable que

le virus code pour plus de 100 transcrits parnguess seuls cing (LAT inclus) sont épissés.
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Figure 20: distribution de la fréquence des intronsen fonction de leur tailles au sein de
guatre espéce :Arabidopsis thaliana; Drosophila mahogaster; 'homme, et la souris.
(Hong et al. 2006).

Une autre particularité du LAT de 2 kb est gu’ilmaintient sous la forme d’un lariat
stable. Le maintien de la structure en lariat @ésaud fait que lors de I'épissage, le 2'-OH du
ribose responsable de l'attaque sur le phosphata genction exon-intron en 5’ n’est pas
porté par une adénosine mais par une guanosindiaisan ainsi formée ne serait pas

reconnue par I'enzyme impliguée dans I'étape deahdimnement nécessaire a la libération de
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l'intron (dans le cas présent le LAT de 2kb). Laae nucléophile du 2'-OH du ribose sur la
guanosine est orientée grace a la formation d’uge boucle qui faciliterait ainsi la
présentation du nucléotide (Krummenenhacher €t98l7). Le maintien sous forme circulaire
de 'ARN empécherait alors I'action des Rnaseautalies contribuant au moins partiellement
a la stabilité du LAT 2kb dans la cellule infeci@ukerjee 2004, Wu 1996, Wu 1998, Ng
2004, Krummenacher et al 1997) .

De plus, la richesse en GC du LAT de 2kb enviro% &tnsi que le grand nombre de
séquences répétées (stretch de T ; stretch ddrét¢ls de G et de C) suggére aussi que le

LAT est un ARN qui posséde une structure secondaingplexe (Figure 21).

Nucleotides| Nombre | Pourcentage
A 320 16,37
C 735 37,60
G 555 28,39
T 345 17,65

Figure 21: fréquence de chaque nucléotide retrouvdans la séquence du LAZp.

L'idée que le LAT adopte une conformation secoreldiautement structurée, le
rendant résistant a la dégradation, est supporéesg capacité a s’accumuler dans les
neurones infectés de facon latente ainsi que pgrasale demi-vie estimée a 24h (Thomas et
al 2002). Comme pour les autres ARN, trois typesteractions détermineraient la stabilité
de la structure du LAT. La premiéere est une couatidn électrostatique liee a la formation
des liaisons hydrogénes entre les bases. La seestdlempilement des plateaux des paires
de basesstacking qui donne naissance a des interactions de vaM@eals. La troisieme
composante est l'interaction avec le solvant agetules ions de la solution dans laquelle se
trouve le LAT, en particulier la présence de catiafivalents comme Mg souvent
nécessaires pour neutraliser la charge des groupiempkosphate du squelette de I'ARN. Le
repliement et la formation d'une structure tridisiennelle par I'ARN implique en effet le
rapprochement de ces groupements phosphate, cestjudéfavorable en l'absence de
contrions. Le groupement 2'-OH porté spécifiquenpamtles riboses de I'ARN (mais absent
dans I'ADN) joue également un réle dans la st&biit la formation de la structure, en
formant des liaisons hydrogénes avec les bases.
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Par ailleurs, certains ARN peuvent adopter plusiexonformations alternatives en
fonction de la liaison d'un ligand (protéine, petinolécule...) ou des conditions physico-
chimiques (force ionique, pH). Cette constatapourrait alors expliquer pourquoi le LAT
de 2kb ne s’accumule que dans les neurones ouofeditions physico-chimiques seraient

favorables a la formation de sa structure secoagiis tertiaire.

L'existence de structures secondaires et tertidies définies dans les ARN est un
des éléments importants de la fonction d'un certaimbre d'entre eux. Ces structures leurs
permettent de former des sites de liaison pourligesids sélectifs, petites molécules ou
protéines, et, pour les ribozymes, elles leurs paent d'assurer des fonctions catalytiques.
Ainsi la supposition que le LAk, posseéde une organisation structurelle complexgéesag
gu'’il peut posséder des fonctions précises qui peugtre modulées par son environnement

physico-chimique ou par son association a d’autrelecules.

.13 Comment un intron de grande taille sous forme circlaire
peut-il agir sur autant de voies de regulations ?

En raison du grand nombre de phénotypes attribuétAd de 2kb, ainsi que la
multitude de processus cellulaires ou viraux gtdiliche, il est nécessaire d’imaginer un
modele dans lequel le LAT de 2kb agirait sur un ané&mme commun a I'ensemble de ses

voies.

Lors du début de ce travail, deux phénotypes saig@rque le LAT pouvait avoir
comme cible difféerents ARN. Tout d’abord, il sembEktre capable d’agir sur I'épissage de
transcrits viraux (Maillet et al., 2006) et cellués (Peng et al, 2003). Ensuite, il était retrouvé
associé aux ribosomes probablement parce qu’il gibwe lier aux ARNr les constituant
(Nicosia et al., 1994 ; Goldenberg et al., 1997).

Ces résultats étaient particulierement intéresspatse qu’en ciblant les ARN viraux et
cellulaires, le LAT pouvait agir suffisamment enarhpour pouvoir modifier la régulation
de plusieurs processus. On pouvait concevoir qué\Tede 2kb était un élément capable de
reconnaitre des ARN possédant une séquence nddgeti particuliere ou une structure

secondaire (tige boucle), ou bien en complexe ameqrotéine précise.

La capacité apparente du LAT a interagir avec aédea nucléiques et a influencer

I'épissage, ainsi que sa structure en lariat et gepriétés rappelant celles de certains
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eléments mobiles d’origine procaryote, nous a suggge le LAT pouvait se comporter
comme un élément mobile utile au virus pour coetréétablissement de la latence au cours

d’une infection. C’est sur cette hypothése quet €esstruit le travail de cette these.

Avant de présenter les résultats, il est nécesdaifaire un état des lieux des propriétés
des différents éléments mobiles eucaryotes décdesjour.
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Chapitre Il

Les éléments mobiles
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.1 Generalités

C’est aprés plusieurs décennies d’études génétejuasléculaires (travail commenceé
en 1940 et poursuivi jusqu’a sa mort en 1992) gab&a Mc Clintock a mis en évidence
chez le mais des phénomenes d’instabilité génétigiadle a attribué a un élément mobile
nommeDs (pour dissociation) et a son compagnon I'élémfen{pour activateur). Au cours
de ses travaux, Barbara Mc Clintock a montré eaildémment fonctionnaient les éléments
Ds et Ac en particulier comment ceux-ci font intervenir degcanismes de transposition
conduisant a l'altération de I'expression des gémesins. Ce travail a révolutionné les idées
précédemment admises sur la stabilité du génorevert la voie aux conceptions modernes

de fluidité, de variabilité, et de constante réargation du génome.

Il est aujourd’hui connu que tous les organismegieonent au sein de leurs génomes
des éléments mobiles qui au cours de I'évolutioh emvahi le génome. Ainsi, 45% du
génome de 'homme est composé par des élémenspdsables ou des séquences qui en
dérivent, contre environ 15% chBzosophila melanogastest plus de 70% chez le makeg
maig, comme chez la plupart des angiospermes. A elldesla présence de ces éléments

peut expliquer d'importantes différences dansdiie$ du génome d'organismes proches.

Chez les bactéries, les éléments transposabledédécrits pour la premiére fois dans
les années 60. Les premiers travaux concernaierdétauverte du bactériophage Mu
responsable de multiples mutations par inserticgz &scherichia coliK12 (Taylor et al ,
1963). Ultérieurement, les equipes de Shapiro eSw@elinger ont rapporté I'existence de
mutants dE. coli dans lI'opéron galactose et relié ces mutants spésta l'insertion de
matériel génétique (Shapiro et al, 1969, Michaelisal, 1969). Finalement, chez les
bactéries, certaines transmissions de résistamnceardibiotiques ont été reliées a la présence
d’éléements transposables (Watanabe & Fukasawa).188@c I'évolution des connaissances,
il est devenu de plus en plus évident que ces @lEngenétigues mobiles faisaient aussi
partie intégrante du paysage génomique des prdestyo
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.2 La classification des éléments mobiles eucaryotes.

La multiplication des projets de séquencage de mésaca permis la découverte d'un
nombre grandissant d’éléments transposables, rendaassaire un systeme de classification
de plus en plus précis. A ce jour, les grandeslfkesndécrites le sont sur la base de leurs
mécanismes de transposition, sur la présence loselfee de certaines fonctions, sur le besoin
de séquences-cibles pour leur insertion et suatare de ces séquences. Actuellement, les
eléments transposables eucaryotes se répartissdatig grandes classes.

Les éléments de la classe |, aussi appelés r&moeglts, se disséminerta un
intermédiaire ARN grace a une machinerie enzymaticpdée par I'élément lui-méme. Ce
mécanisme est souvent résumé par I'expression ierecpler ». Généralement de grande
taille (quelques centaines a quelques milliers aleep de bases), ils peuvent représenter une
part importante des génomes (voir par exemple Sgundlliet al,1998). Plusieurs sous-classes
et sous-familles peuvent ensuite étre distinguésensles caractéristiques structurales
(présence de LTR, ordre des genes) et phylogémstidhinsi,Tam et al erz005 repartissent
les éléments de classe | selon une hiérarchieidédar leur complexité. Les rétrovirus sont
les éléments les plus complexes, capables de gsidea et de quitter le volume cellulaire. A
'opposé, les LINE Iong Interspersed Nuclear Elemgrdont des entités tres simples,
autonomes, incapables d’infecter d’autres cellules.

Les éléments de la classe Il, appelés transpodoABN, codent une enzyme, la
«transposase», qui reconnait les extrémités déentéht, I'excise et l'insére ailleurs dans le
génome. On parle dans ce cas de « couper-collelus.courts que les éléments de classe |,
leur mode de transposition limite leur importancev®elume de séquence. Cependant, les
éléments de classe Il jouent un réle évolutif inbgalr (Kazazian,et al 2004).

Enfin il existe dans les organites de certains gates, des éléments mobiles tels que
les introns autocatalytiques qui ont une originecparyote.

Aucun systeme de classification des éléments tomadpes n’étant complétement
accepté, nous avons fait le choix d'opter pour présentation simplifiée des différentes
classes d’élément transposables nous permettast @ décrire la majeure partie des

mécanismes engendrant leurs mobilités.
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111.3 Les éléments mobiles des organites cellulaires

[11.3.1 Les introns du groupe I
111.3.1.1 Généralités

Initialement découverts dans les organites desispget des végétaux et des
champignons, les introns de groupe Il ont été tem 1993 chez les bactéries (Ferat &
Michel, 1993). On pense d’ailleurs que ces élémeértagent initialement présents chez les
bactéries dont certaines espéeces seraient lesresmcits mitochondries et des chloroplastes
(Ferat & Michel, 1993). Grace aux programmes deisggage a grande échelle des génomes,
on a découvert que les introns du groupe |l étatedg largement répandus parmi les
procaryotes et, en 2008 , plus de 200 intronsrdupg Il avaient été identifiés dans une
centaine d’especes bactériennes.

Les introns du groupe |l se replient en une stmeciecondaire conservee, constituée
de six domaines arrangés autour d’'une boucle der{tvthchel & Ferat, 1995). Le domaine V
est le plus conservé et correspond au site actiftshizyme. Un cadre de lecture est localisé
dans la boucle du domaine IV et code pour une drgptase inverse (RT). La protéine est
constituée des sept domaines communs a toutesTlesRi que d’'un domaine X et d’un
domaine En. Le domaine X porte I'activité de maserde la protéine et le domaine En a une
activité de nucléase utilisée lors de la réactemabilité (Michel & Ferat, 1995).

lIs transposent via un intermédiaire ARN, appel@doziyme, qui agit comme une
enzyme. Le ribozyme catalyse vitro sa propre excision a partir du transcrit primaiae n
procédé d'auto-épissage. L’'activité maturase depriaéine qu’il code coopére avec le
ribozyme pour faciliter la mobilité de I'élément (dhel & Ferat, 1995, Feradt al, 1994).
Les introns du groupe Il sont localisés en majoerédehors de cadres de lecture. On les
trouve le plus souvent sur des plasmides ou lacalens des flots de pathogénicité. Une
classification a été établie sur la base des pkylieg construites a partir des séquences des
ORF. Huit classes ont été définies : CL, ML, A, B, D, E et F. Toutes ces classes sont
retrouvées chez les bactéries. Seules les classeB At F sont retrouvées chez les

mitochondries (Tooet al, 2001, Zimmerlyet al, 2001).
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[11.3.1.2 Structure des introns du groupe Il

Les introns du groupe Il se replient en une stmectecondaire conservée constituée de six

domaines arrangés autour d’'une boucle centralen@2 )(Michel & Ferat, 1995).
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d’apres Michel & Ferat, 1995 et Zimmerly et al 2001
Figure 22 : Représentation schématique de la strugte secondaire des introns de

groupe Il A.

Le domaine V est le plus conservé et corresporsitatactif du ribozyme. L'ORF est

localisé dans la boucle du domaine IV et code la(Rfichel & Ferat, 1995).
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[11.3.1.3 Mécanisme réactionnel
111.3.1.3.1  Auto-épissage et assemblage du complexe

ribonucléoprotéique

Le chemin réactionnel de l'auto-épissage est idertia celui des introns des ARN pré-
messagers nucléaires et aboutit, aprés clivaggyaton des deux extrémités 5" et 3’, a la
formation d'un lariat (Lambowitz & Zimmerly,2004)@ure 24).In vivo, I'auto-épissage
requiert I'assistance de l'activité maturase. La & lie au domaine IV de lintron. Les
interactions protéine-ARN, qui se créent, entradinem changement de conformation de
l'intron aboutissant a son auto-épissage. Apréssape, la RT reste liée fortement a I'intron
et, par cela, augmente la fraction active des i@aide mobilité (Lambowitz & Zimmerly,
2004).
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Figure 23: mécanisme d’épissage des introns de gimel Il.Représentation simplifiée
des différentes étapes d’'épissage des introns depegrll, au cours desquelles deux réactions
séquentielles de trans-estérification ont lieu,utissant a la formation d’un lariat.

1.3.1.3.2 Mobilité des introns du groupe Il

Le mécanisme de mobilité est caractérisé par leme® de homing ou retrohoming
(Cousineatet al, 1998). Le complexe ribonucléoprotéique (RNP) neait un site spécifique
sur ’ADN dépourvu de l'intron et ’ARN s’insére da le brin sens de '’ADN au niveau de la

jonction des exons (Michel & Ferat, 1995). La ré&actest catalysée par le ribozyme mais
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facilitée par la RT comme pour I'épissage. Le doreatn de la transposase clive le brin
antisens et le domaine RT copie I'intron en ADNa.réaction démarre a I'extrémité 3'OH de
I’ADN clivé qui sert alors d’amorce (Lambowitz & @imerly, 2004). En général, la mobilité
des introns du groupe Il est trés spécifique deaiime séquence spécifique d’environ 35 pb
dépourvue d’intron. Les introns du groupe |l sonssa capables de s’insérer dans des sites
ectopiques a un plus faible taux ; il s’'agit alata mécanisme de rétrotransposition
(Cousineauet al., 1998, Martinez-Abarca & Toro, 2000). Une troisiempessibilité de
mobilité existe chez les introns de la classe Cintion s’insére dans des motifs précis non
linéaires impliquant éventuellement une structoale de 'ADN (Dai & Zimmerly, 2002,
Granlundet al, 2001, Robertst al, 2008).

.4 Les éléments transposables de classe |

Les éléments transposables de classe | ou rétspwaans ont la particularité d’utiliser un
intermédiaire ARN qui sert a la fois de support pdai synthése d'un brin d’ADN
complémentaire par transcription inverse, et dgstp pour la traduction de I'ensemble des
protéines nécessaires au cycle de rétrotranspuosiinsi, une copie intégrée synthétise des
ARN capable de s’intégrer a d’autres endroits, edtent ainsi la multiplication du nombre
de copies de I'élément mobile. On distingue hisioement deux sous-classes de

rétrotransposons.

.4.1 Les rétrotransposons a LTR.

Les rétrotransposons a LTR sont des éléments géeédtiayant de nombreuse
caractéristiques commune a celles observées clserétmvirus, exception faite de leur
incapacité a se propager de cellule en cellule.

Les rétrotransposons ont été détectés dans desngéraussi varieés que ceux de la
levure (Ty), des insectes (éléments de type copées,plantes (Cinl du mais, Tntl du tabac)
et de la souris (les séquences IARrécisternal A particle).

A ce jour, aucun rétrotransposons a LTR actif rté& identifiés chez 'hnomme, en
revanche les rétrovirus endogenes de la famikeHtERVs sont les éléments génétiques les
plus proches des rétrotransposons a LTR observéspprésentent a eux seuls environ 7% du
génome humain (Figure 24).
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Figure 24: représentation de la structure des rétreirus endogenes humainssur la figure,
sont représentés les sites dupliqués de l'inse(li@D, target site duplicatio)) le géne GAG, le géne Prt qui
code pour la protéase virale, le géne POL qui gaale la polymérase virale qui posséde l'activité & pour
l'intégrase (INT) et le géne ENV.Les régions répstéerminale (LTRong tandem repegsont indiquées en
noir.

Les génomes des rétrovirus et des rétrotranspasurdes organisations similaires. lls
présentent les caractéristiques suivantes :
- a chaque extrémité, des LTR identiques constitleéssséquences U3, R, U5 sont retrouvés
en orientation directe ;
- les séquences des rétrovirus comprennent enajénétre genes dont l'ordre gsig-pol-
env Les protéines codées par la région Pol (RT éghaise) sont nécessaires a la réplication
des rétrovirus. Le géngag code pour les protéines de capside. Chez legna#iaposons, le
géneeny, codant pour les protéines d'enveloppe, est absanf dans le cas dg/psyde

Drosophila melanogastgFigure 25)
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Figure 25: Structure des différents types de rétronsposons a LTR. Chez les
rétrotransposons, I'utilité du géne gag n'est pasre élucidée. Le géne pol code pour une polyp@tdui,
aprés protéolyse, forme les protéines requises [gotransposition, notamment une protéase nécesaaia
maturation protéolytique des diverses protéinesliuges dans cette étape, une transcriptase invense
Rnase H qui permet la dégradation de I'ARN lorslal€ormation de I'hétéroduplex ADNc-ARN et une
intégrase, qui permet l'insertion de I'élément dangénome. Les rétrotransposons a LTR sont sudgdiven
deux groupes principaux suivant l'ordre des donmapetéiques du gene pol. Chez les éléments de type
Tyl/copia, l'intégrase se trouve du c6té 5' dedascriptase inverse alors que chez les élémentgpdeTy3,
elle se place du cété 3'. Enfin, chez certain®t@nsposons a LTR du groupe gypsy/Ty3, on troussiaine
troisieme ORF, le géne env.

Les rétrotransposons, comme les rétrovirus, ontaampée d'ADN intégrée dans le
génome de I'hnbte (appelée provirus pour les ratueyi Cette copie sert de matrice a la
synthese d'un ARN polycistronique qui sera utij@@ir différentes fonctions. Il peut étre
traduit pour fournir les protéines nécessaires @pdication du rétrotransposon. Il peut étre
inversement copié en ADN qui peut s'intégrer ailedans le génome.

Le cycle de réplication des rétrovirus a été paligcement étudié. Ce modele de

rétrotransposition est valable a la fois pour é&sowvirus et les rétrotransposons.

L'amorcage du cycle de la transcription inverseassuré par la fixation d'un ARNt
dans la partie U5 du LTR 5. La synthese par lasteptase inverse s'effectue jusqu'a
I'extrémité 5' du LTR, ce qui produit une molécdlaDN d'environ 200 pb. La transcriptase
inverse, par son activitt ARNase H, dégrade alaRN complémentaire jusqu'a la partie R.
La partie 3' de la copie d'ADN ainsi libérée s'ligbralors sur la partie complémentaire du
LTR 3'. La synthése du premier brin d'ADN est aogwnpléte. L'activité ADN polymérase de

la transcriptase inverse permet la synthése duieiaaxbrin d’ADN. On obtient une copie
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d'ADN linéaire a deux LTR qui s'intégrera dans éngme. Dans certains cas, une copie
circulaire a deux LTR est obtenue mais elle ne $empas pouvoir se réintégrer. L'intégrase
coupe de facon décalée au site d'insertion et@sadigation des extrémités aux deux LTR,
générant ainsi une duplication du site cible dé¢ glad'autre des LTR.

Les études des rétrotransposons montrent quiilsedest des caractéristiques
générales semblables a celles décrites précédenpagniies rétrovirus. Les éléments Ty sont
présents dans le génome de la levure a raison de@8s pour Tyl et 6 copies pour Ty917.
De plus, environ 100 copies de LTR indépendantsdl@s « d solos ») sont détectées. Les Ty
complets font environ 6 kb de long. Deux ARNm, ddesix phases de lecture différentes,
sont produits. Un ARN de 5,0 kb code pour les pne® TyA (Gag) et TyB (Pol). L'élément
Tyl est détecté sous forme de VLP (particules ge tyirale) qui ne sont pas infectieuses
mais qui comprennent des molécules d'ARN, d'’ADNbibrin et les protéines transcriptase
inverse et intégrase.

Chez la drosophile, une vingtaine de familles défifdes de rétrotransposons sont
présentes dans le génome. Elles sont dites dectoypad'apres le nom de la premiere famille
décrite. Chaque famille d'éléments comprend 10 adples par génome, le nombre variant
selon les espéeces et les souches. L'élément copia ngueur de 5 000 pb comprenant deux
LTR de 276 pb et présente un cadre de lecture bdeet 227 pb codant les protéines Gag et
Env. Il ne présente pas de caractere infectieuxcétare, chebDrosophila melanogasteil a
ete démontré recemment que l'élément gypsy estétrotmansposon infectieux; c'est le

premier rétrovirus décrit chez les insectes (Matilal 2005).

[11.4.2 Les rétrotransposons humains sans LTR

Ces éléments ont également une phase ARN dans Yele de transposition. lIs
difféerent des rétrotransposons car ils ne possquEntle LTR. Les principaux représentants
font partie des superfamillesLeng Interspersed Nuclear ElementgLINE) et Short
Interspersed Nuclear Element$SINE). Les LINE sont autonomes et codent desepres
similaires &agetpol alors que les SINE sont non-autonomes mais possédgsipromoteurs
pour 'ARN polymérase Il (Feschotte et al., 200B; &abot et al.,2005; Wicker et al., 2007).
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11.4.2.1 Les éléments L1
11.4.2.1.1 Généralités

Au sein du génome humain, il existe plus de 500 @ffies d’éléments mobiles de
type LINE (L1), résultant de leur mobilisation cionte au cours des 150 millions d’années
d’évolution qui ont conduit & I'espéce humaine depmon apparition. Ils représentent a eux
seul pres de 17% du génome humain, ce qui faixdesiéléments transposables humains les
plus représentés. Les éléments L1 complets ontangeieur d'environ 6 kb. Cependant, la
majorité des éléments détectés dans les génomesibintne délétion du cbté 5' et ne sont
plus capables de transposer. On estime aujourdinenviron trois a quatre mille éléments
L1 sont intégrés de facon compléete et que seulemqearante a soixante sont toujours actifs.
A l'inverse, on estime qu'il existe plus de troidlmméléments mobiles de type L1 actifs chez
la souris (Deberardinis, et al 1998 ; Naas et288). A titre d’exemple chez I'hnomme,
l'insertionde novod'un élément L1 dans le géne du facteur VIl adoind des mutations qui
se sont traduites par une hémophilie A et une angertion dans le gémaycest associée a

un type de cancer du sein.

[11.4.2.1.2 Structure

Les éléments L1 ont une taille d’environ 6kb, ettsarganisés de la maniere suivante.
lls possédent en 5 une région non traduite UTRtranslated region qui contient un
promoteur nécessaire au recrutement de 'ARN polgs®de type [ISwergold et all990),
deux ORF et une région 3'UTR contenant signal di-pdenylation de taille variable
(Babushok et al ,2007). Le premier cadre ouveledeire, ORF1, code pour une protéine de
40 kDa capable de se lier a 'ARN. Le second cadreert de lecture code pour une protéine
pouvant remplir deux réles, une fonction de traipsase inverse permettant la synthese du
brin complémentaire et une fonction d’endonucléssmessaire a la coupure du brin d’ADN
cible de la transposition. L’'ensemble de ces élésent impliqués dans le mécanisme de
transposition de I'élément L1, faisant de celuleciseul élément mobile humain autonome
(Figure 26).
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Figure 26: Représentation schématique de la structa des éléments Line humainssur la
figure, sont représentés les sites dupliqués dedition (TSDarget site duplicatio)) les régions non traduites
en 5’ et 3’ du transcrit (5'UTR et 3'UTR). Les de®KF sont indiqués en magenta. L'ORF1, code poar un
protéine de 40 kDa permettant la liaison a TARNORF2 code pour une protéine ayant une fonction de
reverse transcriptase (RT) et une fonction d’endl#ase (EN) ainsi qu'un domaine en doigt de Zinc (C

111.4.2.1.3 Mécanisme de transposition

L’'importance du nombre de copies d’élément L1 hgégrar le génome humain est la
résultante d’'un mécanisme basé sur la duplicatiohéteément Llvia un intermédiaire ARN
appelé rétrotransposition (Figure 27).

La premiere étape de la rétrotransposition estaastription de celui-ci par I'ARN
polymérase de type Il qui reconnait un site detifixasitué sur le promoteur lui-méme
présent dans la région 5" UTR (Lavie et al 2004ergwld et al 1990). L’ARN est ensuite
exporté dans le cytoplasme de la cellule ou les DBRF2 sont traduites. Chacune des
protéines a une forte affinité pour 'ARN et peuy sssocier pour former une RNP
(ribonucleoprotein particlePpucetet al 2001, Wei et al 2001). La RNP retourne érsians

le noyau par un mécanisme encore trés mal compris.

88



@ OFFIp

() ORF2p = RT-erdo DNA-PKes

Ku comp lex
B Kucomplex 8

7. Bynthesze du second /l ; —
it1 dADN Artemi
brin ¢ ADN o x\@( rtemis U gaselV
— l 9. Ligation
. Ll T 15
el Mouvelle integration i ot

8. Eéparation

8. Coupure du 2nd A

brin dADN
ECCR1/XPF S,
x ADN cible. une | T,
5. Synthese de 'ADNe TS . l 1. Transcription
3

4. Coupure du ler PP P
brin d'ADN

Cytoplasme -
et 2. Traduction

3. Formation de la ENP

D @\.mn
L1 RNP ORFIp | ()ORF2p

" oS
d’apres A.Beauregard et al 2008

Figure 27: Représentation schématique des différees étapes de la rétrotransposition

des éléments L1.

L’intégration a proprement parler de I'élément L fait via un mécanisme appelé
TPRT target primed reverse transcritipriMoran et al 1996, , Cost et al 2002), qui futipo
la premiére fois décrit pour I'élément R2BM présehez le ver88ombyx Mori(Luan et al
1993)

A ce jour, les étapes et le mécanisme exact du TRRBont pas completement
élucidés. Il peut étre néanmoins décrit de la nrmargaivante : il débute par le clivage du brin
négatif d’ADN, grace a l'activité endonucléase perpar 'ORF 2, le site de coupure ayant
généralement lieu au niveau de la séquence cors&BLTT /AAAS’. Le 3'OH ainsi libéré
sert d’amorce a la transcription inverse initiée gette méme ORF. Le second brin d’ADN
est alors clivé a son tour pour permettre la sysghdu brin complémentaire. La ligation des
brins et la réparation du site de clivage restemtétapes les moins bien comprises, mais il est
fortement supposé que cette étape fait appelleratiinerie de réparation cellulaire (Gilbert
et al 2005).

Apres intégration, des marqueurs de transpositiuvent étre observés. Il peut s’agir

d’une troncation de la partie 5’ de I'élément Liriatié au décrochage de la RT au moment
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de la transcription du®1brin. On observe aussi une queue poly A en 3’&@érhent intégré.
Enfin, le clivage de 'ADN n’étant pas franc, ilayune duplication de la séquence d’insertion,
cette duplication pouvant varier de 2 a 20 nuctissti

[11.4.2.2 Les éléments non autonomes : Sines. L'exemple delsi A

Il existe plus d'un million de copies d’élément Allans le génome humain. Ce
nombre important est le résultat de leur mobilatcontinue au travers de 65 millions
d’année d’évolution. Les éléments Alu sont donc &éments transposables les plus

représentés dans le génome humain.

TsD TsD
CIHE

monomére de gauche monomére de doite

Figure 28: représentation schématique de la structe des éléments Alu humains

Un élément Alu est d’'une longueur de 300 pb, s&csire est formée par deux régions
répétées (monomeres) d’environ 120 pb résultamd dgsion de deux séquences dérivées du
gene codant pour I'ARN 7SL (figure 28).Chaque segeest séparée par une région riche en
adénines de 60 pb. La région 5' contient un proangieur '’ARN polymérase Il (RNAPIII).
L’élément se termine par une région de longueurakl, de type oligo(dA). Comme les
éléments Alu ne possédent pas des signaux de wsmmpour la RNAPIII, la transcription
de I'élément Alu peut s'étendre jusqu'a un terneimatle la séquence en aval (généralement
une série de quatre ou plus thymines consécutived)nverse de I'élément LINE, Les
éléments Alu ne codent pas pour une ORF et sord pas des rétrotransposons autonomes.
Pour leur mobilité, les éléments Alu détournent mtaachinerie moléculaire de
rétrotransposition codée par les éléments L1. Leaméme leur permettant d’utiliser la

machinerie des elementL1 est a ce jour tres mapas(thopez-Flore et al 2010).

[11.4.2.3 Les éléments SVA

Les éléments SVASINE-VNTR-Alu ont été actifs tout au long des 25 millions
d’année d'évolution des hominoides. A ce jour, me@mpte environ 3000 exemplaires dans

le génome humain dont 42% sont complets.

90



Un élément SVA complet est d’'une longueur d’envitbkb et est composé par 5

régions successives (Figure 29).

Re&petition
TSD  d'Hexamer. (37-51 pbn TS50
CCCTCTin) Alu-Like VNTR SIMNE-R Airi #

Figure 29:représentation schématique de la structwr des éléments SVA humainsur la

figure sont représentés les séquences hexamé(iQa&sT CT) pouvant étre répétées n fois, la séquditee

Alu-like, la région dite VNTR \ariable number of tandem repgat la séquence appelée SINE-R.

On retrouve une séquence hexamérique (CCCTCT) powétee répétée n fois, une
séquence dite Alu-like composée par deux fragmetisens, suivie par une petite séquence
d’origine inconnue, une région dite VNTRafiable number of tandem repgabmposée de
répétitions de séquences de 35 a 51 nucléotidesppuetrouve une séquence appelé SINE-
R d’environ 490bp, dérivée de la partie 3’ du gengdes rétrovirus suivie d’'une partie du
LTR des rétrovirus endogéne HERV-K10. Enfin onaete une région polyA. L’ensemble
de cette séquence est flanquée par deux régiorisjaitgs (Wang et al 2005). Les éléments
SVA ne contiennent apparemment pas de promotezniaitet pourraient s'appuyer, au moins
en partie, sur l'activité de promoteur des régitarsquantes pour leur transcription. Comme
les éléments Alu, les éléments SVA sont non-aut@soat sont sans doute mobilisés par la

machinerie de rétrotransposition des éléments L1.

.5 Les transposons a ADN

Les éléments de classe Il se caractérisent pa&rchkessité de produire une copie d’ADN
pour transposer. Ce sont des composants de géeraumsssvariés que ceux des bactéries,
plantes, insectes, poissons et mammiferes. lisntqoeur une enzyme, la transposase, qui
posséde toutes les activités catalytiques nécessaila transposition de ces éléments. De
plus, ils sont caractérisés par la présence d{ifRerted terminal repeatgn orientation
inverse, a chaque extrémité du gene de la transposa

Le mécanisme de transposition des transposons @aétéulierement étudié chez les

bactéries. Les travaux réalisés sur les transpaaaregyotes en dérivent essentiellement.
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Chez les bactéries, on détecte les unités transiessées plus simples d'organisation, les
séquences d'insertion (IS). Chez coli, environ 10 copies de chaque famille d'IS sont
présentes dans le génome. Les IS sont des unitésoawes codant pour les protéines
nécessaires a leur propre transposition. Chaque Ifossede qu'un cadre de lecture ouvert
codant pour la transposase. Les familles d'IS diffidrentes en séquence mais présentent les
mémes caractéristigues dans leur organisation.l&esont de courtes séquences d'environ
1000 pb présentant des répétitions inversées talesi(ITR) de 10 a 40 pb et, au point
d'insertion, une duplication de la séquence cibteséquence du site d'insertion varie pour
une méme IS, mais pas sa longueur. Cette séqushde@iquée lors de l'intégration d'une
IS, ce qui conduit a en trouver une copie a chademité de I'élément. Les répétitions
inversées sont indispensables a la fixation detssposase.

La transposition est déterminée par une ou plusiptotéines spécifiques de chaque
élément transposable. Tous les éléments transgssedmprennent dans le segment d’ADN
mobilisé un géne codant une protéine essentialeéahsposase. Les éléments transposables
sont donc des éléments autonomes parasites desygemans lesquels ils se propagent. La
transposase va reconnaitre deux catégories destirte sites, d’une part les extrémités de
I'élément et d’autre part un site cible (non spgci¢), situé a un autre locus du génome. La
recombinaison transpositionnelle repose donc sunécanisme complexe qui fait intervenir
trois sites distincts séparés dans I'espace. Dg, pjivénement de recombinaison n’est pas
réciprogue, et est en général suivi d'une étapgydethése d’ADN consécutive aux étapes de

coupure et ligation essentielles pour I'échangebdies d’ADN.
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE

Ainsi que mentionné a la fin du chapitre 2, cewai propriétés du LA, et la
multiplicité des phénotypes associés aux mutamgsixidans le locus du LAT nous ont fait
penser que le LAT pouvait étre un élément mobile.

Le but principal de cette étude a donc été de déeronette capacité du LAk a
jouer le réle d’élément mobile. Nous avons toutbdt@ cherché a mettre en évidence sa
capacité a transposer dans le gene RL2 au coums ditection latente. Le choix du géR&2
comme cible du LA%, faisait suite a deux observations réalisées dankboratoire.
Premierement, il avait été montré que les tranRir ne sont pas maturés correctement dans
le ganglion trigéminé. Deuxiémement, 'auccumulatides LATs dans ces ganglions était
corrélée avec I'accumulation de transcrits nons&gsiu genBL2

Une fois que nous avons montré l'insertion du LAdnsl legéne RL2, la seconde

partie de ce travail a été consacrée a l'utilisatibapproches globales afin d’identifier les
diverse cibles du LALp.
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Chapitre IV :

Matériels et méthodes
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[11.1 Rationnel de note choix de modele animal

[11.1.1 Les prérequis du modéle animal idéal

Si le virus HSV-1 est naturellement un agent pathegde la seule espece humaine, le
large spectre d'h6te potentiel permet I'utilisatin plusieurs types de modéle animal pour
I'étude de la pathogenése virale, de la neuropadfelde la neuroinvasion et de I'infection
latente. Un modéle animal idéal serait en mesureedeter tous les aspects de la maladie
observée chez I'étre humain, depuis la primo-ildacjusqu'aux périodes de récurrences
clinique en passant par les phases d’infectiomtatelusqu’a présent, ce modele animal idéal
n'a pas été caractérisé. Il existe en revanchdeplisstypes de modélisation de I'infection
herpétique chez l'animal (en faisant varier I'egpé®dte, la souche virale et la méthode
d’inoculation), chacun d’entre eux permettant dlgeer une pu plusieurs aspects de la

pathogénie de l'infection herpétique.

Toujours de maniere idéale, le modéle animal les @pproprié pour I'étude de
I'infection latente doit permettre d’observer uneape d’infection totalement quiescente a la
fois cliniquement et biologiquement, puis d’obtedis réactivations dans des conditions
similaires a celles observées chez I'étre humaimezCun animal immunocompétent, ces
réactivations devraient donc étre a la fois spargarmmais rares, tout en étant inductibles par
des stimulis tel que le stress. En outre, la prinfeetion devrait étre assez peu agressive
pour limiter les séquelles tissulaires au niveau site d’inoculation et dans les tissus
neurologiques concernés par la période de diss@omnaitiale du virus, comme c’est le cas

chez ’homme.

[11.1.2 Les différents modeles utilisés de fagon historique

Les deux espéces animales es plus fréquemmergéaslipour les expérimentations
sur la pathogénie de HSV-1 sont le lapin et laisolwe cochon d’Inde est quant a lui la
référence dans les études sur HSV-2. Ces trois lsdaimaux ont fourni a la communauté
scientifique la grande majorité des données aemnelht disponibles sur la pathogénie des
virus HSV-1 et 2, notamment au regard des mécasiameliqués dans la latence et la

réactivation virale.

95



Le lapin présente I'avantage d’étre un animal dketsuffisamment conséquente pour
une observation clinique aisée et pour la réatisatie gestes chirurgicaux, le cas échéant. En
revanche, l'infection herpétique induite chez lpitaest marquée par une tendance a la
réactivation quasi-permanente (absence d’infectiatente proprement dite) et une
reproductibilité limitée des signes cliniques atlbgiques. Ce dernier point est notamment du
a I'absence de souches consanguines permettaimhitkr lla variabilité interindividuelle. De
méme, les outils biologiques a disposition pour Hsides chez le lapin (anticorps
monoclonaux par exemple) sont souvent moins fougoes pour d’autres especes. Enfin, le
lapin est un animal encombrant et couteux, ce iqutd rapidement le nombre d’individus

incluables dans les expérimentations.

La souris présente des avantages et inconvéniantsue points opposes a ceux de
lapin. Sa petite taille et le faible colt de soevébe permettent d’envisager des études avec
un nombre d’individus satisfaisant pour les tesasigiques. De plus, les outils biologiques
disponibles et l'existence de lignées consanguifesclite nettement les protocoles
expérimentaux. Enfin, I'infection herpétique chazsburis entraine rapidement une infection
latente (mais potentiellement réactivable), a comditoutefois de faire le bon choix de la
souche virale et des conditions d’inoculation (Qregt al, Soumis). Pour toutes ces raisons,
la souris est de loin I'héte le plus communémeiltsétdans les études sur les différentes

phases de l'infection herpétique.

La premiére démonstration directe de la capagtéiSV-1 a établir et maintenir une
infection latente dans les cellules neuronalegadémontrée chez des souris inoculées dans
les coussinets plantaires. Aprés réplication viealesite d’inoculation, l'infection latente était
observée dans les ganglions spinaux de la moahéép (Wagner EK, et Bloom DC. 1997).
C’est aussi dans ce modéle qu’ont été effectuégsriamieres études sur le transport du virus
le long des axones. Le modéle d'infection plantairdonc permis de poser les bases de la
compréhension des mécanismes impliqués dans laviadence. Ce modéle est désormais
plutét utilisé pour I'étude de HSV-2, en raisontdapisme plus important de ce virus pour les
ganglions spinaux que le virus HSV-1, dont le gpatsite de latence naturel est le ganglion
trigéminé (TG), situé dans la base du créane.

Le modéle murin le plus utilisé dans littératuse @e loin est celui dit de scarification

cornéenne (CS), dans lequel linstillation du visus la cornée est réalisée apres scarification
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de I'épithélium. Grace a cette manceuvre, les paeticvirales sont adsorbées par les cellules
cornéennes et les terminaisons des fibres serssititeicornéennes (d’origine trigéminale).
Des antigenes viraux sont d'ailleurs détectablessda cornée entre 2 et 8 jours post-
inoculation (Crepin et al, Soumis). Aprés pénébratidans la terminaison des fibres
nerveuses, la capside virale remonte le long deilia par transport rétrograde, a la vitesse
d’au moins 1cm par jour, pour atteindre le noyasi mkeurones du TG homolatéral ou débute
un nouveau cycle viral. Des antigénes viraux séteatables dans le TG dés f@%our post-
inoculation (pi), plus en abondance & partir 8 four, puis cela décroit par la suite, preuve
de I'entrée en latence du virus. Il existe ausg r@duction de la quantité d’ADN viral entre
le 6™ et le 26™ jour, ce qui traduit aussi une réduction, voire @xtinction du processus
réplicatif. Cette période est aussi caractériséeupa augmentation de la quantité des LAT
(Crepin et al, Soumis). Cependant, selon la sowafae utilisée, il peut persister au®8
jour post-infection certains marqueurs de la répion virale, notamment des ARN messagers
codant des protéines virales précoces, voire tesdiCes données concourent d’ailleurs a
remettre en question la réalité d’'une extinctiomptete de la réplication virale, donc d'un
réel état d'infection latente, dans le modéle C2&W®jour post-inoculation, en particulier
avec des souches virales comme KOS (Crepin etoains). Le modéle CS ne parait donc
pas le plus adapté pour avoir une idée précise dgi'd se passe réellement chez ’lhomme ou
les analyses de ganglion trigéminé post-mortemesséntiellement retrouvé du I’ADN viral
et des LAT, sans expression de transcrits codamt ges protéines virales (Mitchell et al,
2003). D’'une facon plus générale d'ailleurs, ung piencipales limites des modeles animaux
est la difficulté a reproduire ce qu’il se passellegnent chez 'homme. En patrticulier, de
nombreux isolats cliniques de HSV-1 sont extrémenmemirovirulents et labiles lorsqu’ils
sont inoculés chez I'animal, ou a l'inverse sonh mpathogénes. Finalement, le nombre de
souches de HSV-1 potentiellement a dispositionxgem@mentation animale courante est de
l'ordre d’'une quinzaine, ce qui est relativemenblfa si 'on compare a la diversité des
génotypes réellement rencontrés chez 'lhomme.

Afin de disposer d’'un modéle animal qui soit en unesde reproduire un peu plus
fidelement la maladie herpétique telle qu'obsenafez I'étre humain, notre équipe a
caractérisé dans les années 2000 un nouveau mudgéledit « oro-oculaire » (Labetoulle et
al, 2000, Son nom est lié au fait que la primo4dtita est réalisée dans la levre (pour se
rapprocher du principal site de primo-infection zhdhomme (Liesegang et al, 1989)), et

gu’elle entraine rapidement une infection herp@iqigué de I'iris et de la cornée de I'ceil
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homolatéral, avant d’'induire une infection latedéas les ganglions trigéminés, les ganglions
cervicaux supérieurs, la moelle, le noyau moteagrafaLabetoulle et al, 2003), autant de
localisations décrites chez ’'homme comme sitelatice herpétique (Mitchell et al, 2003).
Méme si I'infection oculaire chez 'homme n’est giment jamais concomitante de la primo-
infection, mais plutét retardée de quelques anfidesegang et al, 1989), ce modele murin
reproduit en de nombreux points chez la sourisvtee de propagation du virus dans le
systeme nerveux, depuis le site de primo-infedeoplus fréquent (les voies oro-pharyngées)
jusqu’aux principaux sites de latence observés €¢hemme. Pour toutes ces raisons, nous
avons privilégié l'utilisation de ce modele poursrtcavaux plutdt que celui de la scarification

cornéenne.

[11.1.3 Description précise du modéle murin oro-oculaire

L’inoculation de la suspension virale est réalidass la lIévre gauche de la souris. Une
lésion vésiculaire labiale, comparable & un bouterfiévre, est observée at"jour pi en
regard du site d'inoculation. AW jour pi, une infection généralisée apparait coetes les
souris, caractérisée par un hérissement du poihetperte de poids. Une infection oculaire,
essentiellement de l'iris, du corps ciliaire, etldecornée est observable chez les deux tiers
des souris & 6 jours pi., dont la moitié (soitienstde I'effectif total) décede entre [&"8et le
10°™ jours pi , alors que les symptdmes régressert legseautres souris jusqu'a disparaitre
complétement. L’analyse systématique des tissusalgis euthanasiées pendant les 10
premiers jours de l'infection a montré que la pgateon du virus HSV-1 se fait depuis la

levre dans plusieurs voies neuronales de facoriglard_abetoulle et al, 2000).

La premiere chaine neuronale positive pour I'exgiesd’antigénes viraux est la voie
autonome sympathique. Depuis la levre, le virus remtp les terminaisons nerveuses
sympathiques jusqu’au ganglion cervical supérie@CG) gauche, premiers relais
sympathique. Apres réplication dans les neuroneS@a, qu'il infecte totalement, le virus
remonte la chaine sympathique pour gagner la celamermédiolaterale gauche (IML) de la
moelle épiniére, avant de passer dans I'IML dreitere le 8™ et 16™jour chez un tiers des

animaux.

98



En parallele, le virus emprunte les terminaisonssié@es depuis la lévre gauche
jusqu’au ganglion trigéminé (TG) gauche, siége 'omérvation sensitive de la face, qu'il
atteint entre le %" et le 6™ pi, pour se répliquer dans les corps neuronauxtawde se
propager dans le noyau du tractus spinal trigérdméhypothalamus, la zona incerta, le
thalamus ventro-postérieur, qui sont donc les setaicondaires de l'infection du systeme
sensitif. Enfin, le virus injecté dans la levre m®page aussi via les terminaisons nerveux
motrices situées dans la lévre jusqu’au noyau nndigtial, responsable de I'innervation

motrice d’une grande partie des muscles de la face.

Toutes ces données sur la propagation de HSV-ligidgpuevre sont parfaitement
expliquées par les propriétés de transfert antadegou rétrograde du virus au sein d’un
réseau de neurones connectés entre eux par dessgnapr on sait que les particules virales
se déplacent depuis les noyaux des neurones juseura extrémités en empruntant les
réseaux architectonique des dendrites et des axGegendant, le virus HSV-1 a aussi une
capacité de transfert local, c’est a dire de pamste deux neurones adjacents situés dans une
méme structure anatomique mais non connectées emtr@ar une synapse (Labetoulle et al,
2000).

Dans le modéle oro-oculaire, le virus peut aimsipsopager dans d'autres réseaux
neuronaux que les seules voies sympathiques, isessit motrices décrites précédemment.
Ainsi, les long des voies sensitives, les parteuwgales fabriquées dans les corps des
neurones du TG dont les terminaisons innerveréveel peuvent aussi se propager a d’autres
neurones sensitifs tels que ceux innervant le segraetérieur de I'eeil. Cela explique
linfection irienne et cornéenne observée entres¥8° et le 8™ jour pi. De méme, les
particules virales qui suivent les neurones delguiBG jusqu’a I'ceil via les voies sensitives
rencontrent les neurones parasympathiques lorsutephssage dans le ganglion ciliaire, lui
aussi infecté a 6 jours pi. Le transfert local destse structure explique les atteintes du noyau
d’Edinger-Westphall puis du noyau paraventricul@telu colliculus supérieur observées ce
modele. Un schéma simplifié de ces voies de prdmaga&st proposé dans le schéma ci-
dessous.

En complément des données de propagation viralenobs par analyse immuno-
histologiqgue de l'expression des antigenes viralex,modele oro-oculaire a aussi été
largement utilisé pour analyser I'évolution des queurs biologiques moléculaires de

l'infection virale. Ces données seront largemeptises dans les deux articles présentés dans
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ce manuscrit. En bref, entre la phase aigliS@ur pi) et latente (Z8%jour pi), il fut observé
une extinction des transcrits précoces codant yanitfine kinase et des transcrits tardifs
codant UL18, comme attendu lors de la mise en piecé&infection latente. Parallelement
était observé une réduction du nombre de copie tlAJ@nomique dans toutes les structures
et une augmentation des LAT dans les TG, alorslgmeuantités de LAT avaient plutét
tendance a diminuer dans les autres structuregetestmoelle, SCG, hypothalamus)
(Labetoulle et al, 2003, Maillet et al, 2006, Crept al, soumis).

|r_i__s__..et-—-(6‘5""; B — : EW (,SC“‘G’
_~TCorpsciliaire { . ~* Sp5(6)
e “‘

Iy

_Comée(8) = TG e > /\» —, 7'?6%(

Lewre (3 —

ﬁ

SCG(2)

Figure 30: Représentation de la propagation du vira HSV-1 apres injection dans la
levre d’'une suspension virale de la souche SC16 dirus HSV-1 au cours du temps.

(adapté de Labetoulle et al., 2003pP : area postrema ; CG : ganglion ciliaire ; EMdyau d’Edinger-
Westphal ; TG : ganglion Trigéminé ; IML: colonrigtermédiolatérale de la moelle ; Pa: noyau para
ventriculaire ; SCG : ganglion cervical supérieusch : noyau suprachiasmatique ; Sol: noyau dotusa
solitaire ; SP5 : noyau du tractus spinal trigémifé noyau du nerf facial.

.2 Type de souris utilisées

Nous avons utilisé des souris consanguines BAL&tfuelles de 6 semaines. L'age de 6
semaines a été choisi en raison de l'existence glateau de sensibilité a l'infection
herpétique entre les ages de 4 et 12 a 14 sem&8nks souris sont infectées trop jeunes, le
risque est celui d’'une trop grande sensibilité ciseht a la mort rapide des individus, ce qui
est incompatible avec la compréhension des mécanigsie mise en place de l'infection
latente. A l'inverse, l'utilisation d’animaux trajgés est liée a une moindre reproductibilité de
la sensibilité a l'infection, et donc a la nécesditutiliser plus d’individus pour obtenir le

nombre suffisants d’animaux réellement infectés.shache de souris Balb/c a été choisie
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pour sa susceptibilité a l'infection par HSV1 (Lapet al, 1975, Pepose et Whittum-Hudson
1987), ce qui permet de réduire le nombre d’indigidtilisés. De méme, la consanguinité des
souris a permis de réduire les variations inteividdelles (Lopez et al, 1975) et donc le
nombre d’individus a utiliser pour obtenir des té&ss fiables.Enfin, notre choix était guide
par le fait que le modele d’infection oro-oculameété initialement caractérisé avec cette
souche de souris, ce qui permettait, encore urse dei réduire le nombre d’individus inclus
dans les études au plus strict minimum pour obtées résultats analysables sur le nombre
puisque les doses de virus pour induire tel ouyie® d’infection avaient été préalablement
étalonnées (Labetoulle et al, 2003).

Toutes nos démarches expérimentales ont tenté pendée a la consigne de
« réduction » mise en valeur dans le regles d’éthide I'expérimentation animale. De méme,
tous les animaux ont été nourris et abreuvés sasigiction tout au long de I'étude,
conformément aux standards actuels des regles igliéth en particulier celles de
I’ Association for Research in Vision and Ophthalmpl@§RVO) Statement for the Use of
Animals in Research

1.3 Souche virale

Les résultats présentés dans ce travail de thédeumété réalisés avec la souche SC16
de HSV-1. Il s’agit d'une souche sauvage, isolédrgleterre a partir de I1ésions herpétiques
buccales d'un patient (Hill 1975). Cette souche eshsidérée comme hautement
neurovirulente (Shimeld et al, 1985, Ugolini et 8987, Ugolini et al 1992). Son principal
avantage est son caractére sauvage, c'est a dinselice de modifications génomiques
majeures liées a des processus d’adaptation auditioms de laboratoiresElle est don
supposeée refléter, au moins en partie, la viruleéetle des souches de HSV-1 humaines, a la
différence d'autres souches utilisées pourtant agrf courante par un grand nombre
d’équipes de recherche. C’est la cas par exemple sisuche KOS, tres souvent utilisée dans
le domaine de la recherche sur les mécanismegyd&atién de I'infection herpétique latente.
On sait en effet que la souche KOS est caractép@édes mutations dans la glycoprotéine B
(fortement impliqué dans les mécanismes de recesaate du récepteur) (Yuhasz et al,
1993, Mitchell et al, 1996), le gene gamma 34.5(iqué dans la neurovirulence), et le géne
US9 (impliqué dans le transport des particulesledgralans les neurones) (Negatsch et al,
2011). A titre d’exemple, dans un modéle d’infegticétinienne testé par notre équipe,

1,5x1d & 2x1G PFU de la souche KOS sont nécessaires pour indn@eétinite chez 19% a
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57% des souris (Atherton et al, 1987, Pepose €987, Metzger et al, 1987) alors que 90
PFU de la souche SC16 sont suffisantes pour obt®0# d’infection rétinienne (Labetoulle
et al, 2000)De la méme facon, 70 PFU de la souche SC16 suffesérduire le méme taux
d’atteinte oculaire dans le modéle de scarificaioméenne que i®FU de la souche KOS

(Crépin et al, soumis)

.4 Préparation des concentrés viraux

Des cellules BSR (clone de lignée cellulaire BHK, 2dsues de rein de hamster
nouveau-né) amenées en confluence en culture gbeétkeon, Becton-Dickinson, USA) ont
ete infectées a une multiplicité d’infection de®RFU Plaque Forming Unity Les cellules
et le surnageant de culture ont été récoltées ardweures de culture, puis soumises a une
centrifugation de 4500 tours/min (tpm, rotor JA B&ckman, USA) pendant 30 minutes a
4°C. Le culot a été soumis a des ultrasons (saoiapendant 30 secondes puis a nouveau
centrifugé dans les mémes conditions. Le surnageani premiéere centrifugation a été
rassemblé avec le surnageant de la seconde, auteat été déposé dans un tube a
centrifugation sur un coussin de TNE (Tris-HCL p8 72.0mM, NaCl 50mM, EDTA : 1mM)

+ 25% glycérol. Apres centrifugation a 27000 tpmgent 1 h a 4°C (rotor sw28, Beckman),
le culot a été suspendu dans du tampon de dilgag! : 137mM, KCL : 5mM, Na2HPO4 :
0,7mM, Tris-HCL PH7,5 :25mM) puis conservé a -80°C.

.5 Titrage du virus

Les virus purifiés ont été titrés selon la méthalds plages de lyse. Des dilutions
croissantes de suspension virale (200ul/puitsptintncubées 1 heure a 37°C sur des cellules
Vero (cellules de rein de singe vert du Gabon) resréconfluence en culture monocouche
dans des plaques de titrage a 6 puits (Multiwellcén, Becton-Dickinson™). Les dilutions
ont été calculées de maniére a obtenir un nomlyeifisatif de plage (20 a 200) dans
plusieurs des 6 puits de la boite de titrage. Apegsorption du virus sur les cellules puis
rincage, un gel de MEM + agarose 0,4% enrichi @&fécde sérum de veau fcetal a été coulé
dans chaque puits, puis les boites ont été misesuber a 37°C pendant 3 jours. Les tapis
cellulaires ont été colorés au rouge neutre 0,1%c@") et les plages de lyse cellulaire ont
été comptées. Des titres de’1® 5x10 UFP/ml ont été obtenus selon les sessions de

purification.
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n.6 Inoculation des animaux

Toutes les inoculations ont été réalisées soustlass générale par injection
intrapéritonéale d’équithesine (pentobarbital sodiq 1 %, hydrate de chloral : 270mM,
propyléne glycol : 40%, MgSO4 : 86 mM) a la dose4fe ul/10g de poids de I'animal.
L’injection a été réalisée dans la levre supérigaeche, a la jonction cutanéo-muqueuse, en
utilisant une 1ul de suspension virale, a I'aideng micropipette en verre reliée a un systeme

d’injection mécanisé (Infusionpump, Harvard™, Raya&dUni).

n.7 Sacrifice des animaux

Le sacrifice des animaux a aussi été réalisé soestl@sie générale a dose létale, par
injection intrapéritonéale d'une solution de pemidiital sodique a 54,7 mg/ml (dose
injectée : 2mg/10g de poids). Aprés obtention dadsthésie compléte, une sternotomie était
pratiguée pour mise en place d'une perfusion iandiaque (aiguille de 21 gauges,
Terumo™, Belgique avec 20 mL de tampon PBS (phdsphaffer saline, NaCl : 137mM,
KCI: 27mM ; Na2HPO4 :101mM ; KH2PO4 :17,6mM, PH4)/,puis 150 ml de tampon
PBS+ 4% de para formaldéhyde (Prolabo™, Francefet 60 ml de tampon PBS + 20% de
saccharose (Prolabo™). Le débit de perfusion éégié sur 10 ml/minute. Les souris ont
ensuite était disséquées sous loupe binoculaire.

Pour les analyses en biologie moléculaire, les epedhents (TG, SCG, moelle,
hypothalamus) ont été placés pendant 24h a 4°C damslumes de RNA Later (Qiagen™),
puis congelés a -80°C apres retrait de la sold@®RNA Later.

Pour les études histologiques, les cranes enttelssecolonnes vertébrales ont été
placés pendant 10 jours a 4°C dans un tampon PBSTA 0.1 M pour décalcification, puis
dans un tampon PBS + 20% de saccharose pendantr gour protection des tissus au
moment de la congélation. Les tissus ont ensuiéeeétrobés de milieu de congélation
(Tissutek, Thermo Scientific™, USA) avant d’étreciter a -80°C.

111.8 Extraction des ARN totaux a partir des biopsies dsouris

L’extraction des ADN totaux a été menée a partirpdgélévements tissulaires (TG,
SCG, moelle, hypothalamus) a l'aide du RNeasy Mus Kit (Qiagen™), conformément
aux instructions fournies par le distributeur. 148N ainsi extrait on ensuite été congelé a -

80°c pour étre stockés avant leur utilisation.
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111.9 Extraction des ADN totaux a partir des biopsies dsouris

L’extraction des ARN totaux a été menée a partipdevements tissulaires (TG, SCG,
moelle, hypothalamus) en placant ces derniers tid0gl de tampon phosphate salin (PBS,
NaCl 5¢g/l, KCI 0,2g/l, NeHPO, 1,449/l, KHPO, 0,249g/l) et 10pL de Rnase A (Qiagen™) a
la concentration de 7000 unités/ml. Aprés broyatl’desemble dans un poter, 20 ul de
protéinase K (Qiagen™) a 600 mAU/mI était ajouteand incubation pendant 1h a 55°c.
L’ADN total était alors extrait par la technique g#énol/chloroforme selon les étapes
suivantes: i) ajout au produit de digestion de luwe de phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (25 :41 :1) (Fluka™) ; ii) agitatiomte de haut en bas pour ne pas casser 'ADN
puis centrifugation a 12000 tpm pendant 8 minut@y extraction de la phase aqueuse sur
laquelle est répétée l'opération ; iv) extractianld phase aqueuse et ajout de 1 volume de
chloroforme, puis répétition de I'étape de cengiftion ; v) précipitation de I'ADN dans un
mélange d’éthanol absolu et d’acétate de sodium@Ms 5,7, pendant une nuit a -80°C ; vi)
centrifugation pendant 20 min a 14000 tpm puisisepdu culot dans 1ml d’éthanol 70%
pour éliminer les restes de sel ; vii) nouvelletd&rgation pendant 20 min a 14000 tpm puis
reprise du culot dans 30ul d’eau microfiltrée avatdckage a -20°C.

.10 Extraction des ADN viraux a partir de cellules inkectées en
culture

Des cellules BSR (clone de lignée cellulaire BHK, 2dsues de rein de hamster
nouveau-n€) amenées en confluence en culture gbeekeon, Becton-Dickinson, USA) ont
été infectées a une multiplicité d’'infection de®PFU Plague Forming Unity Les cellules
et le surnageant de culture ont été récoltées ardmwures de culture, puis soumises a une
centrifugation de 4500 tours/min (tpm, rotor JA B&ckman, USA) pendant 30 minutes a
4°C. Le culot a été soumis a des ultrasons (saoiapendant 30 secondes puis a nhouveau
centrifugé dans les mémes conditions. Le surnagéani premiere centrifugation a été
rassemblé avec le surnageant de la seconde, aitlegt re-suspendu dans un tampon TNE
(50mM Tris (pH 7.5), 140mM NaCl, 5mM EDTA). Une pigitation au phénol/chloroforme

a alors été réalisée selon les étapes i a viitggégorécédemment.
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.11 Les différentes techniques d®olymerase Chain

Reaction(PCR) utilisées au cours de ce travalil
.11.1 RT-PCR

L'acronyme RT-PCR signifidkeverse TranscriptasPCR, c’est a dire PCR apres
transcription inverse d'un acide ribonucléigue (AR ADN complémentaire (ADNc). La
RT-PCR est donc une technique qui associe unectiptisn inverse (RT) suivie d’'une PCR.
Elle permet de synthétiser le brin complémentaive ARN avec des désoxyribonucléotides
en utilisant une ADN polymérase ARN dépendantagitaptase inverse).

Au cours de cette étude, 1 ul d’extrait d’ARN totan été utilisés comme matrice et
on été ajoutés au mélange @oe Step RT PCR KiQiagen™). Les réactions d’amplification

ont été effectuées dans un volume final de 50uastiles conditions décrites ci-dessous :

Composant Volume Concentration finale
H20 20pL
5x Qiagen reaction mix 10pL 1x
dNTP (10mM par dNTP) 2uL 400 uM par dNTP
Amorce sens 2,5 puL 0,6 uM
Amorce reverse 2,5 uL 0,6 uM
Enzyme MIX 2uL
Q-sol 10ul 1x
ARN lpL 10 2 50 ng
Volume final 50uL

Les réactions de PCR ont été réalisées dans umalbgcleur (T3000 Biometra™) suivant les
conditions d’amplification suivantes :

Température Temps Nombre de cycles
50° C 45 min 1
95°C 15 min 1
95°C 30 sec
Variable °C 30 sec 45
72 °C 1 min
72°C 10 min 1

La température d’hybridation des amorces étaindEfour chaque. Le contrble de la qualité
d’amplification a été réalisé par dép6t de 2 plpdoduit final sur un gel d’agarose a 1,2 %.

Apres contrle, I'intégralité des produits de PGRient déposée sur gel d’agarose a 1,2 %
pour extraire les amplicons d’intérét dans le uted séquencer.
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1.11.2 Touch-down-PCR

La Touch-down PCRest une technique développée pour amplifier umpiesece d’ADN
faiblement représentée et/ou pour laquelle il p@urexister une compétition pour
I'hybridation des amorces. Le principe est d'uéifisune température d’hybridation des
amorces tres haute lors des premiers cycles afissdier une forte stringence et donc une
amplification spécifique du produit souhaité. Uresfque la séquence d'intérét devient
majoritaire vis-a-vis de ses compétiteurs, la tenampie d’hybridation est progressivement
abaissée pour augmenter l'efficacité de la PCRnpropnt dite. L'efficacité de cette derniére
n'est donc pas constante tout au long de la régcticest trés difficile (sinon impossible)

d’obtenir une quantification tres précise.

Des quantités de 10 a 100 ng d’ADN extraits de T&Gsduris infectées ont été utilisées

comme matrice dans un meélange réactionnel suieartddnditions décrites dans le tableau ci-

dessous :
Composant Volume Concentration finale
H20 21,75 - 26,75
ML
10x PCR buffer 5uL 1x
10x Coralload 5uL 1x
dNTP(10mM par dNTP) luL 200uM par dNTP
Amorce sens 1puL 0,2 uM
Amorce reverse 1puL 0,2 uM
TopTaq DNA polymerase 0,25 uL 1,25 unité
Q-sol 10ul 1x
ADN 1-5puL 10 a 100 ng
Volume final 50uL
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Les réactions de PCR ont été réalisées dans umabgcleur (T3000 Biometra™) suivant les
conditions d’amplification suivantes :

Température Temps Nombre de cycles
94° C 3 min 1
95°C 15 min 1
95°C 30 sec 10 avec diminution

™™ +10 °C 30 sec de 1°cdu TM a
72 °C 1 min chaque cycle
95°C 30 sec

Variable °C 30 sec 35
72 °C 1 min
72°C 10 min 1

La température d’hybridation des amorces étaitn@@fpour chaque expérience .Le contrdle
de la qualité d’amplification a été réalisé par @ége 2 pl du produit final sur un gel
d'agarose a 1,2%. Apres contrdle, l'intégralité gesduits de PCR étaient déposée sur gel

d’agarose a 1,2% pour isoler les amplicons d’intda@és le but de les séquencer.

M.11.3 i-PCR

La PCR inverse (i-PCR) a été initialement décrae [r Ochman des 1988 (Ochman
et al, 1988): elle permet I'amplification des imts flanquant un gene (ou une portion de
gene) donné mais pour lesquelles aucune informatiest connue, sinon la séquence
nucléotidiqgue du gene (ou de la portion de genégligs entourent(Figure 31). De facon
générale, l'intérét de la i-PCR est donc d’ideatifune ou des régions situées a proximité
d’'une séquence d'intérét. Cette technique est mgéene PCR conventionnelle a I'exception
des amorces choisies pour reconnaitre les deugneixés de la séquence d’intérét, qui sont
orientées dans le sens inverse de l'orientatiomairé (c’est a dire «vers » les régions
flanquantes). Préalablement a leur hybridationDMtotal est digéré par une enzyme de
restriction choisie de telle maniére a ne pas codpas la séquence d'intérét. Les portions
d’ADN ainsi coupées sont ensuite liguées pour tartsation, et donc, seuls quelques
produits de ligation contiendont la séquence d'éttdéordée par les régions flanquantes a
déterminer. L’orientation particuliére des amorgesmet alors, en une seule réaction, de
n'amplifier que ces produits de ligation particudie
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Figure 31: Principe de la PCR inverse appliqué a laecherche des sites d’insertions du

LAT dans le génome murin.A partir de ganglion trigéminé de souris, 'ADNngénique est extrais, puis
digéré, les fragments d'ADN sont ensuite liguésesix-mémes. Une premiére PCR est effectuée I'dide
couple d’amorces spécifique de I'élément mobil&gné dans le génome de I'hdte. Une seconde PCR dite
« nichée »est réalisée, avec un autre couple d@eotes fragments obtenues sont ensuite purifiegel et
cloné. Les plasmides de chaque clones sont alilésisst séquencés.

Pour réaliser nos expériences, 1pug d’ADN total aitles biopsies de TG issus de
souris infectées a été digéré par 20U d’enzymeedtiction pendant 3h a 37°c (5 types de
digestions différentes on été faites pour chaqueaiéxd’ADN, en utilisant différentes
enzymes de restriction). Aprés purification desdpits de digestion, la ligation a été réalisée
par incubation pendant 18h a 16°c de 1ng/ul d’ADdEE dans un mélange de T4 DNA
ligase a 4U /ul (New England Biolabs™), Tris—HCIn8@ (pH 7.5), MgC} 10mM,
dithiothreitol 210mM, ATP 1.5mM, et BSA (bovine sarualbumin) 25ug/ml. Pour éliminer
les fragments d’ADN non circularisé, les produitsld réaction de ligation on été soumis a
I'action de I'Exonuclease V (New England Biolabs&)10U/uL avec 1ImM/uL d’ATP. Les
produits obtenus ont été purifiés avec leNitcleoSpin® Gel and PCR Clean-({placherey-
Nagel™).
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Par la suite, 5 uL des produits de ligation onataités au meélange réactionnel décrit ci-

dessous:
Composant Volume Concentration finale
H20 29,5uL
5x PCR buffer 10 pL 1x
dNTP(10mM par dNTP) 1puL 200uM par dNTP
Amorce sens 2,5 puL 0,5 uM
Amorce reverse 2,5 uL 0,5 uM
PHUSION DNA 0,5uL 1,25 U
polymerase
ADN 5puL N .D
Volume final 50uL

Les réactions de PCR ont été réalisées dans umalgcleur (T3000 Biometra™) suivant les

conditions d’amplification suivantes :

Température Temps Nombre de cycles
98°C 3 min 1
98°C 15 sec
Variable °C 15 sec 34
72 °C 2 min
72°C 5 min 1

Les produits de PCR obtenus ont alors été dilué$/28™ puis une aliquote de 5uL de
chaque produit a été ajouté dans le méme mélamgptiodnel que préecédemment mais en
utilisant un nouveau couple d’amorces, située eal des amorces précedentes (selon le
principe de la PCR nichée).

Les secondes réactions de PCR ont été réaliséssudaimermocycleur (T3000 Biometra™)

suivant les conditions d’amplification suivantes :

Température Temps Nombre de cycles
98°C 3 min 1
98°C 15 sec
Variable °C 15 sec 29
72 °C 2 min
72°C 5 min 1

Le contrdle de la qualité d’amplification a étélimapar dépot de 2 pl du produit final sur un
gel d’agarose a 0,8%. Apres contrdle, l'intégrafies produits de PCR était déposée sur gel

d’agarose a 0,8 % pour isoler les amplicons d’@itdans le but de les séquencer.
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M.11.4 g-PCR

La PCR quantitative (g-PCR), dite aussi « en terépb», est une application particuliere de
la PCR conventionnelle. Elle permet de suivre entina (en temps réel) le processus
d’amplification en détectant la fluorescence énmaeles produits de PCR néoformés. La g-
PCR exploite une propriété inhérente a I'amplifmaten chaine: plus il y a de molécules
cibles a l'origine, plus le nombre de cycles d'aifiqdtion nécessaire pour atteindre un
nombre déterminé de molécules amplifiées est ré8uibn intégré dans la réaction de PCR
un fluorophore dont I'énergie émise ne sera débéetmue lorsqu’'un nombre fixe et
reproductible de copies de la matrice est attenmt, peut alors mesurer pour chaque
échantillon le nombre de cycles de PCR a réalisar passer au dessus su sueil de détection.
Ce nombre de cycle est communément nommeé Ct (pale thresholy] et il est inversement
corrélé au logarithme du nombre de copies de laiceatinitialement présente (figure 32).
Ainsi, il est possible de déterminer trés précig@émie nombre initial de copies par
interpolation, en comparant le Ct observé par reppeoelui d’extraits du méme produit mais

dont les concentrations étaient connues.

. 10° copies
»-y
ms- 105 copies 5|
raf- |
.y 10* cop?es . '| i 3 .
e 103 copies 2 ] 5 3x10 copies
. 102 copies E il . ey
e z2 . 5x10° copies -
s % x| 4
g 5L i > .
10a- o ; .
o 5x10“ copies T
i ul
Cycle Number Log Concentration

Figure 32: Exemple de g-PCR avec les courbes de dhescence et la construction de la

droite de régression nécessaire a la quantificatioiu produit d’intérét (en rouge)
La premiéere partie de nos expériences en g-PCRha clansistée a créer plusieurs gammes

étalons des produits que nous désirions quantiierfacon générale, la quantification des
différents échantillons a été menée en triplicater ghaque extrait.
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[11.11.4.1 Quantification des produits contenant les LAT

Deux constructions plasmidiques on été réaliséms affet. Dans un premiers temps,
les deux locus des LAT ont été clonés dans le ue@@ET2.1. Pour cela, 2 pg d’ADN viral
génomique ont été purifiés (voir paragraphe 10esisds), puis digérés par 'enzyme Ndel
(New Englands Biolabs™) avant séparation des fraggnen gel d’agarose. Deux bandes
principales étaient observées. Elles ont été datragt purifiées séparément avec le kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel™).

Le produit correspondant & I&lbande (taille de 12132 paires de base, pb) a été
digéré par I'enzyme Dral (New Englands Biolabs™arg#tvséparation des fragments en gel
d’agarose. Le produit de digestion d’une taille7@85 bp était alors extrait puis purifié avec
le kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-(idacherey-Nagel™). Ce produit, correspondant
au premier locus des LAT, ensuite été cloné dansdeeur pJET2.1 a l'aide du KiloneJET
PCR Cloning Kit(Fermentas France™) et la séquence a été vérifiée.

La seconde bande résultant de la digestion de I'Ag@Nomique par Ndel, d’une taille
de plus de 15kb et correspondant au reste du gémninale a aussi été soumise, aprés
purification, a I'action de I'enzyme Dral. Apresps¢ation des produits de digestion en gel
d’agarose, la bande correspondant a la taille 88 B9 a été extraite et purifiée avec fut alors
extrait avec le avec le kilucleoSpin® Gel and PCR Clean-pacherey-Nagel™). Ce
produit, correspondant au second locus des LATusai&té cloné dans le vecteur pJET2.1 a
I'aide du kitCloneJET PCR Cloning KitFrermentas France™) et la séquence a été vérifiée.
Finalement, aucune différence de séquence n’'ébaergée entre les deux loci des LAT, ce
qgui a permis de réaliser une gamme unique pourubmtification des séquences d’ADN
amplifié contentant tout ou partie des LAT.

Pour obtenir cette gamme, I'une des deux constmstplasmidiques a ensuite été
amplifiée, purifiée, et la concentration finale @A a été mesurée a I'aide d’'un Nanodrop
1000 (Thermo Fisher™), puis des séries de dilypammnpas de 10 ont été réalisée pour obtenir
la gamme requise pour la quantification. Chaquatidih a été réalisée dans une solution
contenant 10 ng/uL d’ADN murin, pour placer les Alghlons et les extraits a quantifier,
issues de biopsies, dans des conditions identiguasaoment de I'amplification. Pour la g-
PCR proprement dite, 2 ul de chaque dilution oétuétisés comme matrice dans le mélange
QuantiFast SYBR Green PCR master (@%agen™). Les réactions d’amplification ont été

effectuées dans un volume final de 50uL suivantdeslitions décrites ci-dessous :
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Composant Volume Concentration finale
H20 55puL
2x QuantiFast
SYBR master 12,5uL 1x
mix
Amorce sens 2,5uL 1uM
Amorce reverse 2,5 uL 1uM
ADN 2uL variable
Volume finale 50uL

Les réactions de PCR ont été realisées dans umabgcleur (Applied Biosystems 7300)
suivant les conditions d’amplification suivantes :

Température Temps Nombre de cycle
95° C 5 min 1 cycle
94° C 10 sec
40 cycles
60°C 30 sec

65°c a 98°c Analyse de la courpe
de fusion des
produits de PCR.

L’étude de la courbe de fusion permet d’obtenigtaphe montrant la décroissance de
fluorescence en fonction de la température. Ensagdl la dériveée premiére de ces courbes,
on obtient un chromatogramme permettant de suléwlution de la croissance (ou de la
décroissance) de la fluorescence en fonction denfgérature. On obtient ainsi des pics de
modification de fluorescence qui correspondent fodmation de I'amplicon. Les courbes de

fusion obtenues sont reportées dans le graphiquarngu
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Pour les dilutions allant de f0a 10’, la présence d’un seul pic & la méme température
montrait qu’'une seule cible avait été amplifiéegui prouvait la spécificité de la réaction et
validait I'utilisation des ces dilutions pour labfécation de la gamme. Pour la dilution dé*10
une inhibition de la PCR était observée en raisanaltrop grande quantité de matériel en
début réaction. A linverse, pour les dilutionsenéur a 10, des diméres d’amorces,
(amorces qui se reconnaissent entre elles poubrgley et réaliser des amplicons non
spécifiques) se formaient en raison de la tropddaipantité de matrice (courbe non montrée).
L’absence de dimere d’amorce ainsi que la spéfibe la réaction nous a permis de tracer la
droite de régression de la gamme étalon nécegsainel’estimation, par interpolation, des
guantités de produits recherchées au sein de rfenttons. Les moyennes des Ct en
fonction de la quantité d’ADN initiale de tous léshantillons de gamme ont été reportées
dans un repéresemi-logarithmique La droite d'étalonnage moyenne (ci-dessous) a été
modélisée a I'aide d’'unégression linéairede type Y = aX + B.
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Dans le cas présent, la droite de régression rsapg@ss au centre de la dispersion des
différentes mesures pour les concentrations akEntl0 & 10 copies, on constatait un
« amortissement » de la pente (points non traceédesgraphique). L’imprécision sur la
guantification a ces concentrations était tellem@anportante qu’'une modélisation de
« 'amortissement » était peu pertinente.

De fagon générale, cet « amortissement » corresporsdjue des gammes moyennes
sont réalisées, a un abaissement de la pente,adone augmentation de I'efficacité de PCR,
alors que l'accroissement des effets stochastideesait I'abaisser. Il faut noter alors que cet
« amortissement » est généré principalement paoriaentration la plus faible (dans notre
étude 10 copies, point non matérialisé). Or au@amplification ne pourra se faire s’il n'y a
pas au moins une molécule d’ADN initial. Le biaigi ggn résulte dans la distribution
gaussienne de I'erreur est susceptible de provarpier amortissement moyen ». Il faut avoir
conscience que si la gamme d'étalonnage démoraspett quantitatif du protocole
expérimental, il est difficile d'éviter tous lesals potentiels, comme une différence de
composition chimique entre le solvant des échamsllet le diluant des points de la gamme.

L’utilisation de cette gamme ne nous a donc pamzede quantifier des échantillons
ayant un nombre de copies initial inferieur & @fités, ce qui correspondait dans notre cas, a
un nombre de copies dans le mélange réactionn20@einités (1/5‘?5“ede I'extrait initial est

utilisé pour la réaction.).
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111.11.4.2 Quantification des produits contenant la jonction 3entre les
LAT et le gene RL2

La gamme a été construite en clonant le produR@R de la jonction 3’entre le LAT
de 2kb et le premier intron du gene RL2. Ce praddie PCR été cloné dans le vecteur
pJET2.1 a laide du kiCloneJET PCR Cloning Ki{Fermentas France™). Le plasmide
correspondant a ensuite été amplifié, purifié astdncentration finale a été mesurée a l'aide
d’'un Nanodrop 1000 (Thermo Fisher™). Une série itidion au 1 /18™ dans une solution
contenant 10 ng/pL d’ADN murin a alors été effeetu@our la q-PCR proprement dite, 2 pl
de chaque dilution ont été utilisés comme matrmesde mélang®uantiFast SYBR Green
PCR master miXQiagen™).Les réactions d’amplification ont été effectuéesvamt les

conditions décrites ci-dessous :

Composant Volume Concentration finale
H20 5,5puL
2x QuantiFast
SYBR master mix 12,50k 1x
Amorce sens 2,5uL 1uM
Amorce reverse 2,5 UL 1uM
ADN 2uL variable
Volume final 50uL

Les réactions de PCR ont été realisées dans umabgcleur (Applied Biosystems 7300)

suivant les conditions d’amplification suivantes

Température Temps Nombre de cycle
95° C 5 min 1 cycle
94° C 10 sec
40 cycles
62°C 30sec
65°c a 98°c Analyse de la

courbe de fusion
des produits de
PCR.
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Les courbes de fusion obtenues sont reportéedegnaphique suivant :
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Pour les dilutions allant de 1G 10° la présence d’'un seul pic & la méme température
montrait la spécificité de la réaction et validah utilisation en tant que gamme. Pour les
dilutions supérieures & a'$0des diméres d’amorces étaient observés. Laedieirégression
était donc la suivante :

3.2...'_.

1.00 e+07
Initial Du_am.it_y' (copies)

Comme précédemment, la droite de régression naipgss au centre de la dispersion des
différentes mesures, et on constatait un « amertisat » de la pente pour les concentrations
allant de 10 & Tcopies (points non tracés sur le graphique), nendan-fiable toute
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extrapolation. L'utilisation de cette gamme ne n@uslonc pas permis de quantifier des
échantillons ayant un nombre de copies initialriefe & 10 unités, ce qui correspondait dans
notre cas & un nombre de copies dans I'extraiairie 2000 unités (1/50°de la solution

initial est utilisé pour la réaction.).

[11.11.4.3 Quantification des produits contenant le gene RL2 wl virus
HSV-1
Pour réaliser la quantification du nombre de copgegene RL2, nous avons utilisé la méme
gamme étalon, que celle réalisée au cours desuttguw&cédant menés dans le laboratoire et
publiés en 2006 (Maillet et al, 2006).

11.12 Considérations générales sur le séquencage des puad
de PCR

Chaque produit de PCR obtenu au cours de cette thété systématiquement analysé
sur gel et séquencé. En bref, la totalité des produnplifiés était déposeé sur gel d’agarose,
puis analyser sous lampe ultraviolette. Les barede®spondant aux amplicons attendus (ou
a ceux posant question) étaient découpés avame iérifiés a I'aide du kit NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up (Macherey Nagel™) suivant ifesructions fournies par le
distributeur. Les produits purifiés étaient aloianés dans le vecteur de séquence pJET2.1, a
l'aide du kit CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentasnce™). Les produits de ligation ont
été utilisés pour transformer des bactéries @EBMiquement compétentes (New England
Biolabs™). Apres une nuit de sélection sur boies gélose LB contenant 100ug/mi
ampicilline, chaque colonie a été amplifiée sépartndans 3ml de LB liquide contenant
100pg/ml ampicilline pendant 16h. Les plasmides alors été purifies a l'aide du kit
NucleoSpin Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel™) afiies instructions du distributeur.
Les plasmides contenant I'insert attendu ont étésseés pour séquencage a la société GATC

Biotech™ (Allemagne).
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111.L13  Technique du RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends)

Cette technique est habituellement utilisée poufiggla nature du nucléotide +1 d’un
ARN donné, afin d’étre certain d’avoir isolé ladhite du bon produit. Pour cette raison, cette
technique est souvent nommée 5'RACE. Dans nos uravaous avons utilisé le méme
principe mais pour analyser I'extrémité 5’ des s@itsRL2 non épissés. Cette technique, a
permis de confirmer, par une autre technique gsi€’{@R conventionnelles ou quantitatives,
la présence d'un insert LAT dans lintron 1 desns@its RL2 non-épissés ainsi que la

présence du LAT dans des transcrits cellulaires.

111.14 Southern blot.

.14.1 Digestion de 'ADN génomique

La réaction de digestion a été menée dangl®®ntenant 1qug d’ADN, 1,25ul de
spermidine, ful du tampon adapté a I'enzyme eplld’enzyme. Le tout était incubé pendant
16 a 37°C. Les produits de restriction étaientipites dans 10Ql d’éthanol a 95 % (v/v) et
5 ul d’acétate de sodium pendant une heure a -20°@esApne heure de centrifugation a
13000 g (4°C), le culot était lavé deux fois pad pDd’éthanol 70 % (v/v), et séché.

1.14.2 Migration de I'ADN

Les échantillons de digestion ont été déposéssarrale 8 a 10ug par puits dans un gel
d’agarose 0,8% ultra-pur, coulé dans du TAE 0,5Kdinl de BET). La migration était

réalisée sur 12h a un voltage constant de 20.volts

11.14.3 Préparation du transfert de 'ADN

L’ADN présent dans le gel a tout d’abord été dératians du HCI 0,275M pendant
30 min, puis rincé a I'eau et neutralisé dans dON®,4M deux fois 10min, sous agitation
constante. Pendant ce temps la membrane en nylofld N+, G.E Healthcare™) a été

équilibrée dans un bain d’eau puis un bain contedamaOH 0,4M. Le transfert a duré 17h.

11.14.4 Marquage des sondes radioactives

Le marquage des sondes a été réalisé par amorgageira (adon-priming ready to

go DNA labelling beadsG.E Healthcare™). L’ADNCc, issu la PCR des LAT ri§Opar
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réaction), a été déenaturé pendant 10min a 95°cit ayee I'enzyme et le mélange de dNTPs
soit ajouté, dont 50 & 100 microcuries de d&TRprés homogénéisation, la réaction de
marquage était effectuée a 37°c pendant 20min.olbales radiomarquée était purifiée des
nucléotides marqués mais non incorporés a l'aidecdnnesllustra MicroSpin G-50G.E
Healthcare™). Aprées agitation au vortex, la cologtat centrifugée pendant 1 min a 735G.
L’éluat contenant la sonde marquée purifiee étadtlément dénaturée panpbde NaOH 3M
pendant 5 min.

111.14.5 Transfert de I'ADN sur la membrane

Avant le transfert, TADN contenu dans le gel @ dépuriné par une incubation de ce
dernier dans un bain d’HCI 0,25M pendant 15 minprés rincage, le gel était transféré
pendant 30 min dans un bain de NaOH 0,4M pour démat’ADN, puis était réalisé le
transfert sur une membrane de nylon chargée pesignt (GeneScreen Plus, NEN™) grace
a l'appareil schématisé ci-dessous. Afin de coreselétat de dénaturation de I'ADN, le
transfert par capillarité se faisait en milieu dlcd NaOH 0,4M). Pour pouvoir transférer
’ADN d’'un méme gel sur deux membranes a la fasyél était recouvert sur chacune de ses

faces par, dans l'ordre (figure 33) :
- une membrane taillée un peu plus grand que le gel

- deux feuilles de papier de 3 mm d’épaissetrdmatography papeiWhatman™) imbibées

de soude 0,4M, également un peu plus grandes qe? le

- 6 cm de papier absorbant Cette superpositiomegsiuverte d’'une plaque surmontée d’un
poids qui permettait un bon contact entre toutsscleuches. Le phénomene de capillarité
permettait a la soude de migrer du gel vers legvagdbsorbant, entrainant avec elle 'ADN
jusqu’a la membrane. Une nuit suffit pour que thADN se soit fixé sur les membranes.

Celles-ci sont alors rincées par deux bains suifseks SSC 1x.
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Figure 33 : Montage pour le transfert de 'ADN du ¢l sur les membranes.

111.14.6 Hybridation de la membrane

A l'aide de pinces plates, la membrane était plaizes un tube de verre rempli de 13
ml de tampon Church (1 % BSA; 1mM EDTA; 0,5 M NaHP@H 7,2 et 7 % SDS) et collée
a la paroi. Le tube était mis au four a 62°C pehdanmoins 2h. Le tampon Church était
ensuite renouvelé et la sonde marquée et dénataiééntroduite dans le tube. L’hybridation
était réalisée a 58°C pendant 24h. Les associatigpécifiques sonde-ADN étaient éliminées
par deux lavages successifs, d’abord pendant 15aw&o le tampon LAV | (2x SSC, 0,1 %
SDS (v/v)) puis pendant 5 min avec le tampon LAMQJ2x SSC, 0,1 % SDS (v/v)). La

membrane était ensuite séchée et emballée daiisduidstique.

.14.7 Autoradiographie de la membrane

La membrane était placée a -80°C au contact dlom ghotographique (Biomax MS
film, Kodak™) entre deux écrans amplificateurs. ég12 jours d’exposition, le film était

révélé
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Résultats ' partie

121



A new mobile element is encoded by HSV1

Nicolas HUOT ", David PASDELOUP*, Thierry NAAS?,

Yves GAUDINY, and Marc LABETOULLE.**"

! Laboratoire de Virologie Moléculaire et Structurale, Centre National de la Recherche Scientifique,
91198 Gif-sur-Yvette, France,

2 Service de Bactériologie-Virologie, Hépital de Bicétre, Assistance Publique / Hépitaux de Paris,
Faculté de Médecine Paris-Sud, Université Paris XI, 94275 K.-Bicétre, France,

? Service d'Ophtalmologie, Hépital de Bicétre, Assistance Publique-Hopitaux de Paris, 94275 Le

Kremlin- > Bicétre, France

Keywords: Mobile element, herpes simplex virus type 1, latency associated transcripts (LAT),

*To whom correspondence should be addressed. E:mditolas Huot (Nicolas.huot@vms.cnrs-

gif.fr), Yves Gaudin (gaudin@vms.cnrs-gif.fr) ancéi Labetoulle (marc.labetoulle@bct.aphp.fr)

122



Introduction

Herpes simplex virus type 1 (HSV1) belongsHerpesviridae,a family of viruses
widely disseminated in animals that has the pecigiature of being able to remain latent in
their natural host (Roizman, 2001). HSV1 is a humaarotropic virus, responsible of life-
and vision-threatening diseases due to episodesabieactivation.

HSV1 establishes lifelong latent infection in humagurons, especially in the
trigeminal ganglia (TG), following a primary stagé propagation in the nervous system.
After penetration into the cell, capsids migratéh® nuclear pore and DNA is ejected into the
nucleus where the viral genome can either be i@elit or persist in a latent state. By
definition, no infectious particles can be detectedthe host during latency and several
studies failed to detect Iytic viral gene expressauring HSV1 latency (Roizman, 2001).
During latent infection, the viral genome is ci@uted and maintained in a repressed state
except for the region encoding thatency Associated TranscripEATS) {Stevens et al,;
Steiner et al, 1988 }, located in the inverted egpef the viral genome (figure 1A). ThAT
gene encodes an 8.3 kb primary transcript, whictpiged, leading to the formation of two
stable LATs, LATGw and LAT s (2 kb and 1.5 kb in size, respectively, Figure .1B)
Remarkably, LATk, and LAT: sk are stable introns {Farrell et al, 1991 }, as aseuence
of a non-consensus branch-point {Mukerjee et ab42Pthat results in the maintenance of a

lariat structure {Wu et al, 1998; Krummenacherlei897 a b }.

During latency, LAk, and LAT; sk, are the most abundant viral transcripts and they
accumulate with time {Roizman et al, 2011 }. Mutatal analyses have shown the key role of
LATs in the establishment of latent infection andhe reactivation process in a mouse model
{Leib et al, 1989; Perng et al, 1994}. Specifical(y) LATs expression is associated with a
down regulation of the expression of immediateyegénes {Garber et al, 1997; Mador et al,
1998}; (i) LATs inhibit apoptosis, thus promotingeuronal survival {Perng et al, 2000;
Ahmed et al, 2002; Branco et al, 2005}, and (ildTs interfere with both adaptive and innate
immunity {Peng et al, 2005; Branco et al, 2005 ;idkelbein et al, 2008 }. All these
properties facilitate the implementation of a reearof latently infected neurons in the host
{Perng et al, 2000; Thompson et al, 2001}. The molar mechanisms behind these diverse
properties are largely debated. Recently, it hanmiggested that LATs encode miRNAs
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{Umbach et al, 2008; Shen et al, 2008hd that they can also modify gene expression
through chromatin remodeling {Wang et al, 2005;dioet al, 2010}.

Interestingly, the regions of the HSV1 genome #ratode LATS also contain tifd2
gene, encoding ICPO (Figure 1B), a protein thatitgcal for initiating viral replication at low
multiplicity of infectionin vitro and for the experimental reactivation processivo (review
in {Everett, 2000 }).

0 10 60 120 150 kb
TRL u IRL IRS ys TRS
_— e - =
B 1_ 129403
|
120673 124285
‘ 'RL2
118801 127167
|
' /\ LAT 8.3kb
119464 121418
o ~— | LATZ2kb
LAT 1.5kb

Figure 1. HSV-1 LATS region organization.

(A) HSV-1 genome is organized into two covalenthked segments (a long and a short fragment). Each
segment is composed of two unique sequencesnd U, flanked by two pairs of inverted repeats, referas
terminal repeat§TR,_ and TR) or internal repeats (IRand IR). The final organization of the HSV1 genome
can thus be summarized as, TR -IR -IRs-UsTRs.

(B) Magnification of the IRL region, showing the gitton and orientation dRL2 transcripts and of LATs. The
LAT primary transcript (LA is spliced to generate the stable 2.0 and 1.BAD species. ThdRL2 gene,
encoding ICPO protein of HSV1, is antisense to ltA§ gene. Introns are indicated in magenta. Thesigre
segment in LAy, is spliced to generate LA

While it was initially assumed that viral proteiéd viral transcripts (with the
exception of LATs {Roizman, 2001 }) were absent idgrthe latent phase of herpetic
infection, RT-PCR assays showed that a sub-spetiek2 transcripts, still containing intron
1, could be observed in the TG as late as 28 dagfsipoculation (pi) {Chen et al, 2002 }.

We have previously developed a mouse oro-ocular emad HSV1 infection
{Labetoulle et al, 2003} in which the inoculatiorf BISV-1 in the lip leads to an acute
infection 6 days pi and to a latent infection ie thG 28 days pi. In this model, both intron 1-
containingRL2 transcripts (referred to as “unspliced” thereaftard LATs accumulate in the
TG during latency {Maillet et al, 2006 ).
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In the course of identifying the nature of thessplicedRL2 transcripts in infected
tissues, we surprisingly found LA& sequences inserted in these transcripts and in the
correspondindRL2 gene. This revealed that LAJ act as mobile elements. Furthermore, an
approach aimed at identifying all the transcriptsdified by LAT,x, insertion revealed that a
second viral gendJS12encoding the protein ICP47, was also targeted smaar manner.
Finally, taking advantage of the high frequencyBdf elements in the mouse genome, we
performed B1-PCR and identified LAJL insertion into the mouse genome. Therefore,
LAT 2k is @ new type of mobile element which is able tadify both the viral and the host

genomes. This unique property of LATs opens newvizbas on HSV-1 biology particularly

on latency regulation
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Results

Part of LAT is found inserted in unspliced RL2 traaripts during latency

To determine the sequence of unspliédd transcripts from their 5’end, we used a
primer extension assay with a primer located iromtl (n1RL2, corresponding to nucleotides
597 to 618 of th&kL2 gene, Figure 2A). Using RNA extracts from latentlfected TGs (28
days pi), we found several products containRig2 gene sequences (Figure 2B and S1A).
Among them, some had the expected exonl—introndtipmand some others had a 5’end
corresponding to LAZ until nucleotide 1397 followed by the sequenc&®bf gene starting
at nucleotide 348 within the first intron. This upected sequence suggested that sBin2
transcripts contained an insert corresponding to gfahe LAT,x,. An additional G was also

observed downstream the junction, in a stretch olu@eotides in the RL2 gene (nucleotides
355 to 359) (Figure S1).

A B

232 970

RL2 Gene

reverse 5 RL2 Unspliced
transcription o 5 Transcript
n1RL2
5
RNA A 5

degradation

cDNA tailing ARAAA
n1RL2 SCM2A 232
synthesis of the s 3RACE .
complementary ) X 3
strand P 5 5' exon 1 intron 1
n1RL2
S UAAP N SCM1A
PCR ,
AnAAA -5 13?‘7_ _.:348
¢ CPLIR G
5 3
PCR cloning and sequencing LAT2kB intron 1
Figure 2: Analysis of the 5’ end of unsplicedRL2 transcripts using primer extension

assay

Inoculated mice were sacrificed at 28 days pi aotdl tRNA was extracted from the left TGs. (A) The
organization of the 5’ end of tHeL2 gene of the SC16 strain is schematized. Belowgdaseribed the steps of
the primer extension assay. After reverse transonpof theRL2 transcript using the n1RL2 primer, the RNA
template was degraded, the cDNA was 3’ poly-adeesgliaand used as a template for synthesis of the
complementary strand using primer 3'RACE. Finathe cDNA was amplified by PCR using primers UAAP
and CPL1R, before being cloned and sequenced.

(B) Electrophoresis gel of primer extension produobtained from total RNA extracts of TG from ictied or
mock-infected mice. The organization of the longesner extension products are indicated belowgle The
upper product corresponds to the expected unspRtdranscript, while the second reveals insertiopat of
the LAT (in magenta) intdRL2 transcripts (sequences in figure S1). In the dateguence, the additional G
observed in intro 1 downstream the junction betwe&handRL2is indicated.
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To check independently whether LAJ could be inserted intBL2 gene transcripts,
different pairs of primers flanking the expectetkgration sitei(e. nt 348 ofRL2) were used
to amplify the complete LAT insert within introndy RT-PCR. Although unmodified intron
1 could be amplified with these primers, we failecmplify intron 1 containing the complete
sequence of the LAT insert (data not shown). Teurivent this technical problem, we
amplified each junction of the insert separately.

Two primers (LATF1 and CPL1R) were designed to aiynpghe 3’ junction of the
putative insertion (Figure 3A). LATF1 is a sensexstl primer located in the 3’end of LAg
and CPL1R is an antisense-strand primer annealitiget 5’end oRL2 intron 1. RT-PCR on
RNA extracts from four TGs (three from latently ented mice and one mock-inoculated)
revealed a unique product in all the 3 latentheatéd TGs, absent from the mock-infected
TG (Figure 3A and S2). Upon cloning and sequen¢iglones per mouse), it appeared that
the 306bp band corresponded to a sequence joinegAT,k, and the intron 1 oRL2 The
junction was reproducibly found between nucleotl®®7 of LAT,x, and nucleotide 348 of
RL2 transcript, in agreement with the result of thémer extension assay. As already
observed with the primer extension assay (Figurea@8 S1), an additional G was present
downstream the junction, in a stretch of G nuctiestiin theRL2 gene (nucleotides 355 to
359) in all the analyzed clones (Figure 3A).

Two primers (O1 and PLAT2) were then designed @lyare the 5’end of the insert in
RNA extracts from the 4 previously tested TGs. ©4& isense-strand primer located in the 3’
end of exon 1 oRL2gene and PLATZ2 is an antisense-strand primer éingda the 5’end of
the LAT.k. RT-PCR assays revealed similar bands in theehtlgtinfected TGs, while no
product was observed from the mock-infected TG yf@g3B). The PCR products were
cloned and sequenced (total of 84 clones, givirig 24 analyzable sequences per TG -for
details, see the table inserted in figure 3B-).rRgpes of junction were found (Figure 3B and
S3). The most frequently observed wRE 2-nt384)/(nt242LAT), joining nucleotides 384 of
RL2and 242 oLAT. According to the same nomenclature, the 3 otjuerstions were RL2-
nt362)/(nt181LAT), (RL2nt384)/(nt221LAT) and RL2nt206)/(nt295LAT).

Remarkably, none of the 3’ends of tRe2 part of these junctions was positioned at nt
347 as expected from a simple insertioh. AT sequences into tHeL2 transcript. Instead, the
sequence corresponding to junctidRLe-nt206)/(nt295LAT) had 141 nucleotides missing
(i.,e. nt 207 to nt 347) compared to the expected segudngersely, the sequences with
junctions RL2nt362)/(nt181LAT), (RL2nt384)/(nt242LAT) and RL2-nt384)/(nt221LAT)
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had 15 (nt 348 to nt 362) or 37 (nt 348 to nt 3&dJlitional nucleotides starting from nt 348
of RL2 These results suggested that part ofRh& sequence flanking the insertion site is
either deleted or duplicated in these modifdd transcripts.

LAT integration into the RL2 gene during latent iettion

We next examined whether these LAT insertions ve¢se present in the viral DNA.
DNA was extracted from TGs from the same mice avaland the same primers were used
(i.,e. LATF1 and CPL1R). PCR assays on the putaiyection of LAT,, insert revealed
two bands in the 3 latently infected TGs, but notthe mock-infected TG neither when
performed on genomic HSV-1 (Figure 3C). This lattentrol excluded a template jump
during the PCR. The PCR products were individuelbyned and sequenced. The sequence of
the PCR product corresponding to the upper banglated an insertion of LA, in theRL2
gene exactly at the same position as inRRh&transcripts, i.e. between the nucleotide 1397 of
LAT o and nucleotide 348 of RL2 transcript (Figure 3@ &%). The G insertion in the
stretch of G nucleotides of tHRL2 gene, downstream the inserted LAT, was found in 14
clones out of 15 that were sequenced. RI? sequence was found in the PCR product
corresponding to the faster migrating band. Theegfexcept for one clone (for which the
additional G was not detected), the 3’ junctionasn the LAT insert and tHeL2 sequence
observed at the DNA level was the same as thatredsén the modified transcripts.

The 5’ junction of the LAJy, insert was checked on the same DNA extracts using
primers O1 and PLAT2. The PCR analysis revealed rvagor bands in all the 3 latently
infected TGs, but not in the mock-infected TG, Ineitwhen performed on genomic HSV-1
(Figure 3D). The PCR products were individuallyn#d and sequenced (6 clones per band).
Two types of junctions were foundRi(2nt384)/(nt242LAT) and RL2-nt490)/(nt242LAT)
(Figure 3D and S5).

As in the transcripts, these data suggested addioin of theRL2 region flanking the
insertion at the DNA level. The segments duplicatedld then have respectively a length of
37 and 143 nucleotides for the junctiofd_2-nt384)/(nt242LAT) and RL2-nt490)/(nt242-
LAT).
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Figure 3: Part of LAT is found inserted in unsplicedl RL2 transcripts and RL2 gene
during HSV1 latency

Inoculated mice were sacrificed at 28 days pi ahthland total RNA were extracted from the left TGs.

(A and B) RT-PCR analysis of the 3' (A) and 5’ (Bnctions between LA, and intron 1 of modifiedRL2
transcripts.

A schematic representation of the modifietl2 transcript is drawn showing tHeL2 exons (cyan box)RL2
intron 1 (black line) and the LAT insertion (mageriox). The primer pairs used for RT-PCR analysés a
indicated by arrows. The electrophoresis gels e RF-PCR products obtained from RNA extracts of TiGm
mock or 3 different infected mice are shown. A cohithout RNA was also tested {6).

The sequences of the junctions (as assessed bgrszag of the obtained RT-PCR products, see aigods S2
and S3) are indicated, showing the positions ofenides onRL2 and LAT. In (A), the additional G iRL2
sequence is indicated in low case and bold. Ithegs positioned arbitrarily at the end of the @tstr. In (B),
the table indicates the relative frequencies ohéezqunction from positive clones (i.e. revealing RL2-LAT
junction) obtained from the 3 different mice tested

(C and D) PCR analysis of the 3' (C) and 5’ (D)gtions between LAJ, and intron 1 of modifiedRL2 genes
in DNA.

A schematic representation of the modifiRd2 gene is drawn (using the same color code as indA\B). The
primer pairs used for PCR analysis are indicatecabrpws. The electrophoresis gels of the PCR pisduc
obtained from DNA of TGs from mock or 3 differenfécted mice are shown. A control with HSV-1 DNAsva
also tested (HSV-1). In (C), n@L2 sequence was found in the PCR product indicatethbyasterisk. The
sequences of the junctions (as assessed by seqgeariche obtained PCR products, see also figudeard S5)
are indicated, showing the positions of nucleotilesy RL2 and LAT. In (C), the additional G iRL2 sequence
is indicated in low case. It has been positionéitrarily at the end of the G stretch.
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Taken together, the sequence data indicate thatmthpr species of modified
transcript [the one with 5 junction RL2-nt384)/(nt242LAT) and 3’junction LAT-
nt1397)/(nt348RL2)] corresponds to the expected transcript of theifieal gene detected in
our PCR assays. Two other modified transcriptssgheith 5’ junctions RL2-nt362)/(nt181-
LAT) or (RL2nt384)/(nt221LAT), and the unique 3’junctionLAT-nt1397)/(nt348RL2)]
contain duplications of thRL2 regions [348-362] and [348-384], respectively, dmgs are
probably transcripts of modified genes that have been detected in our PCR assay. The
modified transcripts with 5 junction RL2nt206)/(nt295LAT) and 3’junction (AT-
nt1397)/(nt348RL2) could be the result of an alternative splicing antranscript also
expressed from a modifiddL2 gene. Therefore, all the modified transcripts obsarat 28
days pi most probably derive from the transcriptimin modified RL2 genes having an

insertion of part of the LAy into intron 1.

Southern blot and inverse PCR confirm LAT insertianto RL2 gene.

To confirm LAT insertion intoRL2 gene, DNA extracted from latently infected TGs
was submitted to an extensive digestion by re@ricenzyme Xholl which does not cleave
inside the LAT sequence. This enzyme was also chbseause the cleavage sites flanking
the putative LAT insertion intoRL2 should result in products that could be easily
distinguished from the expected products contaitigLAT genes (Figure 4A). A southern
blot was then performed on the digestion productd BAT-containing fragments were
revealed using a single-stranded DNA probe cormedipg to nt 971 to nt1310 of the LAT
sequence (Figure 4B).

Two major bands (a and d, indicated by black arrowdigure 4B) were revealed.
Their size was consistent with that of the two expe LAT containing fragments in HSV1
genome (Figure 4A). At least 4 other bands were disible (indicated by orange arrows),
two of which (labeled b+LAT and c+LAT on figure 4Bjith a size potentially corresponding
to a fragment in which LAT was inserted irRb.2 gene. These data confirmed the mobility of
the LAT element and suggested that LAT insertioml@@ccur in genes other th&iL2

In order to characterize LAT containing fragmeras, inverse PCR (iPCR) strategy
was used. Gel analysis (Figure 4C) revealed seWZ& products which were individually
cloned and sequenced. We obtained two clones pomdsg to LAT insertion intdRL2
gene. This is another evidences that LATs able to reintegrate the HSV1 genome in the

RL2gene.
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The sequence of the first clone (Figure 4D andiséitated a LAT insertion with a 5’
junction corresponding to (RL2-nt384)/(nt242-LAT)daa 3’junction corresponding to (LAT-
nt1397)/(nt348-RL2). This demonstrates that theseipusly identified junctions are indeed
associated by a unique LAT insertion and that thera duplication of the flankingRL2
sequence (from nt 349 to 384) in such a modifietege

The sequence of the second clone (Figure 4D andr&mMaled a 5 junction
corresponding to (RL2-nt490)/(nt242-LAT) and a ingtion corresponding to (LAT-
nt1552)/(nt667-RL2). This revealed an unexpected Bejunction between LAT insertion
andRL2 gene. In this case, LAT insertion leads to a datein the RL2 sequence (from nt
491 to nt 666). As this junction could not be arimpdi with the primers previously used in
figure 3C, we used a new pair of primers specifjcdesigned to amplify this junction.
Nevertheless, we were still unable to amplify thésv junction using the same conditions as
for the previous one [i.e. (LAT-nt1397)/(nt348-RL2Wwhich strongly suggests that this

junction is much less represented.

Quantification of modified RL2 genes and unsplicedranscripts

To estimate the frequency BL2 modification by LAT insertion, quantitative PCR
was performed on DNA extracted from TG of eighehdly infected mice (3 independent
guantifications for each extract). The absolute bers of modifiedRL2 genes varied from
5.68 to 7.21 Logycopies per TG, while the total numbersRif2 genes varied from 6.54 to
8.89 Logopcopies per TGTable 1). Depending on the mouse, the ratio ofifrestlRL2 genes
varied from 0.15 % to 34 % with 5 mice out of 8 imgvan insertion ratio above 8 %.

131



a
A 10,129 pb

o e, e o, S o 8 e

b

119464 |arprobe 121418
LAT2kb e

120673

31

S ERY
Xholl Xholl
Putative LAT

insertion site

124285

/N N_ R

HSV-1 Genome

152261 bp c 3
4,71 ,91
S P, 260 o 813ph
) Xholl 1 Xholl Xholl
Putative LAT 4952 arpobe 8907
insertion site —_— o~ LAT2kb

2086

5698
RL2 S N ) W

16 TG c
B (\\C,"

= o
M + - + - Infected \’3‘\\ N\OL

5,000 p E
-7
-3
10,000 pb 3,000 pb
-—d I
6,000 pb e L 2,000 pb gy
5,000 pb ~a—b + LAT 8
4,000 pb .
3,000 pb L
2,000 pb ‘”""Pb‘.@ t-
1,500 pb

PLAT2
384 242 -+ 1397 348

11 [
IESE—caccccaccces  ccccccacac — [ITEMII—CCcccTecce  CCATaTTG66GG g ACCce—R Pl
-

LATF1

PLAT2
490 242 - 1552 667

11 11
IEG—ncacscaccss  ccccccacac —INABI——CGGGTCATCCA GGGGGCGTEGTCC—RaP

=
LATF1

Figure 4: confirmation of LAT insertion into RL2 gene by southern blot and iPCR.

(A) Xholl restriction map in the two genome regioosntainingRL2 and LAT genes. Intraneuronal HSV1
genomes are expected to be exclusively in a cirdatan. The position of the probe (brown line), thatative
insertion site of LAT in RL2 gene (magenta trianglad the Xholl restriction sites are indicatede ®ize of the
four expected restriction fragments (a, b, ¢, @l$® given.

(B) Southern blot performed on total DNA extracfesin the TG of an infected (+) or mock infected ipuse
and digested by Xholl. On the left, is shown thecBbphoresis gel of the digestion products (reactaly BET)
before transfer and hybridization by LAJ probe. On the right, is shown the autoradiografidy days of
exposure). The bands indicated by black arrowsidadd could correspond to digestion fragments dointg the
original LAT gene. The bands indicated by red as@would correspond to LAT insertion into cellularwral
DNA. Those labeled b+LAT and c+LAT could correspdod AT integrated intdRL2genes.

(C) Electrophoresis gel of iPCR products perforroadotal DNA extracted from the TG of an infecteduse,
digested by Xholl and self-ligated. As controlss #ame iPCR condition were made oi©OHbr on a mixture of
total DNA extracted from TG of a mock-infected meudigested by Xholl and self-ligated, and HSV-hayae
also digested and self-ligated (MOCK + HSV). PCRducts were individually cloned and sequenced. The
bracket indicates iPCR products correspondingedrtiertion of LAT intdRL2

(D) Sequences of the junctions between LAT and Bé&fes obtained from iPCR products (detailed seaqgenc
and chromatograms are shown in figures S6 and S7)
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To estimate the amount of unsplicRL2 transcripts with and without LAT insertic
into intron 1, we used quantitative -PCR assay. The amount$ all unsplicedRL2
transcripts (whether caamining LAT insertion or not) we very similar from one mouse
another and varied from 5.28 to 5.75 jpcopies per TG (average 5.5¢- 0.25). It could not
be distinguished from the amos of LAT-containingRL2transcripts which varied from 5.(
to 5.93 Logopcopies per TG (averag.53 +/-0.45) (Table S1). Therefore, it appeared tha
major part of the unspliced transcripts containéd linsertion. The amount of spliced R!
transcripts was below the threshold of detecti.e. < 4,6 Log, copies per TG). Thus, mo
than 90 % of th&kL2transcripts detected in the TG were unspliced (lvlwas in agreemel
with previous result{Maillet et al., 2006 }), the vast majority dhem containing LAT
insertion.

Taken together, these data were consistent witfattiehat only modified L2 genes

were transcribed whereas unmodified genes arecsitt

Da I(‘tg?;f Log1o Percentage
Mouse ay ; SD (copies of modified SD of modified
Post-infection  copies of RL2gene) RL2 genes
RL2gene) 9 9
M1 28 7.06 6,60 4+ 34.5
— 011 — 0.66
M2 28 6.95 6,10 14
i 0.30 i 0.58
M3 28 8.89 6,44 3.5
i 0.03 i 0.09
M4 28 8.29 7,21 8.5
i 1.03 i 0.79
M5 28 6.54 5,98 27.5
i 0.43 i 0.70
M6 28 7.28 6,25 9.5
i 0.38 i 0.63
M7 28 8,51 5,68 0.15
i 0.11 i 0.68
M8 28 8.42 6,71 2
i 0.31 i 0.90

Table 1: Quantification of the amounts of total and modified genomes from DN/

extracted from mice TG.

Quantification of all copies oRL2 gene {e. modified and unmodified) and copies RL2 gene
modified by LAT’s insertion was performed by qPCR, described in the methods section. were harvested
from mice infected for the indicated time (days ai)d used for DNA extraction. Values are indicadsdthe
mean of experiments conducted in triplicate. Theegatage of modified versus total genome is deddiced
the indicated experiméal values. SD, standard deviation; NA, not apblie:
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Part of LAT is also found inserted in US12 transpis during latency

Although we only identified LAT insertion into RLZenes, the Southern blot
suggested that other genes were modified. We fitetl to determine whether other
transcripts were modified by LAT insertion, usingp@mer extension assay with RLAT3, a
primer annealing from nt 1038 to nt 1058 of LAY It was performed on poly-A transcripts
purified from RNA extracts from latently infecteds$ (28 days pi). We chose to work on
poly-A transcripts in order to get rid of LA% and LAT; sk (Which are the most abundant
RNA which are potentially amplified in such an agsa

Gel analysis revealed several bands among whiclkrd absent in the mock-infected
TG (Figure 5A).The corresponding products were individually cloredl sequenced. The
longest one corresponded to Légk, (which is polyadenylated). The second corresporided
a product which had a 5’end correspondin@Rt@® gene until nucleotide 384 followed by the
sequence of LAZy, starting at nucleotide 244.€. corresponding to the major product
observed previously —Figure 3B-) (Sequence in &g88). The third product had a 5’ end
corresponding to HSVIWUS12gene until nucleotide 1218 followed by the seqeenicLA T,k
starting at nucleotide 224. This latter sequencgufEé S9) revealed that somgS12
transcripts also contained an insert corresponiimgrt of the LAy,

In order to amplify the 3’ junction of the putativiesertion, primers LATF1
(previously used and located in the 3’end of LAJand 47REV1, an antisense-strand primer
annealing to the 3’end @dS12exon 2 were used for RT-PCR on RNA extracts fromGs
(3 from latently infected mice and one mock-inotedh. A single product was amplified in
all the latently infected TGs, absent from the modkcted TG (Figure 4B). Upon cloning
and sequencing, it appeared to correspond to a&regyoining the LA, and the 3’ end of
exon 2 ofUS12 The junction was reproducibly found between noiitke 1350 of LAk
and nucleotide 1304 @fS12transcript (Figure 5B and S10).

We then used primers 47F1 (a sense-strand primatdd in the 5’ end of exon 2 of
US12gene) and PLATZthe previously used antisense-strand primer amgeati the 5’end
of the LAT,y,) to amplify and analyze the 5’end of the inserRINA extracts from the 4 TGs
that were used to analyze the 3’ junction. RT-PGRags revealed a single band in the 3
latently infected TGs, while no product was obsdriom the mock-infected one (Figure
5C). Upon cloning and sequencing, it appeared teespond to a unique sequence revealing
a junction between nucleotide 1218Wb12transcript and nucleotide 224 of LAg (Figure
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5C and S11), which was identical to that observethe primer extension assay (Figure 5A
and S9).

Therefore a single modifiedS12transcript was detected with the 5’ junction of LA
insertion corresponding to (US12-nt1218)/(nt224-)ANhd the 3’ junction corresponding to
(LAT-nt1350)/(nt1304-US12). Here again, this was asimple insertion of LAT sequences
as 85 nucleotides were missing (i.e. nt 1219 to313(h these modifiedJS12 transcripts,
compared to the expected sequence.

LAT integration into the US12 gene during latentfiection

We next examined whether these LAT insertions vadése present in theS12gene.
Primers pairs (LATF1, 47 REV1) (Figure 5D) and (47FPLAT2) (Figure 5E) were
respectively used in PCR assays to characterizeutetive 3’ and 5’ junctions of LAgky
insert in theUS12gene. The PCR assays were performed on DNA whachbleen extracted
from TGs from the same 4 mice that were used toacterize the modifietdS12trancripts.

For both PCR assays, a single product was det¢Eigdre 5D, 5E). The first one
revealed a 3’ junction corresponding to (LAT-nt136@1304-US12) (Figure 5D and S12).
The second band revealed a 5’ junction correspgnifUS12-nt1218)/(nt224-LAT) (Figure
5E and S13). The 3’ and 5’ junctions were thus tidahto those found in the modifiediS12
transcripts. Therefore, the modifi&diS12 transcripts observed at 28 days pi most probably
derive from the transcription of the modifi€t512genes having an insertion of part of the

LAT ,p into exon 2.
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Figure 5: Part of LAT is found inserted in US12 transcripts and gene during HSV1

latency

Inoculated mice were sacrificed at 28 days pi atal RNA (A, B, C) or DNA (D, E) was extracted fraime left
TG of infected or mock-infected mice.

(A) Polyadenylated RNA were purified and used aspiates for primer PLAT2 extension assay. In a damp
containing polyadenylated RNA from an infected mo(RT-), the reverse transcription step was omitlde:
electrophoresis gel of primer extension productshiswn on the left. The PCR products labeled 1n@ &
correspond respectively to LAEw RL2 transcript containing LAT insert andS12transcript containing LAT
insert. These product and the corresponding jonstiare described (Sequences and chromatogrania are
figure S8 and S9). The bracket on the gel indicatasspecific products also present in the mock.lan

(B and C) RT-PCR analysis of the 3' (B) and 5’ {(@)ctions between LAy, and exon 2 of modified)S12
transcripts.

A schematic representation of the modifieé@12transcript is drawn showing tHéS12 exons (orange box),
US12intron 1 (black line) and the LAT insertion (mag¢gebox). The primer pairs used for RT-PCR analgsis
indicated by arrows. The electrophoresis gels e RF-PCR products obtained from RNA extracts of TiGm
mock or 3 different infected mice are shown. A cohithout RNA was also tested {6).

The sequences of the junctions (as assessed bgrszag of the obtained RT-PCR products, see atpords
S10 and S11) are indicated, showing the positibmsicleotides otJS12and LAT.

(D and E) PCR analysis of the 3’ (D) and 5’ (E)gtions between LAJ, and exon 2 of modifietlS12genes
in DNA.

A schematic representation of the modiflé812gene is drawn (using the same color code as indBG). The
primer pairs used for PCR analysis are indicatedatrpws. The electrophoresis gels of the PCR pitsduc
obtained from DNA of TGs from mock or 3 differenfécted mice are shown. A control with HSV-1 DNAsva
also tested (HSV-1). The sequences of the junctfiassissessed by sequencing of the obtained PQiRqgisp
see also figures S12 and S13) are indicated, slgawapositions of nucleotides fradS12and LAT.
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LAT is found integrated in the host genome duringtént infection

As previous made clear that LATs are able to irgginto the HSV-1 genome, we
wonder whether LAT was also able to integrate ldd$A. With the aim to identify potential
host targets, we performed B1-PCR experiments avphimer annealing to LAT and another
annealing to conserved sequences of B1 elementhwahe highly present in mouse genome.

To amplify a potential junction between a host ssme and the 5’ part of LA,
two pairs of primers were designed (Figure 6A). Aifrgation was performed on DNA
extracts from the TG of infected mice for which fwsence of a modifieRL2 gene had
been previously checked. With both pairs, gel asialyevealed several bands (Figure 6A).
The PCR products were cloned and sequenced. Otigenf revealed a LAT insertion in
chromosome 9 (ref NCBI: AC174644.2) (Figure 6B &1d1) which was found in the three
mice tested. The 3’ end of the LAT insertion copm@sded to nt 254.

Using primers designed to amplify a junction betw#ee 3’ part of LAk, and a host
sequence, we amplified several products (Figure @8jjuence analysis revealed 4 LAT
insertion in chromosomes 5 (ref NCBI: AC124754.B)(ref NCBI: AC148980.6), 9 (ref
NCBI: AC117679.8) and 12 (ref NCBI: AC132596.5)dkie 6D and S15). These insertions
were found in the three tested mice with the exoapif the one in chromosome 5 which was
found in two mice out of three. The 5 end of th@TLinsertions in chromosome 5 and 7
corresponded respectively to nt 1718 and 1539 of Ls®quence. For the insertions in
chromosomes 9 and 12, it was not possible to daterthe exact 5’ end of the insertion as
the nucleotides located at the junction were comtondhe LAT and the host DNA sequence
(Figure 6D and S15).

Interestingly, LAT insertion in chromosome 12 apdly led to the conversion of
two nucleotides located respectively 8 and 10 riles downstream the sequence common
to the LAT and the host DNA at the level of thgBiction (Figure 6D and S15).

All these insertions were independently and indieity checked by PCR using the
same primer for the LAT sequence and a host prapecifically designed for the junction.
This definitively demonstrated that LATs are albteao integrate the host DNA.
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Figure 6: Part of the LAT o4, is found integrated into different mouse loci.

B1-PCR were performed on total DNA extracted frdre TG of an infected or mock infected mouse. Four
primers pairs were used to take into account alrétative orientation between B1 elements and iAdgrated
sequences. Primers positions are indicated.

(A) Electrophoresis gels showing products amplifisthg the two primers pairs allowing the amplifica of a
putative 5’ junction between LAJ,and host DNA.

(B) The sequence of the junction of the unique elogvealing LAy, integration is indicated. The positions of
nucleotides from host DNA (chromosome 9) and LAt the level of the 5’ junction are mentioned (ats®
Figure S14 for detailed sequences).

(C) Electrophoresis gels showing products amplifisthg the two primers pairs allowing the amplifioa of a
putative 3’ junction between host DNA and LAJ

(D) The sequences of the junctions of the four eforevealing LAY, integration are indicated. The positions of
nucleotides from host DNA and LA}, at the level of the 3’ junction are mentioned (a¢&s® Figure S15 for
detailed sequences).

The underlined nucleotides at the junction canmoattributed due to the fact that the LAT and theovmosome
sequences are the same. For chromosome 12, theotidek in low case and bold are different fronsthim the
chromosome sequence (see figure S15A).
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Discussion

In this study, we report that vivo LATS sequences can be found inserted into viral
and host genome sequences. Taken together, ouamatansistent with LATs being mobile
elements with unique properties. These propertieslikely essential for their capacity to
regulate latency and reactivation.

LATs have been described for years as the majendatregulators, apparently acting
through different mechanisms (as detailed in theduction). Our discovery that LATs are
mobile elements explains some of the previous ebsens, particularly those showing that
LATs are associated with a down-regulation of imraedearly genes expression {Garber et
al, 1997; Mador et al, 1998 }. Indeed, the majoafyRL2 genes are clearly unmodified at 28
days pi (table 1). Nevertheless, at this stagenfaiction, more than 90 % &L2 transcripts
detected in the TG contain intron 1 and the LATemsand are thus transcribed from
modified genomes. This indicates that transcripttdrunmodified RL2 genes is silenced.
Furthermore, this also indicates that LAT insertioto theRL2 transcript interferes with its
splicing. This results in the inhibition of the praction of ICPO, a key factor of the
reactivation process {Everett, 2000 }. Therefor&Tis are latency keepers by impeding ICPO
expression from non-silenced genomes.

The physiological significance of LAT insertion lS12 is more difficult to assess.
TheUS12gene encodes the protein ICP47, a viral protahhinds the transporter associated
with antigen processing, prevents peptide transilmeanto the endoplasmic reticulum and, as
a consequencenhibits antigen presentation to CD8+ T lymphocyt&his avoids the
detection of infected cells by the host immuneeys{Hill et al, 1995; Fruh et al, 1995; York
et al, 1994 }. This gene was hitherto not knowbédaranscribed during latency. It is worth to
note that, as in the caseRE2 gene, LAT insertion itJS12occurs in a non-coding region of
the transcript (part of exon 2 downstream the stogion). One might speculate that stress
conditions could induce the maturation of accunadahodified transcripts which would then
be exported out of the nucleus and translated, lwhiould lead to the synthesis of ICPO,
which would trigger the reactivation cascade, ad@47, which would immediately protect
the cell from the immune system.

Besides this ability of LATs to modify viral genese have demonstrated that it can
also integrate the host genome. As the PCR techniguused to identify LAT insertion into
host DNA was biased (because it required the privxiaf a B1 element), we have probably

not identified all the LAT targets in the host ger® Nevertheless, LAT ability to insert into
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the host genome is certainly a way for the virugate the control of some cellular functions.
This feature could also participate in maintainizgncy and/or in the reactivation process.

A characteristic of this new mobile element is thatransposes through an RNA
intermediate. In order to accomplish the completegration process, as for other retromobile
elements, at least three activities are require&ll RNA needs to be reverse transcribed,
target DNA needs to be cleaved and a recombinatrent must take place.

The characteristics of LAk, provide some clues to the mechanisms used. First,
similar to group Il introns, LA is a lariat. This suggests that, as for these mstro
reintegration proceeds through direct attack of thrget DNA by the lariat. Furthermore,
there are several unusual features of the moddiedes that may offer clues as to the
mechanisms involved in the reverse transcriptiorthef LAT,x, containing transcripts and
their integration, namely: (i) a partial duplicatiof the region flanking the insertion (for part
of the modified RL2 genes) or (i) a deletion oktharget gene (for another part of the
modified RL2 genes and most probably for the meditiS12genes), (iii) the addition of an
extra-nucleotide downstream LAT insertion RL2 gene and (iv) the conversion of
nucleotides located downstream LAT insertion inogthDNA target. All these features are
characteristic of “target-site primed reverse teaipgion” {Eskes et al, 1997 }, a process that
is analogous to that described for mobile groumtiions {Zimmerly et al, 1995 a b } and
non-LTR retrotransposons {Gilbert et al, 2002 }.

Surprisingly, local alignment around the target ussgces has not revealed a
consensus. This raises the problem of target rettogrby the LAT, a feature which is
necessarily required at some stage of the prooesstégration.

The ability of a stable lariat to reintegrate gemmMNA opens a new field of
investigation in eukaryotic cells. Furthermore, flaet that the HSV1 genome contains a
mobile element that shares several properties gdathlytic introns, which have so far been
described only in procaryotes or in mitochondridngweas LATs act in the nucleus of the
infected cell), raises evolutionary questions. Wibethis mobile element is shared with other
herpesviruses, for which a common origin with sobaeteriophages has been proposed
{Baker et al, 2005; Cheng et al, 2004; Duda eR@0Q6 }, or is a recent acquisition by HSV1
iS now an open question.

Finally, as HSV1 establishes a long-life latenteotion within the human nervous
system, LAy insertion in the human genome could result afearesal years in events

leading to chronic neuronal disorders or tumor tgyeent. This however remains to be
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explored, on the basis of the epidemiological d&ar results thus open new fields of
investigation for the long term consequences cédtibn byHerpesviridaethrough a direct
genetic modification of the host, leading to chootiisorders.
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Figure S1A

0
S
SCMBA  mmmmm e i il Ll LlLloil Liiliil il il il
RL, TATAAGTT AGCOCTGGOC CGACAGTCTG GTCGCATTTG CACCTCGGCA CTCGGAGCGA GACGCAGCAG CCAGGCAGAC TCGEGCCGCC CCCTCTCCGC
B O e e e P R B TSR U VU DN I DR U IR U R B D
08 18 28 38 48 58 68 78 88 98
........ [T I IR T TN AN U N IR DR IR SR RN RN SN DI U B
1198 1208 1218 1228 1238 1248
I A GGGAAAAGAT ACAAAAGTAA ACCTTTATTT CCCAACAGAC AGCAAAAATC
£
SCMBA  mmmememe memmeen e A COCCCATGGA CCCTCOGTCC GOGACCCTCC AGCCGCATAC GACCCCCATG GAGOCOCGOC COGGAGCGAG
RL, ATCACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGCGA CCCCCATGGA CCCTCOGTCC GOGACCCTCC AGCCGCATAC GACCCCCATG GAGCOCCGCC COGGAGCGAG
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Figure S1A. Sequences of the products obtained byimer extension assay of unspliced
RL, transcripts from 28 days infected mouse TG

The two sequences are aligned with thosRIgf(blue and blackand LAT,, (magenta). The
exon sequence of thel, gene is indicated in blue. LAT sequence foundlame SCM1A is

in magenta. Numbering in blue refersRb, sequence, and numbering in magenta refers to
LAT 2k sequence. The red box on the alignment indicataéssertion of a G nucleotide (in
lower case and bold) in SCM1A sequence in a Gcttret theRL2 sequence. This additional
nucleotide has been positioned arbitrarily at the ef the G stretch between positions 359

and 360 oRL;sequence.

142



Figure S1B
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Figure S1B. Part of the histogram of SCM1A and SCMA& sequences obtained from
primer extension assay corresponding to the junctio between LATxs and RL;
sequences.

The RL, sequence is indicated by the black line abovehtetagram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehiséogram corresponding to SCM1A
sequence indicate the position of the junction betwLAT andRL2 gene. The asterisk
indicates the additional G inserted in RRe2 sequence, which has been positioned arbitrarily
at the end of the G stretch.
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Figure S2A

--------------------------------------------------------------------------- TTCCC CTCCCCGACA CGGATTGGCT
......................................................................... TTTTCCC CTCCCCGACA CGGATTGGCT
.......................................................................... TTTCCC CTCCCCGACA CGGATTGGCT
- TACCCGCCG GCCCGAGGGC CGCCCCCAGC GCGAGGTGAG GEGCCGEGCG CCATGTCTGG GGOGCCATAT TGGGGBGGCGC CATATTGGGG GGCGCCATAT

1357 1367 1377 1387 1397 1407 1417 1427 1437 1447
GGTGTAGTGG GCGCGGCCAG AGACCACCCA GCACCCGACC CCCCCTCCCC ACAAACACGG GGEECGTCCC TTATTGITTT CCCTCGTCCC GGGTCGACGC
GGTGTAGTGG GOGOGGOCAG AGACCACCCA GCACCCGACC CCCCCTCCCC CCATGTTGGG GAJACCCCCA CTCATACACG GGAGCCGGGC GCCATGTTAG

GGTGTAGTGG GOGOGEOCAG AGACCACCCA GCACCCGACC COCOCTCCCC CCATGTTGRG COCCCA CTCATACACG GGAGCCGGGC GCCATGTTAG
GGTGTAGTGG GOGOGGCCAG AGACCACCCA GCACCCGACC COCOCTCCCC CCATGTTGGG COCCCA CTCATACACG GGAGCCGGGC GCCATGTTAG
TGGGEGE0GC CATGTTGEEG GACCCCOGAC CCTTACACTG GAACCGGOCG CCATGTTGGG COCCCA CTCATACACG GGAGCCGGGC GCCATGTTAG
P T T e e T T B e T E e T I B R B e Y R D
307 317 327 337 347 357 366 376 386 396

GGGECGTGGA ACCCCGTGAC ACTATATATA CAGGGACCGG GGGCGCCATG TTAGGGGEGCG CGGAACCCCC TGACCCTATA TATACAGGGA CCGGGGTCGC
GGGGOGTGGA ACCCCGTGAC ACTATATATA CAGGGACCGG GGGCGCCATG TTAGGGGGCG CGGAACCCCC TGACCCTATA TATACAGGGA CCGGGGTCGC
GGGECGTGGA ACCCCGTGAC ACTATATATA CAGGGACCGG GGGECGCCATG TTAGGGGEGCG CGGAACCCCC TGACCCTATA TATACAGGGA CCGGGGTCGC
GGGECGTGGA ACCCCATGAC ACTATATATA CAGGGACCGG GGGCGCCATG TTAGGGGEGCG CGGAACCCCC TGACCCTATA TATACAGGGA CCGGGGTCGC

Figure S2A. Alignment of sequences of RT-PCR prodi€, mapping the 3’ junction

between LAT,kg insertion and intron 1 of RL2 transcripts, with RL2 and LAT

sequences.

RT- PCR products were obtained from RNA isolatemfrthree different 28 days infected

mice TG. The three different sequences are alignddthe sequences of LA, andRL; to

identify the 3’ junction between LAT anBL2 sequences. Names of the sequences are
indicated on the left. Numbering and charactetslack refer to th&kL, sequence; numbering

and characters in magenta refer to the hfTequence. The red box on the alignment

indicates an additional guanosine (in lower casdé bald) in theRL2 sequence of the

modified transcript. This additional nucleotide een positioned arbitrarily at the end of the

G stretch.
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Figure S2B
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CTGGTGTAGIGGGCGOCGGCOCCAGAGACCACCCAGCACCCGACCCCCCCT CCCCCCATGTITIGGEGEGEGGACCCCCACT CATACAC
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AGIGGGCGCGGCCAGAGACCACCCAGCACCCGACCCCCCCI CCCCCCATGITGGGGGGACCCCCACT CATACACGGGA

EVAVN

Figure S2B. Part of the histograms of the sequences RT-PCR products from three
different 28 days infected mice (hamed as in figur&2A) corresponding to the junction
between LAT,xg and RL, sequences.

The RL, sequence is indicated by the black line abovehteagram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the
junction between LAT an®L2 gene. The asterisk indicates the additional Grieden the

RL2sequence. This guanosine has been positionedaailpitit the end of the G stretch.
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Figure S3A

MOUSEZRA TACCOGCCGG CCTGAGEEOC GOCCOCAGOG CGACGGTGAGS GEOOGEGOGC CATGTCTGGG GOGCCATATT GGGGGGOGOC ATATTGEGGG GOGCCATATT
MOUSE2RB TACCCGCCGG CCTGAGEECC GCCCCCAGCG CGACGTGAGG GBCCEEECEC CATGTCTGEG GCGCCATATT GEEEEECGECC ATATTGEEEG GCGCCATATT
MOUSE2RC TACCOGCCGG CCTGAGEEOC GOCCOCAGOG CGACGTGAGG GEOOGEGOGC CATGTCTGGG GOGCCATATT GGGGGGOGOC ATATTGGGGG GOGCCATATT
MOUSE2RD TCCCCaCe
RL, TACCCGCCGG CCCGAGEECC GCCCCCAGCG CGACGTGAGG GBCCEEECEC CATGTCTGEG GCGCCATATT GGGEEECGCC ATATTGEEEG GCGCCATATT
U T T D T T e T T T e O B T E T B T I T DR
208 218 228 238 248 258 268 278 288 288
U PR R DY TR PERSN B DTS B SRS EUESN BT BN BRI BTN DU I DS B DR
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LATxxg s - CCCCCCT CCCACCCTTA GICAGACTCT GITACTTACC CGTCCGACCA CCAACTGCCC CCTTATCTAA GGGCCGECTG GAAGACCGCC
MOUSE2RA GGGEGECGE0C ATGTTGEGEG ACCOOCGACC CTTACACTGG AACCGGEO0GC CATGTTGEGG GACCCTGCCC CCTTATCTAA GGGCCGGCTG GAAGACCGOC
MOUSE2RB GGGEGECE0C ATGTTGEGGG ACCOOCGACC CTTACACTGG AACCGGOCGC CATGTTGEGG GACCCOCACT CATACACGGG AGCOGG ———
MOUSE2RC GGGEGECGECC ATGTTGEGGG ACCOCCGACC CTTACACTGG AACCGGBOCGC CATGTTGGGEG GACCCOCACT CATACACGGG AGCCGG
MOUSE2RD
RL, GGGEGECE0C ATGTTGEGEG ACCOOCGACC CTTACACTGG AACCGGBOCGC CATGTTGGGG GACCCOCACT CATACACGGG AGCCGGEOGC CATGTTAGGG
B TP T o e O e o T T e e e T B B T B T D
308 318 328 338 348 358 368 378 388 388
R U R DY R DTN B DRSS NN DU IO U IS BRI BN DU I DU B DO
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LAT g AGGGGGTCGG CCGGTGTCGC TGTAACCCCC CACACCAATG ACCCACGTAC TCCAAGAAGG CATGTIGICCC ACCCCGCCTG TGITTTTGIG CCTGGCTCTC
MOUSE2RA AGGGGGTCGG CCGGTGTCGC TGTAACCCCC CACACCAATG ACCCACGTAC TCCAAGAAGG CATGTGICCC ACCCCGCCTG TGITTTTGIG CCTGGCTCTC
MOUSE2RB ——GGICGG CCGGTGTCGEC TGTAACCCCC CACACCAATG ACCCACGTAC TCCAAGAAGG CATGIGTCCC ACCCCGCCTG TGITTTTGTIG CCTGGCTCTC
MOUSE2RC CCCCC CACACCAATG ACCCACGTAC TCCAAGAAGG CATGTGICCC ACCCCGCCTG TGITTTTGIG CCTGGCTCTC
MOUSE2RD TG TGITTTTGTG CCTGGCTCTC
RL, GGOGTGGAAC CCCATGACAC TATATATACA GGGACCGGGG GOGOCACGTT AGGGGGGOGC GGAACCOCCT GACCCTATAT ATACAGGGAC CGCTGITGGG

Figure S3A. Alignment of sequences of RT-PCR produg, mapping the 5’ junction
between intron 1 ofRL2 and LAT kg insertion, with RL2 and LAT sequences.

RT- PCR products were obtained from RNA isolatedfi28 days infected mice TG.
The sequences of 4 different cDNA clones are atignith the sequences B, and LATxy,

to identify the 5’ junction betweeRL2 and LAT sequences for each clone. Names of the

sequences are indicated on the left. Characteldum refer to thdRL2 first exon sequence,

characters in black refer to th_2 first intron sequence and character in magenter ttef

LAT 2«g sequence. Numbering in black refers to Rig sequence and numbering in magenta

refers to the LA}, sequence.
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Figure S3B

MOUSE2RA

RL, LAT 2kg

TTGGGGGACCCCCGACC CTTACAC TGGAACCGOC CGCCATGTTGGGGGACCCCCACTCATACAC GEGAGCCOGGGTCGGEC CGGTGT OGO TGTAACCCCCCACAC CAATG

Figure S3B. Part of the histograms of the sequenced RT-PCR products from four

different cDNA clones obtained from a 28 days inféed mouse (named as in figure S3A)

corresponding to the 5’ junction betweerRL, and LAT sequences.

The intron 1 (resp. exon BL, sequence is indicated by the black (resp. blue) dbove the

histogram and LAT sequence is indicated by a magdne. Black arrows above the

histograms indicate the position of the junctiobws®EnRL2 and LAT,x, Sequences.
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Figure S4A

1358 1368 1378 1388 1398 1408 1418 1428 1438 1448
LAT e GTGTAGTGGG CGCGGOCAGA GACCACCCAG CACCCGACCC COCCTCOCCA CAAACACGGG GBGCGTCCCT TATTGITTTC CCTCGTCCOG GGTCGACGCC
MOUSE1BA GTGTAGTGEG CGCGGOCAGA GACCACCCAG CACCCGACCC CCCCTCOCCC CATGTTGGGG GACCCCCAC TCATACACGG GAGCCGGGOG CCATGTTAGG
MOUSE1BB GTGTAGTGEG CGLGGOCAGA GACCACCCAG CACCCGACCC CCCCTCOCCC CATGTTGGGG GACCCCCAC TCATACACGG GAGCCGGGOG CCATGTTAGG
RL, GGGGGECGCC ATGTTGGEEG ACCCOCGACC CTTACACTGG AACCGGOCGC CATGTTGGGG GACCCOCAC TCATACACGG GAGCCGGGOG CCATGTTAGG
P T e e T T e e T Tl N I B I R T R N P
308 318 328 338 348 358 367 377 387 397
R DU R RN BV DR DI DU ISR BT RN DN N DI R DU RN SR BN DR
N
MOUSE1BA GGGOGTGGAA CCOCGTGACA CTATATATAC AGGGACCGGG GGOGCCATGT TAGGAGGBOGC GGAACCCCCT GACCCTATAT ATACAGGGAC CGGGGTCGCC
MOUSE1BB GGGOGTGGAA CCOCGTGACA CTATATATAC AGGGACCGGG GGOGCCATGT TAGGAGGOGC GGAACCCCCT GACCCTATAT ATACAGGGAC CGGGGTCGCC
RL, GGGOGTGGAA CCOCGTGACA CTATATATAC AGGGACCGGG GGOGCCATGT TAGGAGGEOGC GGAACCCCCT GACCCTATAT ATACAGGGAC CGGGGTCGCC
P T T T e o T B T T R B I B I B B B BN B
407 417 427 437 447 457 467 477 487 497

Figure S4A. Alignment of sequences of PCR productsapping the 3’ junction between

LAT kg insertion and intron 1 of RL2 gene, withRL2 and LAT sequences.

PCR products were obtained from DNA isolated fror@8adays infected mouse TG. The
sequences of 2 different clones are aligned wighséquences of LA, andRL, to identify

the 3’ junction between LAT andL2 sequences. Names of the sequences are indicatbd on
left. Numbering and characters in black refer toRh, sequence; numbering and characters
in magenta refer to the LA#fs sequence. The red box on the alignment indicates a
additional G (in lower case and bold) in tRe2 sequence of one of the modified gene. This

additional nucleotide has been positioned arbiyrati the end of the G stretch.
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Figure S4B

MOUSEIBA

LAte RL

v

GGCCAGAG ACCACCCAGCACCCG ACCCCCCC ICCCCCCATG TTGGGGGACCCCCAC TCATACACGGG AGCCGGGCG

MAAASAA SN NAAANNAAAANAAA NN AN A AN WA A A e A S A VA

MOUSEIBB

LAE  RL

GITGGGCGCGGCCAGAGACCACCCAGCACCCGACCCCCCCT CCC*C,&IGIIGGGG’E}G,&CCCCCACI CATACACGGGAGCC

| .

Figure S4B. Part of the histograms of the sequence$ two different PCR products from

a 28 days infected mouse (hamed as in figure S4Adreesponding to the junction
between LAT,xg and RL, sequences.

The RL, sequence is indicated by the black line abovehtetoagram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the
junction between LAT an@RL2 gene. The asterisk indicates an additional G ieden the
RL2 sequence of mouselBB clone. This guanosine, wiashbeen found in 14 clones out of
15, has been positioned arbitrarily at the endhef® stretch.
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LATas
MOUSE2AA
MOUSE2AB
RL,

LAToxe
MOUSE2AA
MOUSE2AB
RL,

LAT kg
MOUSE2AA
MOUSE2AB
RL,

Figure S5A

GGGGGGECGECC ATGTTGGEGEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGGCCGC CATGTTGGGG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGG ——————————
GGGGGEECGECC ATGTTGGEGEGEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGGCCGC CATGITGGGG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGGGCGC CATGITAGGG
GGGEEEECGECC ATGTTGEEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGECCGC CATGITGEEG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGGECGC CATGITAGSG

308 318 328 338 348 358 368 378 388 398
R D U RN B DR DR DI IR BRI RS DN BN DI B DU RN RN S DR

159 169 179 189 199 209 219 229 239 249

GEAA GACCGCCAGG GGGTCGGCOG GTGTCGCTGT AACCOCCCAC

COCCOCAC

GGOGTGGAAC CCCGTGACAC TATATATACA GGGACCGGGG GCGCCATGTT AGGGGGCGCG GAACCCCCTG ACCCTATATA TACAGGGACC GGCCCCCCAC
GGCGTGGAAC CCCATGACAC TATATATACA GGGACCGGGG GCGCCACGTT AGGGGEGCGCG GAACCCCCTG ACCCTATATA TACAGGGACC GGGGTCGCCC

ACCAATGACC CACGTACTCC AAGAAGGCAT GITGTCCCACC CCGCCTGIGT TTTTGTGOCT GECTCTCTAT GGr-mmmmmm mmmmmmmmme mmmmm oo -
ACCAATGACC CACGTACTCC AAGAAGGCA-
ACCAATGACC CACGTACTCC AAGAAGCCA- - -

TGTTGGGGGT CGOCATGTG: - === -mmmmn mmemmmeaen oon

Figure S5A. Alignment of sequences of PCR productmapping the 5’ junction between

intron 1 of RL2 and LAT ,«g insertion, with RL2 and LAT sequences.

PCR products were obtained from DNA isolated frd@rdays infected mice TG.

The sequences of two different clones are aligngl the sequences &L, and LAT,x, to

identify the 5’ junction betweemL2 and LAT sequences for each clone. Names of the

sequences are indicated on the left. Charactelpduin refer to theRL2 first exon sequence,

characters in black refer to t_2 first intron sequence and character in magenter ttef

LAT okg sequence. Numbering in black refers to Rie sequence and numbering in magenta

refers to the LA}, sequence.
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Figure S5B

MOUSE2AA

RL, LAT 2

v

GCCATGTIGGGGGACCCCCACTCATACACGGGAGCCGGCCCCCCACACCAATGACCCACGTACTCCAAGAAGGCAATCTG

MOUSEZ2AB

RL, LAT kg

ATGTTAGGGGGCGCGGAACC CCCC CC TATATATA CAGGGA CCGGCCCCCCACAG AATGACC ACGTACTC AAGA

WMWWMMWWMWW\M«M@VWWWM

Figure S5B. Part of the histograms of the sequence$ PCR products from two different

clones obtained from a 28 days infected mouse (naches in figure S5A) corresponding

to the 5’ junction betweenRL, and LAT sequences.
The RL, sequence is indicated by the black line abovehie®gram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the

junction betweemRL2 and LAT,x, sequences.
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Figure S6

A
TR PR BTN DY TR DRSS DR DRSS EUEEE DS EUESE BSEE RSN B ENSUEE DUEE IR DY B DR
164 174 184 194 204 214 224 234 244 254
I P CGGC TGGAAGACCG CCAGGGGGTC GECOGGTGTC GCTGTAACCC COCACGCCAA
1 PCL TGEGGEE0GC CATGTTGEEG GACCCCOGAC CCTTACACTG GAACCGGCOG CCATGTTGGG GGACCOCCAC TCATACACGG GAGOOGGOCC CCCACACCAA
RL, TGGGGGE0GC CATGTTGGGEG GACCCOOGAC CCTTACACTG GAACCGGCOG CCATGTTGGG GGACCCCCAC TCATACACGG GAGOCGGGCG CCATGTTAGG
S TP T T T T e T T T e T e T E e B T B R B
307 317 327 337 347 357 367 377 387 397
TR PR BTN DY TR PENSN EUUEE DRSS EUEEE DS BTN SR RSN BRI ENSUEE DUSEE R DY B DR
264 274 284 294 304 314 324 334 344 354
LAT e TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGTGTC GCACCCOGCC TGTGTT- - - - - = s mwm o mmemcmm fomemcenon foeiaiooe cooooiioon
I PC1 TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGTGTC CCACCCOGCC TGTGTT- - = - s msmcwso mmescmmmc somemcanon foenaeme caemanoan
RL, GGGCGTGGAA COCCATGACA CTATATATAC AGGGACOGGG GEOGCCACGT TAGGGGGGCG CGGAACCCOC TGACCCTATA TATACAGGGA COGGGGTCG
R T T e R B e B e T e R E N B B R RS B R DR
407 417 427 437 447 457 467 477 487 497
RL, LAT ks
ACCGGCCGCCATGTTGGGGGACCCC CACTCATACACGGGAGC CGGCCCCC CACACCAATGACC CACGTACTCCAAGA
TR PR BTN DY TR DRSS DR DRSS EUEEE DS EUESE BSEE RSN B ENSUEE DUEE IR DY B DR
1358 1368 1378 1388 1398 1408 1418 1428 1438 1448
LAT e GTGTAGTGGG CGOGGOCAGA GACCACCCAG CACCOGACCC COCCTCCOCA CAAACACGGG GGGOGTCCCT TATTGTTTTC CCTCGTOCCG GGTCGACGOC
I PCL GTGTAGTGGEG CGOGEOCAGA GACCACCCAG CACCCGACCC CCCCTCCOCC CATGTTGGGG GACCCOCAC TCATACACGG GAGCCGGEOG CCATGTTAGG
RL, GGGEGECECC ATGTTGEGGG ACCOCCGACC CTTACACTGG AACCGGBO0GC CATGTTGGGG GRACCOCCAC TCATACACGG GAGCOGGGOG CCATGTTAGG
R T T T T T e T e N T S o T E e B T B R B
308 318 328 338 348 358 368 378 388 398
LAT kg RL,

* *

AGAGACCACCCAGCACCCGACCCCCCCTICCCCCCATG TTIGGGGGGACCCCCACTCATACACGGGAGCCGGGCGCCATG

VWAV AN A MM | V!

Figure S6. Chromatogram and alignment of sequencesf an iPCR cloneat the level of
the 5’ junction (A) and the 3 junction (B) betweenintron 1 of RL2 and LAT xs

insertion.

IPCR products were obtained from DNA isolated frd8days infected mice TG, digested by
Xholl and self-ligated. The two chromatograms wap&ined from the same clone. The
sequences are aligned with the sequenc&ipand LAT,x, to identify the 5’ (A) and 3’ (B)
junction betweemRL2and LAT sequences. Names of the sequences acaiedion the left.
Characters in black refer to tRe_2first intron sequence and characters in magefea t@
LAT o sequence. Numbering in black refers toRe sequence and numbering in magenta

refers to the LA}, sequence.
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Figure S7

148 158 168 178 188 198 208 218 238 248
I P Y GGCTGGA AGACOGCCAG GGGGTCGGOC GGTGTCGCTG TAACCCOCCA
1 PC2 GGGCGTGGAA COCCGTGACA CTATATATAC AGGGACOGGG GEOGCCATGT TAGGGGGOGC GGAACCOCCT GACCCTATAT ATACAGGGAC OGGCCCCCCA
RL, GGGCGTGGAA COCCATGACA CTATATATAC AGGGACCGGG GEOGCCATGT TAGGGGGOGC GHAACCCCCT GACCCTATAT ATACAGGGAC CGGGGTCGOC
T T T D e D e B T T B R B B B U BT DR B T
407 417 427 437 447 457 467 477 487 497
TR PR BTN DY TR PENSN EUUEE DRSS EUEEE DS BTN SR RSN BRI ENSUEE DUSEE R DY B DR
248 258 268 278 288 298 308 318 338 348
LATze CACCAATGAC CCACGTACTC CAAGAAGGCA = - == == === === osmms femmemoes momasooos anoemaeo ooenoooos eeooaeo-
1 PC2 CACCAATGAC CCACGTACTC CAAGAAGGCA - - == == == = smcemms fatomemas femasoaes aeocimcanc amasoaanc somenoaeon
RL, CTGTTGGEGEGG TOGCCATGTG ACCOOCTGAC TTTATATATA CAGACCOCCA ACACATACAC ATGGCOCCTT TGACTCAGAC GCAGGGCCOG GGGTOGCOGT
S T T L T T e B e T e e B R I B I R R DR
507 517 527 537 547 557 567 577 587 597

R U R DY R DTN BN DD NN DU PN DR RO B I DU I DU R D
1509 1519 1529 1539 1549 1559 1569 1579 1589 1599
LATe GCGOCCACTA GGGTGOCCTG GTCAAACAGC ATGTTCCCCA CGGGGGTCAT CCAGAGGCTG TTCCACTCCG ACGOGGGGGC CGTCGGGTAC TOGGGGGECA
| PC2 GCGCCCACTA GEGTECCCTG GITCAAACAGC ATGITCCCCA CGGEGEGEGTCAT CCAGGEEEECG TGGTCCCCAC TGACTCATAC GCAGGCCCCC CTTACTCACA
RL, TACACAGAGA CACGOCOOCA CAACAAACAC ACAAGGACCG GGGTCGOCGT GTTGGGGE0G TGGTOOCCAC TGACTCATAC GCAGGCOOCC CTTACTCACA
R T T e T e e e T e O e O E e B T B T B
623 633 643 653 663 673 683 693 703 713
LAT kg RL,

CGUCCCACTAGGGIGCCCTGGICAAACAGCATGTIICCCCACGGGGGTICATCCAGGGGGCGTGGICCCCACTGACTCATAC

Figure S7. Chromatogram and alignment of sequencesf an iPCR cloneat the level of
the 5’ junction (A) and the 3 junction (B) betweenintron 1 of RL2 and LAT xs

insertion.

IPCR products were obtained from DNA isolated frd8days infected mice TG, digested by
Xholl and self-ligated. The two chromatograms wap&ined from the same clone. The
sequences are aligned with the sequenc&ipand LAT,x, to identify the 5’ (A) and 3’ (B)
junction betweemRL2and LAT sequences. Names of the sequences acaiedion the left.
Characters in black refer to tRe_2first intron sequence and characters in magefea t@
LAT o sequence. Numbering in black refers toRe sequence and numbering in magenta
refers to the LA}y, sequence.
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Figure S8A

LATag =ttt e e s s s oS soos oesssss esosses ossooaas
PELAT2 TACCOGCCGG COCGAGEEOC GOCCOCAGOG CGACGGTGAGS GEOOGEGOGC CATGTCTGEG GOGCCATATT GGGGGGOGOC ATATTGEGGG GOGCOGTATT
RL2 TACCCGCCGG CCCGAGEECC GCCCCCAGCG CGACGTGAGG GBCCEEECEC CATGTCTGEG GCGCCATATT GEEEEECGECC ATATTGEEEG GCGCCATATT
T T T T T e T T T T R T T e T T I T B
208 218 228 238 248 258 268 278 288 298
U PR R DY TR PERSN B DTS B SRS EUESN BT BN BRI BTN DU I DS B DR
165 175 185 195 205 215 225 235 245 255
LAT g ---TACTTAC CCGICCGACC ACCAACTGCC CCCTTATCTA AGGGCCGGCT GGAAGACCGC CAGEGEGGTCG GCCGGTGTCG CTGTAACCCC CCACACCAAT
PELAT2 GGGEGECGE0C ATGTTGEGEG ACCOOCGACC CTTACACTGG AACCGGOCGC CATGTTGEGG GACCOOCACT CATACACGGG AGCOGGCCCC CCACACCAAT
RL2 GGGEGECGE0C ATGTTGEGGG ACCOOCGACC CTTACACTGG AACCGGOCGC CATGTTGGGG GACCCOCACT CATACACGGG AGCCGGGOGC G- ATGTTAGG
B TP T o T O e o T T T e e T B B T B T B
308 318 328 338 348 358 368 378 388 398
U PR R DY TR PERSN B DTS B SRS EUESN BT BN BRI BTN DU I DS B DR

265 275 285 295
LAT g GACCCACGTA CTCCAAGAAG GlA- - = - - - = mmmmmmm e o m oo e oo oo i oot e oo mmoo o mmomomoon mommmmoon ommoomooe
PELAT2 GACCCACGTA CTCCAAGAAG GlA- - = - - - = mm s s m e o e m e o e oo oo o oot oo mimoo o mmmmomoon mommmmoon ommoommos
RL2 GGGCGTGGAA COCCATGACA CTATATATAC AGGGACOGGG GEOGCCACGT TAGGGGGGCG CGGAACCCOC TGACCCTATA TATACAGGGA COGGGGTOGC
B T T T e B T B T T e T e N E N B O B R B
408 418 428 438 448 458 468 478 488 498

Figure S8A. Sequences of the products obtained byimer extension assay of total poly-

A transcripts from 28 days infected mouse TG

The two sequences are aligned with thosBRIof(blue and blackand LAT,x, (Mmagenta). The
exon sequence of thel, gene is indicated in blue. LAT sequence foundiome PELAT2 is

in magenta. Numbering in blue refersRb, sequence, and numbering in magenta refers to

LAT 2k, SEqUENCeE.

Figure S8B

PELAT2

RL2 LAT s

v

CGGCCGCCATGTTIGGGGOGGACCCCCACTCATACACGGGAGCCGGCCCCCCACACCAATGACCCACGTACTCCAAGAAGGC !

Figure S8B. Part of the histogram of PELAT2 sequeres obtained from primer
extension assay corresponding to the junction betwa RL, and LAT ,«g sequences.

The RL, sequence is indicated by the black line abovehtetagram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the

junction betweeRL2and LAT gene.
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Figure S9A

104 124 134 144 154 164 174 184 194 104
LAT e ACAGCACACC AGCCOGTTCT TTTCCCCCCC TCCCACCCTT AGTTCAGACT CTGTTACTTA COCGTCOGAC CACCAACTGC CCCCTTATCT AAGGGCOGGC
PELAT3 ACGATCTCGA AGOCATCTGA AGCCGTCOGA CCACCAACAA TCOCCGGGAC ACCGOGTGIT COCOGGEGAGC CCOGGGTTCC GOGACCACCC CGAGAACCTA
Usi12 ACGATCTCGA AGCCATCTGA AGCCGTCCGA COGOCAACAA TCOCCAGGAC ACCGOGTGIT COCOGGGAGC CCCGGGTTCC GCGACCACCC CGAGAACCTA
T O N [ N R IR DA IR BRI NSIRUN RN I DN U U U B B DR
1109 1119 1129 1139 1149 1159 1169 1179 1189 1199
R T R RN B DU DR DU IR SN RS DU U DI I DU R SR S B
204 224 234 244 254 264 274 284 294 304
LAT e TGGAAGACCG CCAGBGGGTC GBOCGGTGTC GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGCATG TGTCCCACCC CGCCTGTGIT
PELAT3 GGGAACCCAG AGTACCGCGC GGOCGGTGTC GCTGTAACCC COCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGG - === - sesmesosme cemceoanos
Us12 GGGAACCCAG AGTACOGCGA GCTTCCAGAG ACCCCAGGGT ACCGOGTGAC CCCAGGGATC CACGACAGCC COGGTCTCOC AGBGAGCCCC GGTCTCCOCG
T D IR R RN PR B DU EESEEN BURE BTN DREON EREUEE DU B BN B DU U DR
1209 1219 1229 1239 1249 1259 1269 1279 1289 1299

Figure S9A. Sequences of the products obtained byimer extension assay of total poly-

A transcripts from 28 days infected mouse TG.

The two sequences are aligned with thosg®12(orangepnd LAT., (magenta). The exon 2
sequence of thelS12gene is indicated in orange. LAT sequence founclane PELAT3 is

in magenta. Numbering in orange referdj®12sequence, and numbering in magenta refers

to LAT 2y Sequence

Figure S9B

PELAT3

us12 LAT s

v

GAGAACCTAGGGAACCCAGAGTIACCGCGUCGGEGCCGGTIGICGCTIGIAACCCCCCACACCAATGACCCACGTACTCCAAG

A MV eV

Figure S9B. Part of the histogram of PELAT3 sequereobtained from primer extension
assay corresponding to the junction betweetdS12and LAT ,xg Sequences.
TheUS12sequence is indicated by the orange line abovaigtegram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the

junction betweeyS12and LAT gene.
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Figure S10A

I |
1329 1339 1349

|
0 g TTCOCCT CCOCGACACG GATTGGCTGG
MOUSE22RA - - - - - = = - = = w s mm e e e e e i e eeioi e aeeaeoo oo TTCOCCT CCOCGACACG GATTGGCTGG
Usi12 ACCCAGAGTA CCGCGAGCTC CCAGAGACCC CAGGGTACOG CGTGACCCCA GGGATCCACG ACAACCOCGG TCTCCCAGGG AGOCCOGGTC TCOCOGGGAG
-------- TN PO [T D T POT RIY PO ITTTTY Prows RFTeRy FouRy EFPPRY FOu DETTT Pror NrTess pap
1213 1223 1233 1243 1253 1263 1273 1283 1293 1303
-------- I D [ I L B T FEy o B O O Y DOy T POr KR R
1359 1369 1379 1389 1399 1409 1419 1429 1439 1449
LAT s TGTAGTGGGC GOGGOCAGAG ACCACCCAGC ACCCGACCCC CCCTCOCCAC AAACACGGEG GGOGTCCCTT ATTGITTTCC CTCGTCOOGG GTCGACGCCC
MDUSE22RA TCCOGGBOCTC CCOGGBGAGCC ACGGACCCCA CGCACCOCCC GCGAACCACG TACGGBCTCGC GGGTCTGTAT AGCCCGGGCA AGTATGCOCC CCTGGCA- -
Usi2 COCOGGOCTC CCOGGGAGCC ACGGACCCCA CGCACCOCCC GOGAACCACG TACGGCTOGC GGGTCTGTAT AGCOCGGGCA AGTATGCOCC CCTGGCAAGC
-------- Y e R R FEE [T R IR ) [T R N I RS Ry [P P [P
1313 1323 1333 1343 1353 1363 1373 1383 1393 1403

Figure S10A. Alignment of sequences of RT PCR prodis, mapping the 3’ junction
between LAT,xg and US12insertion, with US12and LAT sequences.

RT PCR products were obtained from DNA isolatednfi28 days infected mice TG.

The sequence of the clone is aligned with the setpeeof LAk, andUS12to identify the 5°
junction between LAT antdIS12sequences. Names of the sequences are indicatbd tait.
Characters and numbering in orange refer tdx8&2sequence; Characters and numbering in

magenta refer to LAkgs sequence.

Figure S10B
MOUSE22RA

LATks Us12

TTTICCCCTCCCCGACACGGATTGGCTIGGTCCCGGCCTCCCCGOGAGCCACGGACCCCACGCACCCCCCGCGAACCACGT

Figure S10B. Part of the histograms of the sequenseof RT PCR products obtained
from a 28 days infected mouse corresponding to tH# junction betweenUS12and LAT
sequences.

TheUS12sequence is indicated by the orange line abovaigtegram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the

junction between LAZLpandUS12sequences.
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Figure S11A

104 124 134 144 154 164 174 184 194 104
LAT e ACAGCACACC AGCCCGTTCT TTTCOCOCCC TOCCACCCTT AGTTCAGACT CTGTTACTTA CCOGTCOGAC CACCAACTGC CCCCTTATCT AAGGGOCGGC
MOUSE22RB  ACGATCTCGA AGCCATCTGA AGOCGTCCGA CCACCAACAA TCOCOGGGAC ACCGCGTGIT CCOCGGGAGC COCGGGTTCC GCGACCACCC CGAGAACCTA
us12 ACGATCTCGA AGCCATCTGA AGCCGTCCGA CCACCAACAA TCOCCAGGAC ACCGCGTGIT CCOCGGGAGC COCGGGTTCC GCGACCACCC CGAGAACCTA
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

1109 1119 1129 1139 1149 1159 1169 1179 1189 1199
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

204 224 234 244 254 264 274 284 294 304
LAT e TGGAAGACCG CCAGGGGGTC GGOCGGTGTC GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGCATG TGTCOCACCC CGCCTGTGIT
MOUSE22RB  GGGAACCCAG AGTACCGOGC GEOCGGTGTC GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGG - - === ==mssmeme soemamaoa-
us12 GGGAACCCAG AGTACCGCGA GCTTCCAGAG ACCCCAGGGT ACCGCGTGAC CCCAGGGATC CACGACAGCC CCGGTCTCCC AGBGAGCCCC GGBCCTCCCAG

1209 1219 1229 1239 1249 1259 1269 1279 1289 1299

Figure S11A. Alignment of sequences of RT PCR prodits, mapping the 5 junction
betweenUS12and LAT kg insertion, with US12and LAT sequences.

RT PCR products were obtained from DNA isolatednfi28 days infected mice TG.

The sequence of a clone is aligned with the seqseoftyS12and LAT,y, to identify the 5°
junction betweetdS12and LAT sequences. Names of the sequences aoaiedion the left.
Characters and numbering in orange refer tdx8&2sequence; Characters and numbering in

magenta refer to LAkg sequence.

Figure S11B

MOUSE22RB

us12 LAT e

GGIICCGCG&CC&CICCG&G&&CCI&GGG&&CCC&G&GI&CCGCGCGGCCGGIGI CGCTGTAACCCCCAACACCAATG

a0 il

Figure S11B. Part of the histograms of the sequena# RT PCR product obtained from

a 28 days infected mouse corresponding to the 5’ pation betweenUS12 and LAT
sequences.

TheUS12sequence is indicated by the orange line abovaigtegram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the
junction betweeyS12and LAT,, Sequences.
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Figure S12A

1329 1339 1349
0 TTCCOCT CCCOGACACG GATTGGCTGG
Y o U =Y e TTCCOCT CCCOGACACG GATTGGCTGG
Usi2 ACCCAGAGTA COGCGAGCTC CCAGAGACCC CAGGGTACCG OGTGACCOCA GGBGATCCACG ACAACCOCGG TCTCOCAGGG AGCCCOGGTC TOCCOGGGAG
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

1213 1223 1233 1243 1253 1263 1273 1283 1293 1303

U U TR IR IR I RV RN IRURINN AR IR I I IUUIN IR I NN DU IO DU

1359 1369 1379 1389 1399 1409 1419 1429 1439 1449
LAT s TGTAGTGGEGC GOGGOCAGAG ACCACCCAGC ACCOGACCCC OCCTCCOCAC AAACACGGGG GGOGTCOCTT ATTGTTTTCC CTCGTOCOGG GTCGACGOCC
MOUSE22AA  TCCOGGCCTC CCOGGGAGCC ACGGACCCCA CGCACCCCOC GOGAACCACG TACGGCTOGC GGGTCTGTAT AGCCCGGGCA AGTATGOCCC CCTGGCA- - -
usi2 CCOOGGOCTC COOGGGAGOC ACGGACCCCA CGCACCCOOC GOGAACCACG TACGGCTCOGC GGGTCTGTAT AGOCCGGGCA AGTATGOCCC CCTGGCAAGC
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

1313 1323 1333 1343 1353 1363 1373 1383 1393 1403

Figure S12A. Alignment of sequences of PCR produgtsnapping the 3’ junction
between LAT,xg and US12sequences.

PCR products were obtained from DNA isolated frd@rdays infected mice TG.

The sequence of the clone is aligned with the serpeeof LAk, andUS12to identify the 3’
junction between LAZw andUS12sequences for each clone. Names of the sequenees a
indicated on the left. Characters and numberingrange refer to théJS12 sequence;

characters and numbering in magenta refer to kA $equence.

Figure S12B
MOUSE22AA

LAZke Us12

TTICCCCTICCCCGACACGGATTGGCTIGGTICCCGGCCTCCCCGOGAGCCACGGACCCCACGCACCCCCCGOCGAACCACGT

Figure S12B. Part of the histograms of the sequene®f PCR products obtained from a
28 days infected mouse corresponding to the 3’ jution between US12 and LAT
sequences.

TheUS12sequence is indicated by the orange line abovaigtegram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the

junction between LAZLpandUS12sequences.
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Figure S13A

104 124 134 144 154 164 174 184 194 204
LAT e ACAGCACACC AGCCCGTTCT TTTCCCCCCC TCCCACCCTT AGTTCAGACT CTGTTACTTA COCGTCCGAC CACCAACTGC COCCTTATCT AAGGGCCGGC
MOUSE22AB ~ ACGATCTCGA AGCCATCTGA AGCCGTCCGA CCACCAACAA TCOCOGGGAC ACCGCGTGIT CCOCGGGAGC COCGGGTTCC GCGACCACCC CGAGAACCTA
us12 ACGATCTCGA AGCCATCTGA AGOCGTCCGA COGOCAACAA TCOCCAGGAC ACCGCGTGIT CCOCGGGAGC COCGGGTTCC GCGACCACCC CGAGAACCTA
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

1109 1119 1129 1139 1149 1159 1169 1179 1189 1199
I | I | I | I | I | I | I | I | I | I |

214 224 234 244 254 264 274 284 294 304
LAT e TGGAAGACCG CCAGGGGGTC GGBOCGGTGTC GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGCATG TGTCOCACCC CGCCTGTGIT
MOUSE22AB  GGGAACCCAG AGTACCGOGC GEOCGGTGTC GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGC--- === - -=-=-=-ems coemamoa-
us12 GGGAACCCAG AGTACCGCGA GCTTCCAGAG ACCCCAGGGT ACCGCGTGAC CCCAGGGATC CACGACAACC COGGOCTCCC AGGBGAGOCCC GBOCTCOCCG
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

1209 1219 1229 1239 1249 1259 1269 1279 1289 1299

Figure S13A. Alignment of sequences of PCR produgtsnapping the 5’ junction
between US12 and LA}kg insertion, with US12and LAT sequences.

PCR products were obtained from RNA isolated fr@rdays infected mice TG.

The sequence of the clone is aligned with the sezpgeof US12 and LAk, to identify the 5’
junction betweenUS12 and LAT sequences for each clone. Names of theesegs are
indicated on the left. Characters and numberingrange refer to théJS12 sequence;

Characters and numbering in magenta refer toJkA$equence.

Figure S13B

MOUSE22AB

Us12 LAT 2

GTT CCGCG&CC&CCCCG&G&&CCI&{GG&&CCC&G&GI&CCGCGCGGCCGGIGI CGCTGTAACCCCCAACACCAATGA

tuthin oWt Mool

Figure S13B. Part of the histograms of the sequene®f PCR products obtained from a

28 days infected mouse corresponding to the 5’ jution between US12 and LAT
sequences.

TheUS12sequence is indicated by the orange line aboveaittegram and LAT sequence is
indicated by a magenta line. Black arrows abovehistograms indicate the position of the

junction betweeS12and LAT, sequences.

159



Figure S14

A

LAT ks CGGCTGGAAG ACCGCCAGEG GGTCGECCGG TGTCGCTGTA ACCCCCCACG CCAATGACCC ACGTACTCCA AGAAGGCATG TGTCCCACCC CGCCTGTGIT
B1-5 AGAAGTACAA GCAAGCTGGC CGTTTCTCAA ACAGCCAGAC ATTAAGTGGC CACATGACCC ACGTACTCCA AGAAGGCATG TGTCCCACCC CGCCTGIGIT
AC174644.2  AGAAGTACAA GCAAGCTGGC CGTTTCTCAA ACAGCCAGAC ATTAAGTGGC CACATGACCC ACGTGATTGT GCGATCCTAC TTCTGGGTAT AAAGCCCACA

AC174644.2 (Chr 9) LAT e

v

TGAGTATAACAGAAGTACAAGCAAGCTGGCCGTTTICTCAAACAGCCAGACATTAAGTGGCCACATGACCCACGTACTC

i A

Figure S14. Sequence and histogram mapping the 5unction of LAT insertion in

chromosome 9 as identified by B1-PCR.

A) The sequence of the clone (B1-5) is aligned willle sequences of chromosome 9
(AC174644.2) and LA7w. Names of the sequences are indicated on theJeéracters and
numbering in black refer to the chromosome 9 secpielharacters and numbering in
magenta refer to LAkgs sequence.

B) The host sequence is indicated by the blackdim@ve the histogram and LAJ sequence

is indicated by a magenta line. The black arrowaltbe histograms indicates the position of

the junction between chromosome 9 and k@ Bequences.
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Figure S15

A

1709 1719 1729 1739 1749 1759 1769 1779 1789 1799

LAT2kb ACCACGTACG CCCCGATGIT CCCCGICTCC ATGTCCAGGA TGGGCAGGCA GICCCCCGTG ATAGICTTGI TCACGTAAGG CGACAGGGCG ACCACGCTAG
Bl-1 ACCACGTACG COCCGATGTT COCCGTCTCC ATGTCCAGGA TGGGCAGGCA GTCCCCOGTG ATAGTCTTGT TCACGTAAGG CGACAGGGOG ACCACGCTAG
ACL32506.5 == n-mmmmmn mmmmeenn eeeoeees --- GTAGCG TTTCAGCACC TGATGTGGOG TGTCAGCTCC TGATTTGTTG CTTGCOCATC ACCTCATTAC
T T T T I R I B T B A I IR B TR B
N N FUUEE DU DD EUDUEE DS RN DD SRS DU IV DRI RPN DR RPN DU I DU
1809 1819 1829 1839 1849 1859 1869 1879 1889 1899
LATzq AGACCCCOGA GATGGGCAGG TAGOGOGTGA GGOCGCOOGC GGGGACGGOC COGGAAGTCT COGOGTGGOG CGTCTTCOGG GCACACTTCC TOGGOOOCCG
Bl-1 AGACOOCCGA GATGGGCAGT GACTAGGE GAGTTCACTC TCGCACTTGC GCACAAGGCT TGTTTACTAG TTAGGCACAG TGGAAGOCAG CGOCATCTTA

AC132596.5  TACGOOCCGA GATGGGCAGT GACTAGABAN GAGTTCACTC TCGCACTTGC GCACAAGGCT TGTTTACTAG TTAGGCACAG CGGAAGCCAG CGCCATCTTA

T T e T e e e e B T e e B E e I T B B D
12690

LAT e AC132596.5 (Chr12)

v

CITGTTCACGTAAGGCGACAGGGCGACCACGCTAGAGACCCCCGAGATGOGGOGCAGTGA CTAGGTGTIGAGTT CACT CT C

ek bt

" 1508 "1518 "1528 "1538 " 1548 "1558 " 1568 1578 " 1588 "1508

LAT ks GGCCCCCACT AGGGTGCCCT GGTCAAACAG CATGTTCCCC ACGGGEGTCA TCCAGAGCGCT GITCCACTCC GACGCGEEEG CCGTCGEGTA CTCEEEEEEC
B1-2 GGCGCCCACT AGGGTGCCCT GGTCAAACAG CATGITCCCC AACTACCAGA AGATGCAGCA ATACCTCTCC TGGGCATATA TCCAGAAGAT GTT
AC148980. 6 GGAAATCAGT CTGGCAGTTA CTCAGAAATA TTAGACATAA TACTACCAGA AGATGCAGCA ATACCTCTCC TGGGCATATA TCCAGAAGAT GTT CT
T e e e e e e P e e e T e e e e e e
5948
LAT2ks AC148980.6 (Chr 7)

v

GT CCAGGGCGCCCA CTAGGGTGCCCTIGGT CAAACAGCATGITCCCCAA CTACCAGAA GATGCA GCAATA
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C

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
LAT ks TCACGTGGIT ACCCGCGGTC TCGGEGGAGCA GGGTGCGECG GCTCCAGCCG GEGACCGCGG CCOGCAGCCG GGTCGCCATG TTTCCCGTCT GGTCCACCAG
B1-3 TCACGTGGTT ACCCGCGGTC TCGGGGAGCA GGGTGCGECG GCTCCAGCCG GGGACCGCGG CCCGCAGCCG GGTCGCCATG TTTCCCGTCT GGTCCACCAG

AC124754.5 - AGGAACTCC ACATAAAACC GGACACACTG AAACTTATAG AGGAGAAAGT AGGGAAAAGC

LAT ks GACCACGTAC GCCCCGATGT TCCCCGTCTC CATGTCCAGG ATGGGCAGGC AGTCCCCCGT GATAGICTTG TTCACGTAAG GCGACAGGGC GACCACGCTA
B1-3 GACCACGTAC GCCCCGATGG GGAAAAATTC CTGAATAGAA CAACAATGGC TTGTGCTGTA AGATCAAGAA TCGATAAATG GGACCTCATA AAATTGCAAA
AC124754.5  CTCGAAGATA TGGGTACAGG GGAAAAATTC CTGAATAGAA CAACAATGGC TTGTGCTGTA AGATCAAGAA TCGATAAATG GGACCTCATA AAATTGCAAA

R T O e R e e T O N N B R H N B DU
127699

LATzke AC124754.5 (Chr 5)

GTITITICCCGTC TGGICCACCAGG_&CCACGI_{CGCCCCG.&IC*GGGA.&_&AAIICCIG_&AIAG_&AC_&AC_&AIGGCI TGTGCTIGTA

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
LAT g GTGGTGCCCG TGICTTTCAC TTTTCCCCTC CCCGACACGG ATTGGCTGGT GTAGTGGGCG CGGCCAGAGA CCACCCAGCG CCCGACCCCC CCTCCCCACA
BL-4 e emeeeoee oo TCOCCTC CCCGACACGG ATTGGCTGGT GTAGTGGGEOG CGGOCAGAGA CCACCCAGCA CCOGACCCOC CCTCOCCACA
ACLL7679.8  ==-nmmwmmm wommmennn ooooo- CATA AAATGCTTAG AAGAGTGTTT TCTGGTATGG ACTCTGCTAT CTAACTCTGC TTTCTACCCC CCCCCOCCAC
S T N O N B R T T T o T e I e B N O I I
TN DY R BN BN ST SR SESTN SR BRSO ESUEN SEUE SR BUUEN ESEE DU RN DD BN B
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
LAT g AACACGGEEEG GCGTCCCTTA TTGITTTCCC TCGICCCGEG TCGACGCCCC CTGCTCCCCG GACCACGGGT GCCGAGACCG CAGGCTGCGG AAGTCCAGG
Bl- 4 AACACACACA GACTATGAAA ACAGTGCAGA AGOCCATGGA TCCTTGOCAA ATATGCTCCT GAAAGCCCCA TGCTTTTGIT GITGTTTCTA TTATGTCAT

AC117679.8 - ACACACACA GACTATGAAA ACAGTGCAGA AGOCCATGGA TCCTTGOCAA ATATGCTCCT GAAAGOCCCA TGCTTTTGTT GTTGTTTCTA TTATGTCAT
P N T e e o e B T O R I IR IR I I I B B B
176983

LAT2ks AC124754.5 (Chr 9)

v

CGCGGCCAGAGACCACCCAG CACCCGACCCCCCCTCCCCACAAACACACACAGACTATGOG AAAACAGTGCAGAAGCCC

) AU S

Figure S15. Sequences and histograms mapping the jBhctions of LAT insertions in
chromosome 12 (A), 7 (B), 5 (C) and 9 (D) as idefid by B1-PCR.

For each panel, the top half shows the sequendbeottlone which is aligned with the sequences ef th

corresponding chromosome and LAT Names of the sequences are indicated on the Qéfiracters and
numbering in black refer to the chromosome seque@baracters and numbering in magenta refer to kAT
sequence. The bottom half shows the correspondstggnam. The host sequence is indicated by thekbiae
above the histogram and LAgJ sequence is indicated by the magenta line. Thekbt&row above the
histograms indicates the position of the junctietween host DNA and LA, sequences.

In panel A and D, the underlined characters ajuhetion cannot be attributed due to the fact thatLAT and

the chromosome sequences are the same. Red bo&eanid B indicate differences between the chroma@som

and clone sequences
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Day Log10 Logio

Mouse  Post- (RLunspliced SD (Modified RL » SD
infection transcripts) transcripts)

M13 28 5.50 +0.37(5) +5.86 +0.02(2)
M14 28 5.28 +0.19(5) +5.93 +0.08(2)
M15 28 5.51 +0.27(5) +5.66 +0.22(5)
M16 28 5.72 +0 .05(5) +5.09 +0.66(5)
M17 28 5.59 +0.18(5) +5.61 +0.38(5)
M18 28 5.60 +0.18(5) +5.37 +0.20(5)
M19 28 5.72 +0.3(5) +5.67 +0.60(5)
M20 28 5.75 +0.17(5) +5.47 +0.37(5)

Table S1: Quantification of the amount of unmodifie@l and modified transcripts from
RNA extracted from TG of mice infected 28 days.

Quantification of unmodified Rl transcripts and Riliranscripts modified by LAT'’s
insertion was performed by real-time gPCR as deedrin experimental procedures section.
Mice were euthanized on the indicated day. TG vimargested and used for RNA extraction.

Values are indicated as the mean of experimentdumed in.

®Abbreviations: SD, standard deviation; NA, not aggile.
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Chapitre VI :

Résultats 29 partie
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vi.1 Introduction

Dans cette seconde partie, nous nous sommes B#8reau phénomene de
transposition du LAT au moment de la phase aigiBfection. En effet, bien qu'’il ait été
montré que le LAT n’était pas indispensable a bétsement de la latence, nous avons
souhaité savoir si les événements de transposifizervés pendant la latence étaient déja
présents a des stades plus précoces de l'infectienr détection a ces stades précoces
permettrait de spéculer sur la participation deg £ A I'établissement de la latence.

Afin de réaliser cette étude, un lot de souriséaigfiecté par la souche SC16 du virus
HSV-1. Cing souris ont été sélectionnées, 6 jouost-pfection, sur des criteres
physiologiques témoignant de I'établissement deddadie tels que I'apparition d’'un pelage
hérissé ou bien encore une diminution des capaexg@eratrices de la souris.

Une fois les animaux sacrifiés, les ganglions s gauches ont été prélevés et
coupés en deux. Le premier tiers a été utilisé podraire 'ADN. La seconde partie,

correspondant aux deux autres tiers restant, @tiés&e pour en extraire les ARN totaux.

vl.2 Recherche des jonctions par PCR

L’étape suivante de ce travail a consisté en laaethe des insertions du LAT par
PCR dans les deux genes viraux identifiés commet é@difiés au moment de la phase
latente de l'infection RL2 et US19. Cette recherche a été faite dans des extrakBN’
provenant des ganglions trigéminés de souris,

Malgré plusieurs tentatives et différentes appredePCR, telles que 'augmentation
du nombre de cycle ou I'emploi de PCR nichéesalpas été possible d’obtenir le moindre
produit d’amplification correspondant a l'une demgtions observées au moment de
I'infection latente et cela quel que soit la jonatrecherchée.

L’absence de détection de génes modifiés par le pAt étre due au simple fait que
ceux-ci ne sont pas assez nombreux pour étre dsetguar des méthodes de PCR
conventionnelles.

Cependant, si, comme observé au moment de la &gtdas génomes modifiés
continuent a transcrire des ARNm contenant unertiosedu LAT, les jonctions associées
devraient étre plus faciles a détecter dans ces . ARMS un premier temps, il a donc été
décideé de rechercher des séquences de LAT ins#mésdes ARNm des genegs12etRL2.
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V1.3 Analyse des jonctions et des sites d’insertion duAT dans les
transcrits viraux et cellulaires au moment de la phase aigle
de l'infection virale.

VI1.3.1 Caractérisation des transcrits du géne RL2 modiasnsertion du LAT

A partir des ARN totaux extraits des ganglions, ¢R&PCR utilisant le couple
d’amorces (LATF1, CPL1R) permettant 'amplificatide la jonction 3’ la plus fréquente du
LAT inséré dans le gerRL2 [(LAT-nt1397)/(nt348-RL2)] ont été effectuées. @slci n'ont
néanmoins pas permis d’'observer de produits d’divgtdiion.

En revanche, [l'utilisation du couple damorces (IAIT OREV2) a permis
'amplification de quatre produits de RT-PCR. Qlrad’entre eux, a été cloné et séquencé
séparément, mais un seul correspondait a une gonegtilide (RL2-nt1553) / (nt667-LAT)
(figure 1A). Les données de séquencage sont erxamigece chapitre (Figure S1A et S1B).

De fagon surprenante, I'analyse des trois autreslds pourtant absentes des puits
correspondant aux pistes,® et MOCK infectée, laissant supposer que cellegtaient
spécifiqgues de produits d’amplifications correspamtda des jonctions entre le LAT et les
transcrits RL2, a révélé, que I'une d’entre ellesb@ande la plus haute), était exclusivement
composée de nucléotides correspondant au géne RIis que les deux autres
correspondaient a des séquences virales sur lésgjled amorces ne pouvaient en théorie pas

s’hybrider (gene codant pour la protéine ICP34.5).
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LATF1  OREV2

232 - - 970
Modified RL2 Transcript “exon 1
IR\ RN
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0.5 Kb = - e
03 Kb e -w.we< } v
- ' . ® " CGGGTCATCCA 1553 667 GGGGGCGTGGTCC
3" JUNCTION
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- 232 - 970
Modified RL2 Transcript “exon 1 exon 2
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g 112 ’ 308
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0.3Kb - MR S ) —- CAGAAGC IQ? 288 gacaccacaca( TG —— TA
- -, ¢ e GAGCGAGT 242‘ (A ey e S— |
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MOUSE 9 MOUSE 10 MOUSE 11
sequence
TA 179 0/10 2/8
TB 179 3/10 28
TC 5/9 6/10 3/8
™ 2/9 1710 1/8

Figurel : Détection par RT-PCR des transcrits du gée RL2 modifiés durant la phase aigle de I'infectio
(6 jours p.i.).

Les souris infectées ont été sacrifiées 6 joursep.les ganglions trigéminés gauches ont été iextidARN
total a été isolé et utilisé comme matrice pouedtier la recherche par RT-PCR des jonctions Be{A' (B)
entre le LATy, et I'intron 1 des transcrits du gémlL2 Dans chaque cas, un schéma des transcrits nwdiiié
géne RL2 est présenté. Les couples d'amorces (LATEREV?2) utilisés pour amplifier la jonction ) ainsi
que ceux utilisés pour amplifier la jonction 5 (€& PLAT2) sont indiqués par des fléches.

Les gels d'électrophorése montrant les produiRH€CR obtenus, se trouvent sur la gauche de chaayue.
Un controle sans ARN a également été effectué (H20)

A droite des gels, sont représentées les séquete:gonctions obtenues aprés séquencage des groduit
amplifiés, le numéro des nucléotides au niveawaderiction entre le gériRL2 et le LAT est indiqué.

En (A), aucune séquen&t2n’a été retrouvée dans les produits de PCR indigaé des astérisques.

En (B), les nucléotides en lettres minuscules gassont pu étre attribués ni a RL2, ni au LAT. tableau
indique les fréquences relatives de chaque jonction
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Nous avons ensuite cherché a amplifier la joncdiodu LAT inséré dans le geril2
par RT-PCR en utilisant les amorces O1, PLAT2. ligration des produits d’amplification
sur gel a révélé plusieurs bandes dans les pistesspondant aux extraits d’ARN provenant
de souris infectées, alors qu’aucun produit n'a éétecté dans les pistes contréles (RT-PCR
réalisées sur de I'eau ou sur de I’'ARN extraitadsouris MOCK infectée).

Les produits d’amplification ainsi obtenus ont él@nés. Le séquencage de 49 clones
a permis la mise en évidence de quatre types atigos différentes (figure 1B ; figure S2A
et S2B).

Deux d’entre elles, les jonctions (RL2-nt384) /2@it-LAT), (RL2-nt384) / (nt242-
LAT) ont été déja observées dans des ARN modifiesnament de la phase de latence du
virus (28 jours p.i).

Les deux autres jonctions (RL2-nt199) / (nt288-LAK)(RL2-nt112) / gacaccacaca
/(nt 308-LAT), quant a elles, ont été mises en &va pour la premiere fois a cette occasion.
Dailleurs, la derniére d’entre elles posséde umetiqularité puisqu’elle comprend une
insertion de 11 nucléotides entre le dernier nditléaattribuable au geneL2 (nt112) et le
premier nucléotide attribuable au LAT (nt308) (figu.B. figure S2A et S2B).

VI.3.2 Caractérisation des transcrits du genéJS12modifié par insertion du LAT

Nous avons réalisé le méme type d’expérienceslpsuranscrits du gengS12
L'utilisation du couple d’amorces 472F, PLAT2, ampes 'amplification de deux produits de
RT-PCR majoritaires qui correspondaient aux jomsi®’ du LAT inséré dans des transcrits
du gendJS12(figure 2B ; figure S3A et S3B).

La premiere jonction (US12-nt1218) / (nt224-LATY&a été observée dans des ARN
modifiés au moment de la phase de latence du \rusgvanche la seconde jonction, (US12-

nt1345) / (nt129-LAT), a été mise en évidence pgayremiere fois.
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A LATF1  47REV1
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Modified US12 Transcript LAT exon 2

LR
AP S g
M OO EP e oY
: Position on Position on US72
| Kb LAT 2k0 EXON 2
-y
— /
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Figure 2: Détection des transcrits du géne US12 mifis par RT PCR au moment de la phase aigie de
l'infection 6 jours P.I

Les souris infectées ont été sacrifiées 6 joursep.les ganglions trigéminés gauches ont été iextidARN
total a été isolé et utilisé comme matrice pouedtffer la recherche par RT-PCR des jonctions 36(4' (B)
entre le LAT2kb et les transcrits du gebs12
Dans chaque cas de figure, une représentation stiygi des transcrits modifiés du gangl2a été réalisée.
Les couples d'amorces (LATF1 et 47REV1) utilisésrpamplifier la jonction 3' (A) ainsi que ceuxligés pour
amplifier la jonction 5 ' (422F et PLAT2) sont indiés par des fleches.
Les gels d'électrophorése montrant les produitR@éPCR obtenus sont sur la gauche de chaque panel.
contr6le sans ARN a également été testé (H20).
A droite des gels, sont représentées, a la fassdguences des jonctions obtenues aprés séquelesageduits
de RT-PCR, ainsi que le numéro des nucléotides\aamn de la jonction pour le géne correspondantAEies
caractéres en minuscule et gras correspondent@odesrsions de nucléotides.
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L'utilisation du couples d’amorces LATF1 ; 47REVA ,permis I'amplification d’un
produit de RT-PCR unique correspondant a une joncd entre le LAT et le transcrit du
géeneUS12 Le clonage puis le séquencage de ce produit d@ &€ permis de révéler la
jonction (LAT- nt1344) / (nt1351-Us12) (figure2Afigure S4A et S4B)En aval de la
jonction deux nucléotides de la séquence d’'USliZmtamodifies (la cytosine 1352 et
'adénine 1355 était toutes deux changées en gejanin

Parallelement, a été amplifié un produit non sjgué a partir des ARN extraits des
souris MOCK infectées. Le séquencage de se pradu@ivélé une séquence correspondant a

un transcrit murin sur lequel les amorces ne pmgan théorie pas s’hybrider.

vI.4 Recherche de I'ensemble des transcrits viraux et iba@laires
susceptible d’étre modifiés par le transcrits LAT.

Dans le but d’isoler 'ensemble des ARN viraux gtudaires modifiés par le LAT, il a
ete décidé d'utiliser une approche plus globaleilaira a celle utilisée dans le chapitre
précédent.

Nous avons donc purifié les ARNm poly-adénylésadg d’une chromatographie
d’affinités sur une colonne dont la phase fixepeatrvue de fragments d'oligo (dT). Le choix
d’isoler uniqguement les ARNm avait deux principaabjectifs : caractériser 'ensemble des
fonctions cellulaires et virales pouvant étre affes par la transposition du LAT, tout en se
débarrassant des LA ou LAT; sk NON insérés. Ces derniers n’étant pas polyadenylés

Une fois les transcrits poly-adenylés purifiés, exéension d’une amorce spécifique
du LAT a été effectuée par RT (figure 3A). Une P&IRté ensuite effectuée sur les ADNc
ainsi obtenus. La migration des produits d’ampdificn sur gel a réveélé plusieurs bandes dans
les pistes correspondant aux extraits d’ARN promemke souris infectées, alors qu’aucun
produit n'a été détecté dans les pistes contr&@sRCR effectuée surJ @ ou sur de 'ARN
extrait de la souris MOCK). (figure 3B).
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RL2 AGCCGG 384 242 CCCCCCAC nM1 ——3  CACTGGC 6590 tttctctttgtcc 635 CCAACA
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US12——»  ACCGCG 1218 224 CGGCCGGTG
UL34— 5  TCCCAT 669 428 GGAAGACCG
Uls ——» ACACCA 1793 242 CCCCCCAC

Ulis —»  CGTGTC 3749 226 CTCGGCC

Figure 3: détection des transcrits viraux et celldires modifiés par 5’RACE au moment de la phase gile
de l'infection 6 jours P.I
En A, les principales étapes du 5’'RACE utilisé pamplifier les différents types d’ARN modifiés pasertion
du LAT sont décrites. Le gel d'électrophorése namtiles produits de PCR obtenus est présenté ésnB.
contréle sans transcriptase inverse a été effeetudglus du contrdle utilisant des ARN extraitsrafusouris
MOCK infectée. En C et D sont représentées, aifa fes séquences des jonctions obtenues aprésrsgge
des produits de PCR, ainsi que le numéro des niitdsoengagés dans la jonction pour le géne qmnekant.
Pour le géne codant la dynamine, les caractéresrarscule et gras correspondent a une séquencéotidajue
qui n'a pu étre attribuée ni au géne, ni au LAT

L’ensemble des produits obtenus a pu alors é&reec Chacun des 69 clones obtenus
s’est vu isolé puis séquencé. Malgré lisolemerg ARN poly-adenylés, la grande majorité
des clones séquenceés (soit un total de 38 clonesyé&é des séquences appartenant au
LAT 2k, Ces séquences peuvent provenir du LAT de 8,3klesfupoly-adénylé ou bien de
LAT o qui n'auraient pas été complétement éliminés tlrda purification sur la colonne
d’oligo dT.

Les autres séquences, obtenues a partir des dgwiés, ont permis de séparer les
jonctions 5’entre le LAT et un transcrit donné, d&ux groupes.

Le premier groupe (figure 3C.), est composé unicrdrde séquences comportant des
insertions du LAT dans des génes viraux (21clomettal), quand le second comportait des

insertions du LAT dans des genes cellulaires (Idau total) (figure 3D).
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L’analyse des séquences du premier groupe, a pelent®nfirmer des résultats déja
obtenus. Ainsi parmi les 21 clones diigroupes, 9 d’entre eux comportaient des séquences
du LAT intégrées dans le geml2 Celles-ci correspondaient a trois types de joncti
distinctes déja obtenues précédemment ( figure &585B). Cing clones comportaient des
séquences du LAT intégrées dans le gdBa2(figure S9A et S9B), 3 clones dans le géne
UL15 (figure S8A et S8B), 2 dans le gede5 (figure S7A et S7B), et 2 dans le ganie34
(figure S6A et S6B).

Les séquences du second groupe ont permis de reatégidence des séquences du
LAT dans des genes cellulaires. Ainsi 6 clones cotaent des séquences du LAT intégrées
dans les transcrits codant pour la protéine BCLulgdneBCL-X (Figure 11A et 11B), et 4
clones comportaient des séquences du LAT intégdées les transcrits codant pour la

dynamine de type 1 (figure s10A et s10B).

vi.5 Recherche des jonctions 5’ entre les génes celluks, viraux
et le LAT par PCR au moment de phase aigue et lateande
I'infection.

La découverte de séquences du LAT insérées damsatesrits des genes codant pour
les protéines cellulaires BCLxL et dynamine 1, mipse pour les protéines virales UL5,
UL15 et UL34, nous a amené a rechercher la présdmesgquences du LAT dans les genes
correspondants au niveau de ’ADN.

Des amorces ont été alors désignées pour chacugedes afin d’essayer de rechercher
chacune des jonctions dans I'ADN extrait de soimfectées depuis 6 (phase aigie de
l'infection) ou 28 jours (phase latente de I'infect). Malgré plusieurs tentatives, il n’a pu
étre mis en évidence de séquences correspondaiTaintégré dans les genes identifiés par
extension d’amorce (a I'exception des insertiongs @@ractériseées deL2 et deUS12a 28

jours).
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vl.6 Conclusion : I'hnypothése du« reverse splicing »

Au cours de ce chapitre nous avons pu mettre eteBee la capacité du LAT a
s'insérer dans les transcrits viraux et cellula@ex phases précoces de l'infection (6jours
p.i.).

Cependant, durant cette phase de linfection, al pas pu étre mis en évidence des
séquences du LAT insérées dans les génes correspank transcrits modifiés identifiés et
cela méme pour les geneg2etUS12

Il faut néanmoins étre prudent dans linterprétatile ce dernier résultat. En effet, il
est possible que la transposition du LAT dans kseg viraux comm®&L2 ou US12et a
fortiori dans les génes cellulaires, n’ait pas encorenattei seuil raisonnable pour étre
détectable, contrairement aux transcrits modifiéssents en plus forte quantité.

L’analyse des jonctions du coté 5 des transdrit et US12 modifiés pendant la
phase aigle de l'infection, révele que certairientte elles ne peuvent pas étre obtenues a
partir de la simple transcription des genes maslifigds que nous les avons décrits au chapitre
précédent pendant la phase de latence de l'infectio

Ainsi si I'on considére la jonction (RL2-nt384)ntR42-LAT) détectée au moment de
la phase aigue de l'infection, peut étre le prodeitla transcription d’un gereL2 modifié.
L’hypothese la plus simple est que des génomesfidedixistent au moment de la phase
aigutie de l'infection, mais que ceux-ci ne sontg@asjuantité suffisante pour étre détectés.

La deuxieme jonction (RL2-nt384) / (nt221-LAT) @& aibservée dans les transcrits
modifiés obtenus durant l'infection latente. Daaschapitre précédent, nous avions conclu
gue ces transcrits étaient probablement le résigtgenes modifiés que nous n’avions pas été
en mesure de mettre en évidence. Nous pouvons rgenseette hypothése et considérer
gu’'au cours de la phase aigie, des génomes awgpeele modification sont aussi présents
en petites quantités.

En revanche le cas des jonctions (RL2-nt199) / 88#R2AT) et (RL2-nt112)
/gacaccacaca/ (nt 308-LAT) est plus complexe. Ndagons pas détecté ces transcrits a 28
jours p.i. alors que nous les avons détectés amfegcurrente a 6 jours p.i. Par ailleurs, que
ce soit durant la phase aigie ou la phase latepntes n’avons jamais mis en évidence de
genes modifiés permettant la synthese de ces titssc

Les mémes constatations peuvent étre faites aaealyse des jonctions du géne
US12 Ainsi la nouvelle jonction 5’ détectée en phaggie, (US12-nt1345) / (nt129-LAT),
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ne peut pas provenir des génomes modifiés détectgshase de latence car les transcrits
modifiés associés contiennent une insertion de pAis longue que celle observée au niveau
de I'ADN.

De la méme facon, la jonction 3’ (LAT- nt1344) t{851-US12) obtenue a partir de
transcrits du gen&lS12 modifiés, détectés lors de la phase aigie, ne pesiprovenir des
génomes modifiés détectés en phase de latenctg saguence du LAT retrouvée dans les
ARNmM du transcrits du gendS12modifiés a J+6 est plus courte que celle retrowlaies
'ADN a j+28 (LAT- nt1350) / (nt1304-US12).

Au final, nous pouvons dire qu’il semble existeuxiéypes de transcrits modifiés. Les
premiers d’entre eux sont clairement la résultalgda transcription de génomes modifiés.
Pour les seconds, en absence de détection de gémoniéé dont ils pourraient étre les

transcrits, il faut envisager un autre mécanisme.

lIs pourraient étre la résultante d’'une intégratiirecte du LAT dans les ARNm.
Cette idée est séduisante : cette capacité dud.Aiegrer un ARNm pourrait étre assimilée
a du «everse splicing »| s’agirait de la premiere fois que I'on observetel phénomenm-
vivo. Cette hypothése est en accord avec le fait qutegdes insertions du LAT sont sens. Si
lattaque se faisait directement au niveau de 'ADM s’attendrait aussi a rencontrer des
insertions antisens (notons quand méme qu’il y diais avec le protocole utilisé puisque
nous avons fait appel a une extension d’amorceje ®gpothese est aussi en accord avec le
fait que dans les 7 transcrits viraux et cellumimodifiés, I'insertion se fait toujours dans une
séquence non codante, le plus souvent un introrde@ger point est difficile a expliquer si
l'intégration se faisait d’abord dans I’ADN. Il sigie aussi que si I'hypothese dureverse
splicing » est correcte alors celui-ci a lieu dans le noyaudernier argument en faveur du
« reverse splicing » réside dans I'analyse derlatjon 5’ entre la dynamine et le LAT au sien
du transcrit modifié : le nucléotide 6590 corregp@u dernier nucléotide de I'exon 4 du

gene!
Néanmoins, si« reverse splicing »l y a, il n'est pas canonique. En effet, (i)

lintégration du LAT est incompléte et est trestagrement irréversible contrairement a ce

qui a été montré dans des travaux effectuétro.

174



A ce stade, il est difficile de conclure sur lalitéadu « reverse splicing #t si celui-ci
est vrai, il est encore plus difficile de proposarmécanisme. Néanmoins, si le mécanisme de
«reverse splicing »tait validé, la question se poserait de savolie $iAT posséde par lui-
méme toutes les activités nécessaires a sa ratitggou s’il doit détourner une quelconque

machinerie cellulaire.
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VI.7 Données de séquencages

TR PR RN DY U PERSN B DRSS B U EUEEN B BN BRI BTN DU I DS B DR

1498 1508 1518 1528 1538 1548 1558 1568 1578 1588

LAT e CGGAAGTCCA GGGECGCCCAC TAGGGTGCCC TGGTCAAACA GCATGITCCC CACGEEGEGTIC ATCCAGAGEC TGITCCACTC CGACGCGEGG GCCGTCGGGET
MOUSE9RR CCGAAGTCCA GEECGCCCAC TAGEGTECCC TGGTCAAACA CGCATGITCCC CACGEEEGTC ATCCAGGGEEG CGTGGTCCCC ACTGACTCAT ACGCAGGCCC
RL, CGCAGGECOC GGGGTOR00G GACACGCOCC CACAACAAAC ACACAAGGAC CGGGGTOGCC GTGTTGGEGG CGTGGTCCOC ACTGACTCAT ACGCAGROCC
B TP T T T T e B T B T O e O T A T D P D

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

Figure S1A. Alignement de la séquence obtenue par RT-PCR remi@s la jonction 3’
entre le LATkg et le transcrit du géneL2. L'alignement a été effectué avec les séquences
des géeneRL2et LATkg.

Figure S1B

LAts RL,

v

GCCCTGGT CAAA CAGCATGTIT CCCCA CGGGEGGOEGTCAT CCAGGGGGEGCGEGTGGT CCCCACTGACT CATA CGCAGGCCCCC

Figure S1B. Chromatogramme obtenue aprés le séquencage du <IBM@USE 9RR »,
représentant la jonction 3’ entre le LAd et TARNm du geneRL2 La numérotation fait
référence aux positions des nucléotides a partit°doucléotide de I'amorce utilisée pour le

séquencage du clone.
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LATog
MOUSESTA
MOUSE9TB
MOUSE9TC
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RL,

LATog
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MOUSE9TB
MOUSE9TC
MOUSE9TD
RL,
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MOUSE9TA
MOUSE9TB
MOUSE9TC
MOUSE9TD
RL,
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MOUSE9TA
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MOUSE9TC
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RL,

Figure S2A

- CACCACAG AAGG- == === === === mmm oo oo e e aeaaeas e aeaeaeaea-
- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGCGA COCCCAGGGA CCCTCCGTCC GOGGCOCTCC AGOCGCATGC GACCCOCATG GAGCOCOGOC COGGAGCGAG
- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGCGA COCCCAGGGA CCCTCCGTCC GOGACCCTCC AGCCGCATAC GACCCCCATG GAGCOCOGOC COGGAGCGAG
- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGCGA COCCCAGGGA CCCTCCGTCC GOGACCCTCC AGCCGCATAC GACCCCCATG GAGCCCOGOC COGGAGCGAG
- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGCGA COCCCAGGGA CCCTCCGTCC GOGACCCTCC AGOCGCATAC GACCCOCATG GAGCOCOGOC COGGAGCGAG

N P B R RN RN (U DI R DD RSN BN ST DR IR DI RN R BN DR
108 118 128 138 148 158 168 178 188 198

TACCOGCCGG CCTGAGEEOC GOCCOCAGOG CGACGGTGAGS GEOOGEGOGC CATGTCTGEG GOGCCATATT GGGGGGOGOC ATATTGEGGG GOGCCATATT
TACCCGOCGG CCTGAGEECC GOCCCCAGCG CGAGGTGAGG GEOCGGGOGC CATGTCTGGG GOGOCATATT GGGGGGCGCC ATATTGGGGG GOGCCATATT
TACCCGOCGE CCOGAGEECC GOCCCCAGCG CGAGGTGAGG GEOCGGGOGC CATGTCTGGG GOGOCATATT GGGGGGCGCC ATATTGGGGG GOGCCATATT
T DR R EOREY ESEUE BRUR ENRDEE DESEE REDEE RS RO BONUN EURUEE DERDE RS DD R B

208 218 228 238 248 258 268 278 288 298
N N T R TN N RPN DU IR D RN SR BN D
174 184 194 204 214 224 234
CCCGTCOGAC CACCAACTGC COCCTTATCT AAGGGCOGGC TGGAAGACCG CCAGGGEGTC GGCOGGTCTC

GGGEGEECGCC ATGTTGGEGEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGECCGC CATGTTGGGG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGG - - - = =-=-=----
GGEGEEEECECC ATGTTGEEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGECCGC CATGTTGEGEG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGGEGTC GECCGGTGTIC
GGEGEEEECECC ATGTTGEEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGGCCGC CATGTTGGEGEG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGGEECEC CATGTTAGSG

P S [ o e U PR Pt [ I I |

308 318 328 338 348 358 368 378 388 398
N P T B RN RN (U DR RN DD BN N S DR R DI RN R BN DR
244 254 264 274 284 294 304 314 324 334
GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGTGTC CCACCCCGCC TGTGTTTTTG TGCCTGGCTC TCTATGCTTG - - - < - - - - -
-------------------------------------------------- --gacaccac acaCTGGCTC TCTATGCTTG GGICT- -
---------------------------------------- -- - 0COOGCC TGTGITTTTG TGOCTGGCTC TCTATGCTTG GGTCTA: - - -
------- CCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGTGTC CCACCCOGCC TGTGITTTTG TGOCTGGCTC TCTATGCTTG GGTCTAA- - -

GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGIGIC CCACCCCGCC TGIGITTTTG TGCCTGECTC TCTATGCTTG GGTCTAATCA
GGCGTGGAAC CCCATGACAC TATATATACA GGGACCGGEGEG - === ===== === ====c== moommmmooo oommoooo oomoooooo —ooooooo-

R PR R PO B DR RS DS RV DU RN DS RN DU R DU I DR
408 418 428 438 448 458 468 478 488 498

Figure S2A. Alignement des séquences obtenues par RT-PCR espa@$ la jonction 5’

entre le transcrits du geml.2 et le LAT,kg. L’alignement a été effectué avec les séquences
des geneRL2et LATg.
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Figure S2B

MOUSESTA

mummhlhxllmhnuhlmuhmummuhnlllhhluhlmhhuml

Figure S2B. Chromatogramme obtenue apres le séquencage dess cloMOUSE 9TA ;
MOUSE 9TB; MOUSE 9TC; MOUSE 9TD », représentanjolaction 5’ entre 'ARNmM du
geneRL2 et le LAT,4. La numérotation fait référence aux positions dedéotides a partir

du 2* nucléotide de I'amorce utilisée pour le séquenghgelone.
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Figure S3A

547SC22AA  CGATCTCGAA GCCATCTGAA GOCGTCCGAC CACCAACAAT COCCAGGACA CCGCGTGITC COCGGGAGCC CCGGGTTCOG CGACCACCCC GAGAACCTAG
547SC23AA  CGATCTCGAA GCCATCTGAA GOCGTCCGAC CACCAACAAT COCCAGGACA CCGCGTGITC COCGGGAGCC CCGGGTTCOG CGACCACCCC GAGAACCTAG
us12 CGATCTCGAA GCCATCTGAA GCOGTCOGAC CGCCAACAAT CCCCAGGACA COGOGTGTTC CCOGGGAGCC COGGGTTCCG CGACCACCCC GAGAACCTAG
B R PR EEREE) FEEEE EEPEE PR R NP SR PP IR R BT PR IR PR IR R

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

LATyg ~ mmmmmmemee mmeemeeees
547SC22AA GGAACCCAGA GTACCGCG -
547SC23AA GGAACCCAGA GTACCGCGAG CTTCCAGAGA CCCCAGGGTA CCGCGTGACC CCAGGGATCC ACGACAGCCC CGGTCTCCCA GGGAGCCCCG GCCTCCC

Us12 GGAACCCAGA GTACCGCGAG CTCCCAGAGA COCCAGGGTA CCGOGTGACC CCAGGGATCC ACGACAACCC CGGTCTCCCA GGGAGCCCCG GTCTCCCCGG
NP B BN RO PR TR DD RS S BRSSO U DRSS BN DU R DU BN DR
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
T T B PR DU SN DY PR PRUT UY U (U DU DY R [N PO [ DO
93 103 113 123 133 143 153 163 173 183
LAT e CACTCGOGGG TGGECTCGTG TTACAGCACA CCAGCCOGTT CTTTTCOCCC CCTCCCACCC TTAGTCAGAC TCTGTTACTT ACCCGTCOGA CCACCAACTG
2o~ Y
547SC23AA  GAGCCACGGG ACCCCACGCA COCCOCGOGA ACCACGTACG GCTCGOCOCC CCTCOCACCC TTAGTCAGAC TCTGTTACTT ACCCGTCOGA CCACCAACTG
usi2 GAGCOOCGGG ACCCCACGCA COCCOCGOGA ACCACGTACG GCTOGCGGGT CTGTATAGCC CGGGCAAGTA TGOCOOCCTG GOGAGOCCAG ACCCCTTCTC
N T T B RN DTN R DEUEE IR B R DORU RPN DR RN DU RN BN B DR
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
N T R N N (RN DU IR IR DN BN SN DU R D R BN BN D
193 203 213 223 233 243 253 263 273 283
LAT e COCCCTTATC TAAGGGCOGG CTGGAAGACC GCCAGGGGGT CGGOCGGTGT CGCTGTAACC CCOCACACCA ATGACCCACG TACTCCAAGA AGGCATGTGT
BATSC22AA - -m-m-mms mmmmeeon eeiieiio ioaio- CGGOCGGTGT CGCTGTAACC COOCACACCA ATGACCCACG TACTCCAAGA AGGCATGTGT
547SC23AA  CCCCCTTATC TAAGGGCOGG CTGGAAGACC GOCAGGGGGT CGGCCGGTGT CGCTGTAACC COCCACACCA ATGACCCACG TACTCCAAGA AGGCATGTGT
usi2 COCACAACAT GGAGCATACG CTCGG- GOCC GOGTCGGGAT CCACACOGCG GTTOGOGTCC CGOCCACCGG AAGCCCAACC CACACGCACT TGCGGCAAGA
P B RO B PN TR DU EEEEEN BUEY E BURSN ERRUEE DU B DU B B N DR
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
T T R T N AU DN I I
293 303 313 323 333
LAT e CCCACCCCGC CTGTGTTTTT GTGCCTGGCT CTCTATGCTT GGGTCAA- - - - - - -c oo m o e

547SC22AA CCCACCCCGC CTGTGITTTT GTGCCTGGCT CTCTATGCTT GGGTCAA- - - -

547SC23AA CCCACCCCGC CTGTGITTTT GTGCCTGGCT CTCTATGCTT GGGTCAA- - - = --mmmmm -

us12 CCCGGGCGAT GAGCCAACCT CGGATGACTC AGGGCTCTAC CCTCTGGACG CCCGGGCGCT TGCGCACCTG GTGATGTTGC CCGCGGACCA CCGGGCCTTC
IR I A R R (AR AR IR (RRUPRR IPUPUPR IR IV (RPN INUPUN IR IR (PP IUPIN IR IO |

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

Figure S3A. Alignement des séquences obtenues par RT-PCR espa@s la jonction 5’ le
transcrits du géndsl12et entre le LARkg. L'alignement a été effectué avec les séquences des
géenedUS12et LATxg.

Figure S3B
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547SC22AA

us12 LAT s

GCGACCACCCCGAGAACCTAGGGAACCCAGAGTACCGCGCGGCCGGTGTCGCTGTAACCCCCCACACCAATGACCCACGTA

us12 LAT s
CCACGGACCCCACGCACCCCCCGCGAACCACGTACGGEGC TCGCCCCCCC  TCCCACCCTTAGTCAGAC TCTGTTACTT TACCC

W NPT AT

Figure S3B. Chromatogramme obtenue aprés le séquencage dess clobd7SC22AA
547SC23AA », représentant la jonction 5 entre IMMR du geneUS12et le LAT,p. La
numérotation fait référence aux positions des miiclés a partir du i nucléotide de

'amorce utilisée pour le séquencage du clone.
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Figure S4A

1302 1312 1322 1332 1342 1352 1362 1372 1382 1392
LAToe GCTGGTGIGI GGTGCCCGTG TCTTTCACTT TTCOCCTCCC CGACACGGAT TGGCTGGTGT AGTGGGOGOG GOCAGAGACC ACCCAGOGCC CGACCOCOCC
34550023 GCTGGTGTGT GGTGCCCGTG TCTTTCACTT TTCOCCTCCC CGACACGGAT T GOGG CTCGOGGGTC TGTATAGOCC GGGCAAGTAT GOCCCCCTGG
us12 GGGAGCCOCG GTCTCCOCGG GAGCCOCGGA CCOCACGCAC COCCCGCGAA O G0GG CTCGOGGGTC TGTATAGOCC GGGCAAGTAT GOCCCCCTGG
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

1308 1318 1328 1338 1348 1358 1368 1378 1388 1398

Figure S4A. Alignement de la séquence obtenue par RT-PCR remia@s la jonction 3’
entre le LATkg et le transcrits du gends12.L’alignement a été effectué avec les séquences
des genesUS12 et LATxgs. Les nucléotides surlignés en rouge correspondernes
différences ponctuelles entre la séquence du @bles séquences de références.

Figure S4B

345SC023

us12 LAT 2e

v

T TTCCCCTCCCCGACACG G AT TGAGGTGCGGCTCGC G GGTCT GTATA G C

Figure S4B Chromatogramme obtenue apres le séquencage du &l@#SC023»,
représentant la jonction 3’ entre ’TARNmM du gdogl2et le LATxy,. La numérotation fait
référence aux positions des nucléotides a partit*doucléotide de 'amorce utilisée pour le

séquencage du clone.
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LATxe
RL2 RACE
RL2 RACE
RL2 RACE
RL,

LAT
RL2 RACE
RL2 RACE
RL2 RACE
RL,

LATe
RL2 RACE
RL2 RACE
RL2 RACE
RL,

LAT e
RL2 RACE
RL2 RACE
RL2 RACE
RL,

wWN -

WN -

wWN -

Figure S5A

- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGOGA COCCCAGGGA CCCTCOGTCC GCGECCCTCC AGCCGCATGC GACCCCCATG GAGCCCCGCC CCGGAGCGAG
- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGITGCGA CCCCCAGGGA CCCTCCGTCC GCGACCCTCC AGCCGCATAC GACCCCCATG GAGCCCCGCC CCGGAGCGAG
- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGOGA COCCCAGGGA CCCTCOGTCC GCGACCCTCC AGCCGCATAC GACCCCCATG GAGCCCCGCC CCGGAGCGAG
- - CACCACAG AAGCCCCGCC TACGTTGOGA COCCCAGGGA CCCTCOGTCC GCGACCCTCC AGCCGCATAC GACCCCCATG GAGCCCCGCC CCGGAGCGAG

108 ‘118 "128 "138 "148 "158 "168 178 "188 "1908

TACCCGCCGG CCTGAGEECC GCCCCCAGCG CGACGTGAGG GECCEEECEC CATGTCTGEG GCGCCATATT GGGEEECGCC ATATTGEEEG GCGCCATATT
TACCCGCCGG CCTGAGEECC GCCCCCAGCG CGACGTGAGG GECCEEECEC CATGTCTGEG GCGCCATATT GGGEEECGCC ATATTGEEEG GCGCCATATT
TACCCECOGG COOGAGEEOC GOOCCCAGCG CGAGGTGAGG GBOCGGG0GC CATGTCTGGG GOGCCATATT GGGGEGGOGCC ATATTGGGGEG GOGCCATATT
T B T e e B R A R B R S R B A DR R RO
208 218 228 238 248 258 268 278 288 298
A RN DUREE RN DU EUSEEE DU RN DY ERREEE DENEY RN DR RS NS R BTN B
144 154 164 174 184 194 204 214 224 234
------------------------------ COOGTCOGAC CACCAACTGC COCCTTATCT AAGGGCOGGC TGGAAGACCG CCAGGGGGTC GGOCGGTCTC

GGGEGEECGCC ATGTTGGEGEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGECCGC CATGTTGGGG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGG - - - === =-=----
GGEGEEEECECC ATGTTGEEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGECCGC CATGTTGGEGEG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGGEGTC GECCGGTGTC
GGEGEEEECECC ATGTTGEEEG ACCCCCGACC CTTACACTGG AACCGGCCGC CATGTTGGEGEG GACCCCCACT CATACACGGG AGCCGGEECEC CATGTTAGGG

P S [ o e U PR Pt [ I I |
308 318 328 338 348 358 368 378 388 398

S U B RN RN BN DI U DR RN IR RSN DN SR DI I DU RN B
244 254 264 274 284 294 304 314 324 334
GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGTGTC CCACCCCGCC TGTGTTTTTG TGOCTGGCTC TCTATGCTTG - - -« - - - - -
-------------------- -- - 0COOGCC TGTGTTTTTG TGOCTGGCTC TCTATGCTTG GGTCTA: - - -
------- COC COCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGTGTC CCACCOOGCC TGTGTTTTTG TGCCTGGCTC TCTATGCTTG GGTCTAA- - -
GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGTGTC CCACCCCGCC TGTGTTTTTG TGCCTGGCTC TCTATGCTTG GGTCTAATCA
GGCGTGGAAC CCCATGACAC TATATATACA GGGACCGEGG - - - - = - ===+ === sommmn smscemoo oeoaiocon cemscenos aneoaeoos
N T B e B B DR R DR RN BN RSN DN RN DI I DU BN B
408 418 428 438 448 458 468 478 488 498

Figure S2A. Alignement des séquences obtenues par 5’RACE mmiad la jonction 5’

entre le transcrits du geml 2 et le LAT,kg. L'alignement a été effectué avec les séquences
des geneRL2et LATg.
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Figure S5B

RL2 RACE 1

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

hu.m;ﬂm;j_,u;_;_AhLu,m,uLu,l.Al;;mu_,t_uu_uhh1,AAAL;l_uALAmAuuh;;h

RL2 RACE 2

T

Figure S2B.Chromatogramme obtenue apres le séquencage des &diL2 RACE 1; RL2
RACE 2 ; RL2 RACE 3, représentant la jonction 5 entre TARNmM du géRe2 et le
LAT 2. La numérotation fait référence aux positions desléotides a partir du®1nucléotide

de I'amorce utilisée pour le séquencage du clone.
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Figure S6A

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
LAT g AACTGCCCCC TTATCTAAGG GCCGGCTGGA AGACCGCCAG GGGGTCGECC GGTGICGCTG TAACCCCCCA CGCCAATGAC CCACGTACTC CAAGAAGGCA
UL34 RACE TGACGGGTCC GACGAGTCGT TTCCCATGGA AGACCGCCAG GEGEGTCEECC GGTGTCECTG TAACCCCCCA CACCAATGAC CCACGTACTC CAAGAAGGECA
U 34 TGACGGGTCC GACGAGTOGT TTCCCATCGA GTATGTACTG CGGCTTATGA ACGACTGG - - === - == == ==mmmmmmm mmmmmmemnm wmmmmme e e
O T T e e e T N O R N BT BUUEN S DU U DU B DU
652 662 672 682 692 702 712 722 732 742
| | | | | | | | | | | | | |
510 520 530 540 550 560 570
LAT g TGTGICCCAC CCCGCCTGIG TTTTTGIGCC TGGCTCTCTA TGCTTGGGIC TTACTGCCTG GGGGGEGGEGGA GT
UL34 RACE TGTGICCCAC CCCGCCTGIG TTTTTGIGCC TGGECTCTCTA TGCTTGEGIC TGA------- ------mmmm - -

T

Figure S6A : Alignement d’'une séquence obtenue par 5’'Race reptaést la jonction 5’
entre le LAkg et le transcrits du gendl_34. L’alignement a été effectué avec les séquences
des géneblL34 et LAToks.

Figure S6B

UL34 LAT s

v

TCATGGUCCATGACGGOGTICCGACGAGTCGTITITICCCATGGAAGACCGCCAGGGGOGTCGGCCGGTIGTICGCIGTAACCCCCCCAC

Figure S6B : Chromatogramme obtenue aprés le séquencage dri«<cldh34 RACE »,
représentant la jonction 5’ entre TARNmM du gésie34 et le LAT,xp,. La numérotation fait
référence aux positions des nucléotides a partifcwcléotide de I'amorce utilisée pour le

séquencage du clone.
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Figure S7A

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
LATe GTGTTACAGC ACACCAGOCC GTTCTTTTCC GCCOCTCOCA CCCTTAGTCA GACTCTGTTA CTTACCOGTC CGACCACCAA CTGCOCCCTT ATCTAAGGGC
U =Y =S C ACCOGAGTCT CTGGGOGGAC GGAACACCGC AGTTTCTGGT GCTCGAAGGT
us AGAGGOGGGC GTACTCGOGC AGOGTGOGGT TGCAGATGAG GTACGTGAGC ACGTTCTCGC TCTGGOGGAC GGAACACOGC AGTTTCTGGT GCTCGAAGGT
T T T i T e T e o T O e T E O B T I N B
1659 1669 1679 1689 1699 1709 1719 1729 1739 1749
TR PR EEUUEE DY TR PN B DRSS RN DU B BUEE BN BRI BTN DU I DS B DR
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
LATze CGGCTGGAAG ACCGOCAGG GGGTOGGEOCG GTGTCGCTGT A- - ACCOCCC ACGCCAATGA COCACGTACT CCAAGAAGGC ATGTGTCOCA CCCOGCCTGT
UL5 RACE CGACTCCAGG GACGOCGTCT GOGTOGGOGA GCCCACACAC ACCACCCCCC ACACCAATGA CCCACGTACT CCAAGAAGGC ATGTGTCCCA CCCOGCCTGT
us CGACTCCAGG GACGOCGTCT GOGTOGGOGA GCCCACACAC ACCAACACGG GCOGCAGGCG GGOCGOGTAC TGGGGGGTGT GGTACAGGGC GTTAATCATC
B T T T T e o e T O T DO
1759 1769 1779 1789 1799 1809 1819 1829 1839 1849
TR PR RN DR BT DR B DU B B
310 320 330 340 350
LATze GTTTTTGTGC CTGGCTCTCT ATGCTTGGGT CTTACTGOCT GGGGGEGGEG AGT
UL5 RACE GTTTTTGTGC CTGGCTCTCT ATGCTTGGGT CT-- - ses memceemnen <o-

2
T D RN DTN BTN BEUUN BTN DN B B

Figure S7A : Alignement d’'une séquence obtenue par 5’Race septant la jonction 5’
entre le LAhkg et le transcrits du géenglL5. L’alignement a été effectué avec les séquences
des genebIL5 et LATkg.

Figure S7B

us LAT s

ACTCCAGGG ACGCCGOGTCTGCGTICGGCGAGCCCACACACAC CA&CCCCCACAC CAATGACCCACGTACTCCAAGAAGGCA

Figure S7B : Chromatogramme obtenue aprés le séquencage du cloiié RACE »,
représentant la jonction 5’ entre TARNmM du gddke5 et le LATxp. La numérotation fait
référence aux positions des nucléotides a partit*doucléotide de 'amorce utilisée pour le

séquencage du clone.
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Figure S8A

190 200
LAT g GTGITACAGC ACACCAGCCC GITCTTTTC- CCCCCCTCCC ACCCTTAGIC AGACTCTGIT ACTTACCCGI CCGACCACCA ACTGCCCCCT TATCTAAGGG
U .Y = - ATGTGATGG
uL15 GOCGCACGOC CGGTOOGOGC TOGGACCREG TGEOGE0GEE TGACGTCCTG CACTGOCCGC TGAACCAACG CGAGGATCTC CTCGTTCTCC TGTGOGATGG
R T T T T O T T T T N e T E N N T B T B
3634 3644 3654 3664 3674 3684 3694 3704 3714 3724
R U R DY R DTN B DU NN DU I U IO B BN DU I DU R DO
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
LATe CCGGCTGGAA GACCGOCAGG GGG - TCGGC CGGTGTCGCT GTAACCCOCC ACGOCAATGA CCCACGTACT CCAAGAAGGC ATGTGTCCCA COCCGOCTGT
UL15 RACE ACACGTCCTG GGCCGCGGTC GTGTCTCGEC CGGTGTCECT GTAACCCCCC ACACCAATGA CCCACGTACT CCAAGAAGGC ATGTGTCCCA CCCCECCTGT
uL1s ACACGTCCTG GGCOGCGGTC GTGTCEO0GC COGGEG00GT CAGCTGCTCC TOOGGGGAGA TGGGEGGAGTC GGACGC: - - - - =< r-smns cesonenons
I T T T e T e T e T e R R R N R DR DU B DO
3734 3744 3754 3764 3774 3784 3794 4804 4814 4824
TR PR BTN DU RN DO B B
310 320 330
LA GITTTTGTGC -« -smmem mmememmeon —eo-
W15 RACE  GITTTTGIGC CTGGCTCTCT ATGCTTGGGT CTAA
L8 e

Figure S8A : Alignement d'une séquence obtenue par 5’'Race reptast la jonction 5’
entre le LATkg et le transcrits du gendl 15. L’alignement a été effectué avec les séquences
des géneblL15 et LATokg.

Figure S8B

uL15 LAT s

GATGGACACGTCCTGGGCCGCGGTICGTGTCTCGGCCGOGTGTCGC TG TAACCCCC CACACCAATGACCCACGTACTCCAAGAA

Figure S8B :Chromatogramme obtenue apres le séquencage du«cldh#5 RACE »,
représentant la jonction 5’ entre ’TARNm du gésiel5 et le LAT,xp,. La numérotation fait
référence aux positions des nucléotides a partifcwcléotide de I'amorce utilisée pour le

séquencage du clone.
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LAT ks
US12 RACE
usi2

LAT ke
US12 RACE
usi2

LAT g
US12 RACE
us12

Figure S9A

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
104 124 134 144 154 164 174 184 194 104
ACAGCACACC AGCCCGITCT TTTCCCCCCC TCCCACCCTT AGITCAGACT CTGITACTTA CCCGICCGAC CACCAACTGC CCCCTTATCT AAGGGECCGEC
ACGATCTCGA AGOCATCTGA AGOCGTCOGA CCACCAACAA TOOCOGGGAC ACCGOGTGIT COCCGGGAGC COCGGGTTCC GOGACCACCC CGAGAACCTA
ACGATCTCGA AGOCATCTGA AGCCGTCOGA COGCCAACAA TOOCCAGGAC ACCGOGTGIT COCCGGGAGC COCGGGTTCC GOGACCACCC CGAGAACCTA
S T e e R N e O e e e B I DO
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

I | I | I | I | I | I | I I I | I | I |
204 224 234 244 254 264 274 284 294 304

TGGAAGACCG CCAGGGGGTC GGCCGGTGTC GCTGTAACCC CCCACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGCATGCATG TGTCCCACCC CGCCTGTGIT
GGGAACCCAG AGTACCGCGC GGCCGGTGTC GCTGTAACCC CCJACACCAA TGACCCACGT ACTCCAAGAA GGG - - - === === oo o
GGGAACCCAG AGTACCGCGA GCTCCCAGAG ACCCCAGGGT ACCGCGTGAC CCCAGGGATC CACGACAACC CCGGTCTCCC AGGGAGCCCC GGTCTCCCCG

Figure S9A. Alignement d’une séquence obtenue par 5’Race reptast la jonction 5’ entre

le LAT kg et le transcrits du gendS12.L'alignement a été effectué avec les séquences des

genesUS12et LAT,«g. L'alignement a été effectué avec les séquencegelessUS12 et

LAT 2kg. Les nucléotides surlignés en rouge corresponddes aifférences ponctuelles entre

la séquence du clone et les séquences de références

Figure S9B

us12 LAT s

CCCCGAGAACCTAGGGAACCCAGAGTACCGCGCGOCCGGTGTCGCTGTAACCCCCCACACCAATGACCCACGTACTCC

/ MWW

Figure S9B Chromatogramme obtenue aprés le séquencage du glaf&l2 RACE »,

représentant la jonction 5’ entre ’TARNmM du gdo8l12et le LATxp. La numérotation fait

référence aux positions des nucléotides a partit*doucléotide de I'amorce utilisée pour le

séquencage du clone.

187



LAT s
547A
Dm1

LAT s
547A
Dm1

LAT s
547A
Dm1l

LAT s
547A
Dm1l

LAT s
547A
Dm1

LAT s
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT s
547A
Dm1

LAT s
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

Figure S10A

TGGCGGTGGT CGTGTTGATG
TGACGGTGGT CGTGTTGATG

. - . T - . - .
4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300

TCGOCGATAA TACTGAGOGC CTCCTTCAGT GOGTGGTACA TGOGCAGCAT CTCGTCGOGC CGCTGAGCCT GCTCGGOCGA TTCTTCCATC AGTGTGTTCT
TCGOCGATAA TACTGAGOGC CTCCTTCAGT GOGTGGTACA TGOGCAGCAT CTCGTCGOGC CGCTGAGCCT GCTCGGOCGA TTCTTCCATC AGTGTGTTCT
T N O B DU B D R DU R DR e e e e
4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400
GGTCCCCGCA AGAGTACAGG TTGGCCAGCA GCTCAGAGAA GATAAGCTCC TTGGT--- == mmmmmmmmme mmmmmmmmme mmmmmmemom ommmm oo e
GGTCCCCGCA AGAGTACAGG TTGGCCAGCA GCTCAGAGAA GATAAACTCC TTGGTCTGTG CACAGAGAAG GAAGGAAGGA AGCTAGAACC CGAAGACCC-

TGOCACCTTG TCGCAGGOCA GACCTGCTGG ATCTGGGTAC AGAACTGGGA GCTGGGGTTT GGTATTTCAG ATGGCTACTT CTGCTTGATG CCTAAATTCG
A T P R O e e e T T R R N IS B R B I
4509 4519 4529 4539 4549 4559 4569 4579 4589 4599

TCAGAATATA GOCTGTCACT AGGACAACTG CCTACCCTGA GTCCTTAAGG AAGAAAATAA CAAATCTATA ACTATAATGT GTCATTGTAC TGAGTGACAG
B T T e e o B R R TR R R DN R DEDE BN D B B
4709 4719 4729 4739 4749 4759 4769 4779 4789 4799

GTGTCCAAGT GTGTAGTGGA AGTTTAGTGC CCACCTCAAA TGCOCAGGCA TTCTTATCCC ACCCTGTCTG GGACAATCTT GTGAGCTGCT GGTTTCTTTG
T T e R e e B R T T B R I TP DR U U N B
4809 4819 4829 4839 4849 4859 4869 4879 4889 4899

CAGCTTCCTC CAATCTCACT GACTCCTTTT CCAAAATCTA CTGACTACAT ACCACGGGCC AGGCTTCGTG CTGCTCCACA CCTCATATGC ATTCTGTCCT
B T T R T e B R T T R i N B DU R DS B
4909 4919 4929 4939 4949 4959 4969 4979 4989 4999

CAACTCTATC ATCGACGGCC ATATTTTGCA CACTGGGAAA CAGACTCAGA GATTACATAG ACTCAGACCC ACATAGGGAA TCTGTAGGAA AGCCAGCAGC
P T N T e A B I B R B I DU R DS B B R B
5009 5019 5029 5039 5049 5059 5069 5079 5089 5099

ATTCCACCOG AGTTGTGCTT CCTGGAGCCT GCTTTGTCAC AGOCCCAGGT CTGTGGTGGA GCAGTGAGGT GAGGTGTGIT TCAAGGCAGT ATCTGAGATT
..

S T T T T e e I e e R B T O e I I B
5019 5119 5129 5139 5149 5159 5169 5179 5189 5199

CTCAAAAAGC CACGATTTCT AGCTCCTCCC AAACACGTGT GTTTGGGTCA ACCTAGATAC CTTATTTTTC AACTTTAAGT GTCTTAAAAT TCAAATTAAG
I T T T T B R I R DD I IR IR DR P DR I D

"5020 ‘5219 "5220 "5239 "5249 " 5250 " 5260 "5279 "5289 "5200

ATGAAGTATT TCCACTGAAT ATGTAACATC ATGGGGAGGT TTAAAAAACT TAGTGGGAAA ATGGTAGGCA ACATATCCTG TAAATTAATG TTTTCTAGAT
T T T e T e O e T e Y R B T I T B
5039 5319 5329 5339 5349 5359 5369 5379 5389 5399
CGGGGOCAGG TATAGTAAAT AGACCACAAC TGTCATCTCA GTACTGAGAA GGTAAGOCAG GAAGAGATCA GOCACAAGTT TGAGGOCAGC CTGGGCTCTA
B T T T T e T O R N T D R B e T R T
5049 5419 5429 5439 5449 5459 5469 5479 5489 5499
CAGCAAGACT CCATCTCAAA ACAATATTTT GGATATCTTG GGTTTAAAAT AAATACTATC AAAATGAAGG GTTTTGGAAC TAGGCATAGT GATGTATGCC
N T T R B N B E BN R B B D T D B DR R B
5059 5519 5529 5539 5549 5559 5569 5579 5589 5599

GGGTTTGEGG ACTATGGGAT GACTCAGTGG GTAAAGGTGC TTGCTGATAA GOCTAATGAT CTGAGTTCAA TCCTTAAGAC CTACGTGGTA AAAGGAGAAA
T T T R e e D R B T U N N B DR U B B
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LAT g
547A
Dm1

LAT g
547A
Dm1

LAT2kg
547A
Dm1

LAT2kg
547A
Dm1

LAT s
547A
Dm1

LAT2kp
547A
Dm1

LAT2xg
547A
Dm1

LAT2xp
547A
Dm1l

LATokg
547A
Dm1

LAT2kp
547A
Dm1

5079 5719 5729 5739 5749 5759 5769 5779 5789 5799

ACAAACTTGC TCAAGTTGTC CAGGACCAAC AGACAACACA AAGGCAAGTG TTCCOCTGOC COGTGCATTT ATTTATTTAT TTTTGGTTTT TTTCGAGATA
..

S T T T T e e e T B E A T B (N PN I I
5089 5819 5829 5839 5849 5859 5869 5879 5889 5899

GGGTTTCTCT GTGTAGCTCT GGCTGTCOCTG GAACTCACTC TGTAGACCAG GCTGGOCTCA AACTCAGAAA TCOGCCTGOC TCTGCCTCOC GAGTGCTGGG
T T B I e I T T O R A e T TR
5099 5919 5929 5939 5949 5959 5969 5979 5989 5999

ATTAAAGGTG TGTGCCACCA TGOCCAGCAC CCOGTGCTTT TGTAAATAAT GTGATAAAAA GAAATAAGCC GGGCTGGAGA GATGGCTCAG TGGGTAAGAG
T T T I I IO I O O Y B B T TR D
6009 6019 6029 6039 6049 6059 6069 6079 6089 6099

'6019 '6119 .. "'6129 .. "'6139 .. "'6149 .. "'6159 .. "'6169 .. "'6179 .. "'6189 .. "'6199

CTGAAGACAG CTACAGTGTA CTTACATATA ATAAATAAAT AAATCTTTAC AAAAAAAAAA AAAGAAATAA GOCAACCGGC TGCTTGGTCT TACACCACAG
R T B R B DU DU IR B IR DR RS DU R D I D S T
6029 6219 6229 6239 6249 6259 6269 6279 6289 6299

CTATGTACAT ACATTGTCAC ACTGCACACC CCACAGOGAT GTACACGCAC TGTCACGCTG CACACOCCAC AGCGATGTAC ATACATTGTC ACGCTGCACA
T T T T T T e B T B T T T B O B B

" 6039 "6319 6329 "6339 "6349 6359 6369 6379 " 6389 " 6399
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
-------------------- GTTGTTGATC ATGAGGTGCA TGATGGTCTT GGGCATGAGG TOOOGCACAG TCTTGTTGAC AATGGOCATG TACGAGOCTA
COCCACAGCG ATGTACATAC GITGTTGATC ATGAGGTGCA TGATGGTCTT GGGCATGAGG TCCCGCACAG TCTTGITGAC AATGGCCATG TACGAGTCTA
B T T o T O e B R B T B T BN T DU T B
6049 6419 6429 6439 6449 6459 6469 6479 6489 6499
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
540 550 560 570 580 590 600 610 620 630

- CBOGTGCCT TTGCACACCA ACCCCACGTC COCOGEOGGT CTCTAAGAAG CACCGOCOCC CCTCCTTCAT ACCACOGAGC ATGOCTGGGT GTGGGTTGGT
CCAGGTTCCG GATGGTCTCC ACCTGGCGCT CCAGCTGAGG GTCCATCGAG TGCATGAAGC TGTCAGAGCC GTTCTCCTCG GTCTCACTGG Crttcetcttt
CCAGGITCCG GATGGTCTCC ACCTGGCGCT CCAGCTGAGG GTCCATCGAG TGCATGAAGC TGTCAGAGCC GTTCTCCTCG GTCTCACTGG CCTGOCATTG
T R B B R B DR U DU I NS BTN DU SR DU BN B B B
6059 6519 6529 6539 6549 6559 6569 6579 6589 6599

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
640 650 660 670 680 690 700 710 720 730
GTAACCAACA CGCOCATCCC CTCGTTCCT GTGATTCTCT GGCTGCACCG CATTCTTGTT TTCTAACTAT GTTCCTGITT CTGTCTCCOC CCOCCOCACC
gt ccCCAACA CGOCCATCCC CTCGTTCTT GTGATTCTCT GGCTGCACCG CATTCTTGIT TTCTAACTAT GITCCTGITT CTGTCTCOCC COCCOCCACC
GGAACACAAG GCATCGGTGT GGCAGGGCTT GTGCAACCAG ACTCCAGGAG TCACTAAGAC CTCAGCCCTC ACAAGGGTGC CAGCCACACA GATGOGCTGA
B T T R T e B e T T i i B B DO R B B
6069 6619 6629 6639 6649 6659 6669 6679 6689 6699

GGGCAACTCA GGGECTCCAGC TCACCTCTGI GCCTCGCAGG ACCCTGACTT GACTCTAACC CTAGTGGCTA GA GTCT CAGTTTCCCA ATCCGTACAT

R T R T T T e e T B H e T T N T T R B R B
6079 6719 6729 6739 6749 6759 6769 6779 6789 6799

Figure S10A : Alignement d’'une séquence obtenue par 5’Race septént la jonction 5’

entre le LATkg et le transcrits du gene codant pour la dynantiiaignement a été effectue

avec les séquences des genes de la dynamine Afldysl L'alignement a été effectué avec

les séquences des gehtsl2et LAT.kg. Les nucléotides surlignés en rouge correspondent a

des difféerences ponctuelles entre la séquenceote @t les séquences de références.
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Figure S10B

Figure S9B: Chromatogramme obtenue aprés le séquencagerm €l647A », représentant
la jonction 5’ entre ’TARNmM du gene codant poudiamamine et le LA%y. La numérotation
fait référence aux positions des nucléotides arghrt1® nucléotide de I'amorce utilisée pour

le séquencage du clone.
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Figure S11A

GIGIGGTTCT GCTGGGCTCA CTCTTCAGIC GGAAGTGACC AGACACTGAC CGTCCACTCA CCTCTCACCT CCCACCCTGC CCCCACCACA ACTCTCTCTT

T T U Y DU R BN SR DS U DU RN DS RPN D RPN D RS D
49510 49520 49530 49540 49550 49560 49570 49580 49590 49600

CAGOCACCAT TGCTACCAGG AGAACCACTA CATGCAACTC ACGOCCCTTG COCTATCACA GGGTTGGGOC TAGACGGAGT COCCTGCAAT TAGCTTTCTA
T T R T B RS BN ISR DRSS IV DU RN DU U D RPN DU U D
49610 49620 49630 49640 49650 49660 49670 49680 49690 49700

GGATCTACCA CACTTCTGTG AAAGCCACCT TOCCOCCACA TCTCAGTTCT CTTGGCCTCA AAACTCACAA GGTTTTCCCC TAAACCAGCT CCTTGGAGGC
U R B R R B DN R DR IR BN DN DD RN DU BTN D R B
49710 49720 49730 49740 49750 49760 49770 49780 49790 49800

--- - AGGAGC AGAGAGGGGT GTGTGAGGGA GGAGAGOCTG TATAGITGGT GGGACCCTAA TTACCCCTGA GOCTCTCGGA AATGCTTTTC CAGCAGGGAG

TGGCAGGAGC AGAGAGGGGT GTGTGAGGGA GGAGAGCCTG TCTTGITGGT GGGACCCTAA TTACCCCTGA GOCTCTCGGG AATGCTTTTC CAGCAGGGAG
U T N B O R DU T B U DU RN DR R B S DU R DR

49810 49820 49830 49840 49850 49860 49870 49880 49890 49900

CTCTTCCCCT GAAGGAGACT AGCTTGOCTT GGTTTTGATG TGTGTGGOCT CAGACGTGAT CATTTCCCAT CCOGNTGNGT NTNNGGGTCT COCTCCTCCC

CTCTTCOCCT GAAGGAGACT AGCTTGCCTT GGTTTTGATG TGTGTGGCCT CAGACGTGAT CATTTCCCAT CCCGCTGTGT CTCTGGGTCT CCCTCCTCCC
T R RO RN BN BV DR I DU I BN BTN DD DR DU RSN BT R B

49910 49920 49930 49940 49950 49960 49970 49980 49990 50000

CATCTCCACC COCCAAGAGC CATTGAGTGA GGTGCTTTTA GCOCTTTTGA CTAATTAGAA ATTCAGGCTG CTTGGGATAA TGAGACAAGG ACCAGAACCT
CATCTCCACC COCCAAGAGC CATTGAGTGA GGTGCTTTTA GCCCTTTTGA CTAATTAGAA ATTCAGGCTG CTTGGGATAA TGAGACAAGG ACCAGAACCT
N P R P e D N B R U RS DR RS DY B DRSS R DRSS BN B
50010 50020 50030 50040 50050 50060 50070 50080 50090 50100
CCTCOOCACC TGTGGOCTGG CCAAAGCOCC CACTTGTGGT CTGAATGTTC TCCTGAGGCC TCAGGCTAGA GTCTAGCCOC ACCCAGEGGG AGGGGCTTAG
CCTCOCCACC TGTGGOCTGG CCAAAACCCC CACTTGTGGT CTGAATGITC TCCTGAGGCC TCTGGCTAGA GTCTAGCCCC ACCCAGEGGG AGGGGCTTAG
T T T e T T e e e B B T B R D B D S T
50110 50120 50130 50140 50150 50160 50170 50180 50190 50200
R TR PR EEUUEN PN TR DEUDE BV DU EUETN SR BN SR R DU RS DN B DR
239 249 259 269 279 289 299 309 319 329
------------------------------ - ACGTACTCC AAGAAGGCAT GTGTCCCACC CCGCCTGTGT TTTTGTGOCT GGCTCTCTAT GCTTGGGTCT
CTGCTGAAAG TCCACCTTGC TAGAGCTAGG GTGGCTCTTG CAGCTTAGCA CCCOCCAAGA TCCTTGTCCA COOCTCOCCT GGCTCTCTAT GCTTGGGTCT
CTGCTGAAAG TCCACCTTGC TAGAGCTAGG GTGGCTCTTG CAGCTTAGCA CCCOCCAAGA TCCTTGTCCA CCOCTCOCCT GGCTCOCATG ACCATGACTG
N T D R DRSS U B BT BEDE RN B RS DY R DS B DRSS B B
50210 50220 50230 50240 50250 50260 50270 50280 50290 50300

ATCTGCCTGG GGGGGGGGAG TGOGGGEGAG GGGGGGTGTG GAAGGAAATG CACGGOGOGT GTGTACCCCC G- - - - == - = mmmmmmme mmeoeoeons
ATCTTGCTGG GGGGGGGGAG TGOGGGEGAG GGGGGGTGTG GAAGGAAATG CACGGOGOGT GTGTACOCCC G- - - - = - = - -=mmmmmmme amamamanas
AGGGACCAAT GGGOCCAAGA TAGGTGOCCC AGAGCTGTTA ATGACTTCAG CTGOCTCACT TCCTGCAAGA TTGGCCTGTG GCATCTTTGC CTTGGGTGIT

B T T (O R TN N IR IR IR IR (RN IR I IR BRI IR IR BN
50310 50320 50330 50340 50350 50360 50370 50380 50390 50400

Figure S11A: Alignement d’'une séquence obtenue par 5’Raceseptant la jonction 5’

entre le LATkg et le transcrits du gene codant pour les protéeda famille BcL-2

L’alignement a été effectué avec les séquencegétess codant pour les protéines de la
famille BcL-2 et du LABkg.

Figure S11B

Exon3 LAT kb

v

AGTCTAGCCCCACCCAGGGGGAGGGGCTTAGCTGCTGAAAGTCCACCTTIGCTAGAGCTAGGGTGGCTCTTGCAGCTTAGCACCCCC CAAGAT CCTTGTCCACCCCT C COCTGGOTCTC TATGCTTIGGGTC T

MO0

NI

Figure S11B: Chromatogramme obtenue aprés le séquencage du«<BB@B », représentant la jonction 5’

entre ’TARNm du géne codant pour les protéinesadinille BcL-2et le LAy, La numérotation fait référence

aux positions des nucléotides a partir funlicléotide de 'amorce utilisée pour le séquenghgelone.
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Conclusions et perspectives
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Au cours de ce travail, nous avons pu mettre ermeéde un phénomeéne de

transposition du LAT dans des génes viraux et audeeloci génomiques de la cellule hote.

Cette découverte apporte des réponses a plusieassi@ns concernant la biologie du
virus et plus particulierement concernant les misoags impliqués dans la mise en place et le

maintien de la latence ainsi que dans les épistelegactivation.

La transposition du LAT 2kb dans le géneRL2 permet le maintien de la latence et

suggere des pistes quant aux mécanismes de réadiiva.

La transposition du LAJ, dans le gen®L2 n’est pas anodine puisque celui-ci code
pour la protéine ICP0O. Comme nous l'avons vu dansdduction de ce manuscrit, ICPO est
considérée comme la protéinestarter» de la réactivation virale, ainsi en blogquant son
expression le LAT pourrait controler la cascadadcaiptionnelle virale et donc maintenir des
génomes a I'état latent.

D’un point de vue mécanistique, la présence du ldams une séquence non codante
d’'un géne, peut engendrer plusieurs niveaux ddatgno, comme un arrét ou une stimulation
de la transcription, un épissage alternatif desstrats produits, une inhibition de I'export des
ARNmM hors du noyau ou méme la synthése d'une mpmtédle séquence distincte
(conséquence d’'un épissage alternatif).

La présence du LAT dans une ségquence non codargeraéiRL2 pourrait aboutir au
moment de la transcription a une atténuation vairerrét prématuré de celle-ci. Dans le cas
de ce geéne, lintégration du LA% dans le 1 intron altérerait alors I'expression @2
conduisant a terme a ursikencing »du gene et donc au blocage du cycle viral danétain
latent. Cependant, nous avons pu montrer que @@ des transcrits du gene RL2 étaient
non épissés et contenait I'insertion du LAT. Pdleais, dans des expériences non décrites
dans ce manuscrit, nous avons montré que les tianson épissés du geriRL2 détectés au
moment de la latence virale contenaient toujounsrén 2. En conséquence, l'intégration du
LAT 2k dans le I intron n’entraine pas d’arrét prématuré de lascaiption. Cette hypothése
ne permet donc pas d’expliquer comment l'inserdan LAT dans le premier intron du géene
RL2 régule la production de la protéine ICPO méineesmécanisme de régulation reste

potentiellement applicable & d’autres génes viauxgellulaires.
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En fait, nos résultats suggerent plutot que litise du LAT,x, dans le premier intron
du géne RL2 inhibe I'épissage du transcrit touteeprotégeant de la dégradation. Il semble
que cette action protectrice du LAT sur le trartsgains lequel il s'intégre puisse étre étendu
au transcrit du gene US12 méme si I'insertion dexudans un exon (mais toujours dans une
région non codante).

De facon générale, I'épissage correct est une tiondd’export de 'ARNm. La
rétention dans le noyau d’ARN modifié dans des eages non codantes permettrait alors au
virus de bénéficier d'un pool de transcrits déjasents qui n’auraient plus qu’a subir un
épissage pour étre exportés et ainsi permettrgréssion de la protéine. Ce mécanisme
serait un avantage pour le virus car il lui pernadtide pouvoir exprimer trés rapidement des
protéines virales (notamment ICP0O) en réponse stress. Des études restent & mener pour
comprendre comment la présence du LAT dans lesdriés permet leur rétention dans le
noyau et pourquoi ils ne subissent pas de contdi@ité qui devrait conduire a leur
dégradation. Il est de méme intéressant de s'oderrsur les mécanismes moléculaires qui
permettraient une maturation rapide des ARN magliidés d’un stress. Des changements de

structure tertiaire ou secondaire du LAT intégrarpaent étre envisageés.

La transposition du LAT ,x, dans le gendJS12pourrait permettre de réguler le contréle
de la réponse T contre les neurones infectés en déloe réactivation.

Le second gene viral dans lequel le Lgylest capable de transposer est le géne US12.
Cette transposition conduit aussi a des transomibslifiés, détectés pendant la phase de
latence. Il faut d’ailleurs souligner que ce geféait pas connu pour étre transcrit a ce stade
de linfection.

Le géne US12, qui est aussi un geneitiir(ediate early code la protéine ICP47, une
protéine virale qui se lie au transporteur assaclé maturation des antigénes (en anglais
TAP : transporter associated with antigen proces$ir@e faisant, il empéche la translocation
des peptides dans le réticulum endoplasmique etgreséquent, empéche la présentation des
antigénes aux lymphocytes T CD8 +. Cela permeitdiela détection des cellules infectées
par le systeme immunitaire de I'hote

Nous l'avons déja mentionné : comme dans le cagéteRL2, I'insertion du LAT
dansUS12se produit dans une région non codante du trar(sce partie de I'exon 2 en aval

du codon d'arrét). Comme pour les transcrits de P, on peut penser que les conditions
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de stress peuvent induire la maturation des tragsoodifies accumulés qui seront ensuite
exportés hors du noyau et traduits. Dans ce cgshdaomene qui conduirait a la synthése
d’'ICPO et qui donc déclencherait la cascade detivésion, conduirait aussi a la synthese
rapide d'ICP47 qui protegerait la cellule du systg@mmunitaire.

La transposition du LAT dans des loci génomiques dia cellule hdte permet d’expliquer
les nombreux phénotypes associés aux mutants du LAT

Nous l'avons vu dans l'introduction, les mutatiod@ns le LAT conduisent a des
phénotypes tres variés. La démonstration que le leAT capable de transposer dans le
génome de I'héte permet d’apporter une explicasiomple a ces observations. Le ciblage de
certains génes spécifiques pourrait permettre ali dA& prendre le contrdle de voies de
signalisation, de la réponse immune innée, de pagse, etc.

Pour l'instant, les événements de transpositiam rmpus avons identifiés révelent des
intégrations du LAT dans des loci génomiques qusemblent pas étre associés a des génes
transcrits en ARNm. Quatre remarques s’'imposent :

Premierement, la stratégie utilisée pour idemtife séquences d’insertion est biaisée.
L’insertion doit avoir eu lieu au voisinage d’'uréglent B1 pour étre détectée. Il est probable
gue nous n'avons détecté qu’un petit nombre destinas dans le génome, pas forcément les
plus intéressantes du point de vue de la biologieis.

Deuxiémement, méme si l'insertion a lieu dansrégtons non transcrites en ARNm,
on ne peut exclure que celle-ci ait un impact axganii épigénétique. On rappellera ici que
l'analyse de la séquence du LAT intégré révéle rissgnce de sites de fixation pour la
protéine CTCF qui permet le blocage de la diffusitenl’hétérochromatine. Cela pourrait
conduire a une régulation transcriptionnelle desegéau voisinage de linsertion. Un tel
mécanisme serait avantageux pour le virus : un pethbre de LAT intégrés dans le génome
de I'h6te (petit nombre qui limiterait le risquardertion labile pour la cellule) pourrait étre
suffisant pour contréler un grand nombre de genes.

Troisiemement, lors de la phase aigle de l'infegthous avons quand méme détectés
la présence du LAT dans des transcrits associés g&hes cellulaires. Nous n’avons pas pu
mettre en évidence d’insertion dans les génes grrelants (mais nous ne pouvons
formellement exclure que nous n’avons pas été equraale détecter les insertions). Les deux

transcrits identifiés ne sont pas anodins. La piéselu LAT dans le transcrit du gene BCI-X
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pourrait permettre un contrle de l'apoptose. Léaspnce du LAT dans le transcrit de la
dynamine 1 engendrerait une régulation de I'endseyt Dans ce dernier cas, cela pourrait
permettre d’éviter une surinfection délétere paautre virus (.

Enfin, 'ensemble de ce travail a été réalisé dansnodele souris qui n’est pas I'h6te
naturel du virus. Il est évident que les genestdigd modifiés qui sont pertinents quant a la

biologie du virus seront trouvés chez 'lhomme.

Le mécanisme de transposition du LAT exploite probblement des machineries de la
cellule hote.

Une des premiéres questions qui fait suite a cmitraeste celle de comprendre le
mécanisme de transposition du LAT. Nos donnéesnmagitent absolument pas de conclure
sur ce point. Les différentes étapes du processusogduisent a l'intégration du LA, dans
I’ADN restent inconnues. Plusieurs modeles peuégnat proposés selon que la cible primaire
est un ARN ou directement 'ADN.

Dans lepremier modéle le LAT,x, attaque directement ’ADN. Dans ce cas, tous les
ARN modifiés que nous avons détectés seraient delyir de la transcription de genes
modifiés par insertion du LA, Cette hypothése est la plus simple mais, commss no
'avons mentionné a la fin du deuxieme chapitreré@hiltats, un grand nombre de transcrits
modifiés ont été identifiés sans que I'on puissdtiaeen évidence le gene modifié dont ils
pourraient étre le produit.

C’est justement cette observation qui nous a cés@uproposer ldeuxiememodeéle
dans lequel le LAZy, a d’abord pour cible TARN. Le LAZy, serait donc capable de
réintégrer un préARNm par une étape«deverse splicing »Nous sommes conscients que
I'utilisation de ce terme est un peu abusive puesgos données indiquent que la réintégration
du LATxp dans un ARN, si elle a vraiment lieu, n'est quetipke et irréversible (a la
différence du« reverse splicing >ebservéin vitro). Outre le fait que, pour la plupart des
transcrits détectés, nous avons été incapablesetteenen évidence le géne modifié dont ils
pourraient étre le produit, deux arguments vienremitenir ce deuxieme modeéle. Tout
d’abord, toutes les insertions mises en évidenees dies transcrits sont situées dans des
séquences non codantes (généralement des int@agoint est d’autant plus remarquable
gue seuls 5 genes de HSV-1 (sur 84 identifiés) épissés et que les transcrits de 3 d’entre

eux RL2 US12 UL15) sont modifiés (sur 5 genes viraux dont les tratsssont modifiés).
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Le deuxieme argument (trés) fort en faveur dewverse splicing réside dans la nature de la
jonction 5’ entre la dynamine et le LAT : dans es précis, le LAT s’est inséré juste apres le
dernier nucléotide de I'exon 4 du transcrit. Sipgemiére étape est bien dureverse
splicing» alors on peut penser que seuls quelques tresmsondifiés vont par la suite
permettre la réintégration du LAT au sein de I'ADixal ou cellulaire.

Enfin letroisieme modéleserait un hybride des deux précédents : le LATraiLa la
fois attaquer des ARN et de '’ADN.

Si le « reverse splicing est bien réel, il est possible que le Lgpossede toutes les
activités nécessaires a l'intégration d'un ARN. it que, dans ce cas, les séquences des
transcrits modifiés suggerent que cette intégratimande au minimum 4 étapes de
clivage/ligation. D’'une part, cela suppose une égmphie complexe lors de l'intégration et
une structuration particuliere du LA,

Quelque soit le modele retenu, I'événement de prasigon implique plusieurs étapes
successives : a savoir la reconnaissance de I'AbM,da coupure d’'un des deux brins de
I’ADN cible, la transcription inverse du LAT (ou dranscrit modifié), et enfin la ligation au
site d’intégration. Chacune de ses étapes nécgssibmblement I'action d’'un ou plusieurs
partenaires.

Considérons la premiéere étape, c'est-a-dire lanreissance du site d’intégration. Au
cours de ce travail, nous avons montré que le LrAmspose toujours dans les mémes cibles
et cela dans toutes les souris étudiées. De celss pouvons conclure que les cibles de
transpositions ne sont pas la résultante d’'unesp@sition aléatoire. De plus, l'unicité des
jonctions observée au sein des différentes sowig pin gene donné implique que la
transposition du LAT est un phénomeéne hautementléégécessitant la reconnaissance
précise du site d'intégration. Cependant, I'analge 'ensemble des séquences cibles
d’intégration n’a pas permis de mettre en évidancenotif commun qui serait impliqué dans
la reconnaissance du site d’intégration.

Cette absence de séquence spécifigue semble eXalitren d’'une endonucléase qui
cliverait 'ADN. Il est donc probable que cetteigité catalytique soit portée par le LA
libre ou par le LAT intégré dans un transcrit. Gpet d’activité existe chez les introns
autocatalytiques de groupe Il avec qui le A partage la caractéristique d’étre un lariat.

L’étape la plus critique dans le processus de pasison du LATx est la
transcription inverse de celui-ci au site de coapuElle impliqgue la présence d'une

transcriptase inverse qui a ce jour reste a identif’absence de cadre de lecture codant pour
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une telle enzyme dans le génome de HSV-1 laissposep que celle-ci serait d’origine
cellulaire. Dans ce cas, a l'instar des élémentk 4li détournent la transcriptase inverse des
éléments L1, le LAT détournerait la machinerie d@sposition d’autres éléments mobiles.

Il se pose alors un probléme : pour réussir sargmation, le LAT doit impérativement
trouver une transcriptase inverse au moment ourathspose. Le détournement de la
transcriptase inverse d'un autre élément mobileliqup que cet élément mobile soit actif
(i.e. en cours de transposition) au moment de l'infectimale. Pour réussir cette étape il faut
donc qu’il y ait une co-régulation de la transpositdu LAT et de I'élément mobile. Il faut
donc imaginer un mécanisme dans lequel le stredgtipar I'infection du virus HSV-1
entrainerait des événements de transposition.

De nombreux exemples ont démontré la mobilisatiééohents transposables sous
différentes conditions de stress, qu’ils soientifiges ou abiotiques (Wessler, 1996; Capy et
al., 2000; lkeda et al., 2001; Grandbastien e2@D5; Todeschini et al., 2005; Ebina et Levin,
2007). Ainsi, certains stress peuvent directemeabiliser les éléments transposables via
leurs régions régulatrices. Par exemple, d’aprégkial et Martienssen (2007), plusieurs
eléments transposables chez D. melanogaster peniriaieésenter des motifs semblables a
ceux des promoteurs activables par des chocs theesi(promoteurs Heat-Shock) au sein de
leurs régions régulatrices. De méme, chez I'amibetyDstelium discoideum, il a été
démontré que les rétrotransposons DIRS1 présamemtomoteur Heat-Shock actif (Zuker et
al., 1983 ; Chung et al 1983). Chez le tabac, mé&ét Tntl peut étre mobilisé en cas de
blessures ou d’infections par des pathogenes, Icprésente des séquences régulatrices
similaires a celles impliquées dans l'activatiorgdees de défense de la plante (Grandbastien
et al., 1997; Melayah et al., 2001). Dans le casqus intéresse, des éléments mobilisés par
le stress induit par l'infection pourraient fourda transcriptase inverse nécessaire a la
transposition du LAZkp.

Le virus de I'herpes étant capable de faire deatance au sein d’au moins deux
especes différentes (homme et souris), cela impligue la transcriptase inverse est portée par
un élément mobile commun aux deux espéces dogglaation a été conservée au cours de
I'évolution. Dans ce contexte, les éléments molgi@sretiennent particulierement I'attention
sont les éléments de type L1.

L’analyse des promoteurs du LAT et des élémentsévEle la présence de site de
fixation pour une protéine commune le facteur tcapsonnel Yin Yang 1 (YY1) (athanikar

et al 2004). YY1 est un facteur transcriptionnelquiiaire participant a la régulation de
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'expression de nombreux genes et exercant dets afieers sur la transcription. Il peut étre
activateur, répresseur ou participer a I'étapeititition de la transcription. Ces effets variés
s’expliquent par sa capacité a interagir avec delmeuses protéines clés de la transcription :
des facteurs d’initiation comme TBP ou TFIIB, desnplexes histones acétyltransférases
pouvant jouer le rble de coactivateurs transcnipteds, ou des complexes histones
déacétylases pouvant jouer le role de corépresdeamscriptionnels. Enfin, il est trés
impliqué dans la biologie du neurone en agissatiff@rents moments de celle-ci (He et al
2008.) il est donc possible que le couplage dealsstription des LAT et des éléments L1 soit
sous la dépendance d'un méme facteur transcriglote LAT aurait ainsi la capacité de
recruter la transcriptase inverse codée par lesediés L1. Cette hypothése est étayée par des
travaux préliminaires réalisés en fin de thése maésje n’ai pu incorporer dans ce manuscrit.
La derniere étape nécessaire a I'intégration du kkéduiert la réparation du site de
coupure et la ligation de l'insert dans son nouxelmgus. Cette étape reste la moins bien
comprise pour I'ensemble des éléments mobilesidRitsétudes laissent cependant supposer
que celle-ci nécessite I'action de la machinerigéparation de I’ADN cellulaire. En accord
avec cette hypothese, de nombreux travaux ont edatcapacité du virus a mobiliser les
différentes voies de cette machinerie pour effectoertaine étapes clé de son cycle
(Schumacher et al. 2012 ; Balasubramanian et &D 3arisky et al. 1994). Par analogie avec
les éléments L1, il est donc envisageable de pansete LAT détourne I'une de ses voies

pour finaliser son intégration.

La découverte des propriétés du LAk, ouvre de nouveaux champs d’investigation

Le LAT.p est le premier élément mobile découvert chez uwnsveucaryote. Sa
structure de lariat et ses propriétés catalytidggeapprochent des éléments mobiles de classe
Il. Néanmoins, a ce jour, ce type d’éléments néardis en évidence que chez des procaryotes
ou au sein des organelles eucaryotes (mitochone@tieshloroplastes). Le LAJ, est le
premier élément de ce type a étre actif au seimogau de la cellule eucaryote.

La premiere question qu'on peut se poser portel’'syistence d’autres éléments
semblables au sein du monde eucaryote. En d’atgnees, existe-t-il des lariats stables au
sein de la cellule eucaryote qui auraient des p¥tf® identiques a celles du LAF? Peu
d’exemple de lariats stables d’origine eucaryotieédé décrits dans la littérature a I'exception

d'un intron de la région constante du gene codarthiaine du récepteur des cellules T
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(Qian et al 1992). Néanmoins, la possibilité gqeXiste des €léments dotés de propriétés
semblables chez les eucaryotes mérite d’étre eglor

Une autre possibilité est que cet élément soiciBgge aux herpesvirus. Il est
important ici de se rappeler que tous les membeesdatte famille virale ont une origine
commune et appartiennent au méme lignage que rcephiages caudeés. La présence de cet
élément dans le génome de ce lignage viral remaihtdonc a des temps ancestraux. Si tel est
le cas, on devrait retrouver des éléments dotésraleriétés semblables chez de nombreux
herpesvirus trés €loignés dans l'arbre phylogéunétide la famille. Si cette hypothése est
correcte, les propriétés de ces éléments peuventirés diverses. Celles du LAT sont le
résultat de dizaine de millions d’années de coéian entre le virus et son hote.

Dans le cas contrairéd. si un tel élément n’est retrouvé que dans une fsondle de
la famille des herpes), il faudra supposer queAd la été acquis par transfert horizontal et

cela implique que des élements dotés de propisétdblables existent chez les eucaryotes.

Implications en santé publique

Le fait que HSV-1 (et probablement d’autres herjppas, a commencer par HSV-2)
soit capable de manipuler le génome de son héteeoaussi de nouveaux champs
d’investigation en santé publique. En effet, lagdés épidémiologiques montrent que plus de
90% de la population humaine est séropositive pti-1. Le virus est donc latent dans la
grande majorité de cette population. On peut presmnsidérer qu'il existe une symbiose
entre le virus et son hote, issue de millions déaasnde coévolution. Il est probable méme que
l'infection par HSV-1 confére (ou plutdt conféraiih avantage sélectif : on peut imaginer par
exemple qu’elle protége d’infections par d’autress neurotropes autrement plus dangereux.
L'espérance de vie de l'espéce humaine ayant céraitbtment augmenté en quelques
générations, cette symbiose est peut-étre mairttelgséquilibrée. Ainsi, il est possible que
certaines maladies chroniques du systéme nerveutaires pathologies neurodégénératives
soient directement ou indirectement causées gatdace herpétique et la capacité des LAT a
transposer. Il n'est pas non plus impossible qréames tumeurs cérébrales soient causées

par des intégrations inappropriées du LAT dansoetgénes cellulaires.
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ABSTRACT.
Following acute infection, the herpes simplex vityge 1 (HSV1) becomes latent in neuronal tissues

through mechanisms that are not yet completely nstaled. Using the oro-ocular murine model of
herpetic infection with the wild type strain SC16HSV1, we previously showed that both HSV1
Latency-Associated TranscripfisATs) and non-spliced transcripts of the RL2 intiage-early (IE)
gene encoding the ICPO protein accumulate in igertrinal ganglia (TG) during the onset of latent
infection while they decrease in several other olegical tissues. In the present study we show that
1 month post-inoculation (early stage of lateneation), some IE gene transcripts encoding the
ICP4 protein were still present, especially in T, while early and late viral genes transcriptseve
not detected, as expected. ICP4-encoding transcvijgire however in much lower amounts as
compared to acute infection, and were not detesgthore at 3 months post-inoculation (late stage
of latent infection). In contrast, such progresstlie viral gene expression was only partially
observed when inoculation was performed using aeadrscarification model. In particular, the
classical pattern of HSV1 latency, i.e. no exp@sf early and late viral genes, was not fully
obtained, especially with the KOS strain of HSVhe$e results highlight that the behaviour of the
virus in the nervous system depends on the methddsde of inoculation, the type of infected
neurons and the viral strain. All these parameteeslikely to influence the establishment of latent

infection.
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INTRODUCTION
The Herpes Simplex Virus type 1 (HSV1) is a comrhaman pathogen that affects the face

and the upper body with recurrent infections, nyostltissues innervated by sensitive neurons (i.e.
lips and cornea) and more rarely in the brainjtiseor the retina. It is consequently a major eaok
blindness and severe neurological disorders in hufbabetoulle, 2005 #3245} After a primary
infection that is almost always located into thalanucosa{liesegang, 1989 #1649}he virus
moves by axonal transport to neuronal cell bod&sith, 2001 #4722} Within the neuron nuclei,
HSV1 establishes a latent infection. Spontaneomsstimulated by various triggering factors (stress
ultraviolet radiations, immuno-depression), thaugican reactivate and migrate to peripheral tissues
by anterograde axonal transport, leading to clinazasubclinical herpetic recurrenc@Roizman,

2001 #673}{Curanovic, 2009 #5523{Negatsch, 201683}.

During the lytic phase of infection, the synthesisviral proteins progresses in a regulated
cascade, successively immediate-early (IE), e&)yaqd late (L) proteingesulting in the formation
of new infectious particleRoizman, 2001 #673}In contrast, during latency, no viral protein is
produced. Latent viral DNA is circularized, andhtiy associated with histong&nipe, 2008
#5938}Bloom, 2010 #5264 Moreover, latent genomes are not randomly disteitd in the nucleus
of infected neurons, and show a preferential aatoai with promyelocytic leukemia nuclear
domains (PML-NBs) and centromerg€atez, 2012 #5937} Latent HSV1 is essentially
transcriptionnaly repressealith the exception of the repeat domains that flanksuhigue long
region of the HSV1 genome. These domains contailiew@s allowing the synthesis afatency-
Associated transcript§LATS), which classically are considered as thdyonral transcript that
strongly accumulate during HSV1 latenfiyock, 1983 #1751;Stevens, 1987 #2154;Steiner, 1988
#1827;Bloom, 2010 #5264KDeshmane, 1989 #175Wkajor LAT species are 1.5-kilobases (kb)
and 2-kb stable non polyadenylated introns, splicesh a primary 8.3-kb transcrigFarrell, 1991

#2158;Devi-Rao, 1991  #3360KWu, 1996  #2132;Wu, 1998#2133;Ng, 2004
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#3335;Krummenacher, 1997 #5888}The exact biological pathways in which LATs anedlved
are not fully understood. Several experiments ssigtpat they promote the establishment of latent
viral infection and regulate viral reactivati¢teiner, 1989 #1825;Leib, 1989 #4766;Sawtell, 1992
#2167;Perng, 1994 #1799%he repression of viral gene expression in sgngeurons during latent
infection {Garber, 1997 #2207;Mador, 1998 #2094;Giordani, 2@0#5087}{Chen, 1997 #2359}
the protection of infected neurons from death bgpapsis inhibition{Perng, 2000 #2155;Ahmed,
2002 #2515;Branco, 2005 #33264nd the interference with immunigi?eng, 2005 #3329;Branco,
2005 #3326;Verjans, 2007 #5757;Knickelbein, 2008 ¥®;Jiang, 2011 #5596}Some of these
properties seem to involve LATs-encoded miRNAsbach, 2008 #5804;Shen, 2009 #5074;Peng,
2008 #5078Jand/or chromatin remodelinglubat, 2004 #3296;Wang, 2005 #4363;Amelio, 2006
#5699;Bloom, 2010 #5264}

A mouse model of oro-ocular (OO) HSV1 infectiomttimimics the natural history of HSV1
infection in human was previously develogg@betoulle, 2000 #2047} Labetoulle, 2003 #2689}
In this model, mice develop an acute infection e tris and the cornea (6 to 8 days post-
inoculation), following viral inoculation in thedithat spontaneously resolves and which is followed
by a latent infection in the nervous system. Layenas demonstrated by the expression of LATS in
absence of production of infectious particles atd2§s post-inoculation (dpi) in the trigeminal
ganglia (TG), the superior cervical ganglia (SC@)e spinal cord and the hypothalamus
(respectively peripheral sensory or sympatheticd asentral neurons){Labetoulle, 2000
#2047}{Labetoulle, 2003 #2689Using the same OO model, we showed that trartsasiithe ICPO
gene of HSV1, which plays a key role in viral rezation {Cai, 1992 #3290}Everett, 2000
#2315HHalford, 2001 #2350} were also expressed at 28 dpi, with however diffetevels of
expression according to the site of HSV1 latencatti€ularly, the TG was characterized by a
significant accumulation of both LATs and non-sptidCPO transcripts, suggesting that the balance

between LATs and ICPO transcripts may be involvedhe maintenance of HSV1 latency in TG
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neurons. In the same tissues, neither transcigptthymidine kinase (TK, an early gene) nor UL18
transcripts (a late gene, encoding the capsid iprot®23) were detected, supporting that HSV1
productive cycle was blockdMaillet, 2006 #3281}

The presence of both ICPO transcripts had also lobserved at 28 dpi in the corneal
scarification (CS) murine model, which is used lie tvast majority of studies on HSV1 latency
However, in these studies, transcripts encodingdIQE viral protein), TK (E protein) and even
UL15 (L protein) were also evidencé@hen, 2002 #2811KKramer, 1995 #2157} {Thompson,
2006 #4364} which raised the question of the complete extimcbf HSV1 replication cycle in
tested tissues. Besides the differences in the adeth inoculation (corneal scarificatiorersuslip
injection), these experiments also differed byH$/1 strain used (KO8ersusSC16, respectively).

To assess the differences in herpetic pathogemghiised by various conditions of infection,
we compared both routes of inoculation (i.e. thais@oOO and CS models) using the two strains of
HSV1 strains (SC16 and KOS). We observed signifiddferences in the amounts of viral genomes
and the expression of viral genes according twittaé strain, the route of inoculation and the tyge
neurological tissues tested at the late stagesfettion. These results suggest that investigationa
conditions have significant implications for exmeents aiming at studying HSV1 latency and

reactivation.
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MATERIAL AND METHODS

Virus strains,, viral inoculation and euthanasia.Wild-type HSV1 strain SC1Hill, 1975
#54} and KOS{Smith, 1964 #4744\were used. Virus were propagated and titratedesaqusly
describedLabetoulle, 2000 #1297}

Six-week-old female BALB/c mice (Janvier Breeding Genest Saint lle, France) were
used for the experiments. Animals received unmdstli access to food and water. All
experimental procedures involving animals were grared under general anesthesia, conformed
to ethical standards such as Association for Rekeir Vision and Ophthalmology (ARVO)
Statement for the Use of Animals in Research, agek\approved by a local ethical committee.

For the oro-ocular modelull suspension of either SC16 or KOS stramms inoculated into
the left upper lip. For the corneal scarificationdel, the viral suspension was inoculated on the
scarified cornea of the left eye. Mice were obsérdaily for clinical signs of ocular infection
from days O to 100 dpi, as previously descrifedbetoulle, 2000 #2047}Labetoulle, 2003
#2689} Mice that showed clinical signs of ocular diseesthe days following inoculation were
randomly sacrificed at 6 dpi (during the acute phafsthe ocular disease), at 28 dpi (during the
expected latent phase of infection), and at 100(ldpe stages of latent infection). As controls, 5
mock- infected mice in each model were sacrificed, 28 and 100 dpi.

Before tissue dissection, intra cardiac perfusibthe mice was performed with phosphate-
buffered saline (PBS) for RNA or DNA extracti¢Maillet, 2006 #3281}or successively with
PBS, 4% paraformaldehyde in PBS, and 20% saccharosBBS for tissue cryosection
{Labetoulle, 2000 #1297}

Cryostat sections.The spinal cord and the whole head (containingS6& and the TG)
were prepared as previously described, and 10 pntalr cryosections were collected in three
parallel seriegLabetoulle, 2003 #2689}

In situ hybridization (ISH). A digoxigenin-labeled riboprobe was produced afterdlll
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digestion of the pSLAT2 plasmid, provided by S.té&tisiou{Arthur, 1993 #1301} andin vitro
transcription with T7 RNA polymerase, using the RNMg transcription kit (Roche, Meylan,
FRANCE), according to manufacturer’s instructiol®& was performed as previously described
{Labetoulle, 2003 #2689}

Detection of HSV1 antigens.For the study on the propagation of KOS straintha
corneal scarification model, 12 mice were scarif@d2, 4 and 6 dpi. After dissection and
preparation of the tissues, HSV1 positive cellsendgtected as previously descrifedbetoulle,
2000 #1297}

DNA and RNA extraction. For RT-PCR and PCR studies, 39 mice that demdadtra
clinical eye infection were used. For each of theo&binations of viral strain and method of
inoculation, 5 animals were sacrificed at 6 dpgrimals at 28 dpi, and 3 animals at 100 dpi. 15
additional mice were used as control, sacrifice@, &8 and 100 days following mock-inoculation.

Spinal cord, TG, SCG and hypothalamus were quidkbgected, incubated overnight at
4°C in RNA later (QIAGEN, Courtabeuf, France) andred at -80°C. Frozen tissues were
homogenized using the QIAshredder columns (QIAGEMN) 1/5 of each homogenized tissue was
used for DNA extraction by phenol-chloroform pratbavhereas the remaining 4/5 were used for
total RNA extraction using the Rneasy Mini extrantikit (Qiagen) as previously described
{Maillet, 2006 #3281}

Production of DNA and RNA standards for quantificaion. The gG gene of HSV1 and
the cellular GADPH (Glyceraldehyde 3-phosphate detyyenase) gene were amplified by PCR,
and the 2kb LATs, ICP4, TK, UL18 and GADPH trangtsi were amplified by RT-PCR.
Products of amplification were then cloned into pEROPO vector (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). The RNA standards were produced followdigestion of the vector with EcoRV
(Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) andvitro transcription using SP6 polymerase

(Roche). The amounts of DNA and RNA standards weetuated by optical density at 260 nm.
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Quantitative PCR and RT-PCR. Quantification of DNA copies and transcripts was
performed using a Light Cycler 2.0 machine (Roakigh Tagman technology, with the exception
of GADPH gene and GADPH transcripts that were gtiadtusing SYBR Green technology, as
previously describefMaillet, 2006 #3281} Respective primers are given in Table 1.

For 2-kb LATSs, 2.5l of extracted RNA were amplified with the Quantit®robe RT-PCR
kit (Qiagen), using @M of each primers andM of the LAT probe. Reverse transcription was
performed at 60°C for 20 min. After denaturatio®°@®, 15 min), amplification was performed
using 45 cycles of PCR (20 s at 95°C, 1 min at §0°C

For GADPH gene and transcriptsullof extracted DNA or RNA was amplified with the
Light Cycler DNA Master SYBR Green | kit or withah.ight Cycler RNA Master SYBR Green |
kit (Roche) at an annealing temperature of 50°@\guéuM of primers.

For gG gene, 2ul of extracted DNA were amplifiedhwthe Quantitect Probe PCR kit (Qiagen)
using 10uM of primers and 4uM of gG probe. Aftenakiration (95°C,15 min), amplification
was performed using 40 cycles of PCR (20s at 9%%@Gin at 60°C).

For quantification of ICP4, TK and UL18 transcriptge performed quantitative nested
RT-gPCR. One ul of RNA was reverse transcribedbaC4or 45 min and subsequently amplified
using 10uM of the external pair of primers using #hccessQuick RT-PCR system (Promega,
Paris, France) and the following conditions: deratan (95°C, 2 min), 20 cycles of PCR (45s at
95°C, 1 min at 55°C, 1 min at 72°C) before finatezsion (5 min at 72°C). Finally, 1pl of the
RT-PCR was further amplified using Quantitect Préd@R kit (Qiagen) using 10uM of the
internal pair of primers and 4pl of probe. Aftemdeuration (95°C, 15 min) amplification was
performed using 40 cycles of PCR (20s at 95°C,1.ahi60°C).

Flow cytometry analysis (FACS).After the sacrifice and exsanguination of aninvailh
intracardiac perfusion of PBfVaillet, 2006 #3281} TGs from mice at 28 dpi were rapidly

dissected and incubated in PBS containing 40 wumlitggapain (Worthington Biochemical
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Corporation), 4 mg/ml collagenase type Il (CLS2)ofiiington Biochemical Corporation) and
4,6 mg/ml dispase type Il (MB, cat.no. 16589), @@ for 20 min with agitation every 5 min.
Dissociated cells were pelleted (400 x G for 4 mwashed twice in PBS, resuspended in 500ul
of ice-cold PBS and fixed in 4% PFA. Three aliquofs2.5 x 10 cells were incubated with
antibodies specific for either HSV1 antigens (plyal rabbit Anti-HSV1, Dako®, Trappes,
France), macrophages (mouse anti CD11b, eBiosceraris, France) or lymphocytes (mouse
anti-CD8a, eBioscience), diluted at 1/250 in FAGQS8fdr (PBS 1x, bovine serum albumin 1%).
After three washes in PBS, cells were incubatedlfdrour with an anti-rat IgG, texas red-
conjugated antibody (Santa Cruz Biotechnology IHeidelberg, Germany) for anti-lymphocytes
and anti-macrophages antibodies, or anti-rabbit Fjf&rescein conjugated (Dako®). Cells were
analyzed by flow cytometry (Cytometer ELITE ESP, cBman-Coulter, Paris, France).
Thresholds were set-up to include viable cells paky assessed by forward scatter data, and to

include a range of fluorescence representing less 1% of the fluorescence of control cells.
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RESULTS

Morbidity and mortality induced by SC16 and KOS strains according to the inoculation
site. In the oro ocular (OO) model, the injection of° TFU of SC16 strain of HSV1 into the lip
resulted in a 60% rate of morbidity and a 45% ofrtalidy within the first 15 dpi, similarly to
previously published results with the same animadieh{Labetoulle, 2000 #2047}Labetoulle, 2003
#2689} (Figure 1C, 2C) In contrast, even when using the maximum loaohfgfctious particles (i.e.
10° PFU in 1 pl), no death or clinical signs of infeatwere observed with the KOS strgfigure
1D, 2D).

In the corneal scarification (CS) model, inocultiigher or equal to TOPFU of the SC16
strain of HSV1 resulted in a 100% rate of mortalityl0 dpi, whileinoculum of 10 and FOPFU
provided survival rates of 80% and 40%, respedtiyeigure 1A). To allow a survival rate that was
compatible with longer follow-up studies (i.e. 28 tb compare with the OO model), we estimated 70
PFU as the optimal SC16 inoculum. To validate idgulum, 30 mice were inoculated in the cornea
with 70 PFU of SC16 strain, which resulted in 60#¢amwrbidity and 45% of mortality (i.e. similar
rates to those observed with the inoculation of RBU into the OO model, data not shown). In
contrast, with the KOS strain of HSV1, no mortaktsas observed whatever the size of inoculum
(Figure 1B), and 16 PFU were required to induce ocular morbidity simio that observed with 70
PFU of the SC16 straiffrigure 2B).

In addition to the differences in the size of inlen required to induce a similar rate of ocular
disease, clinical differences in affected eyes wals observed. Persistent inflammation and
numerous neo-vessels in the cornea were still vbdeat 28 dpi in the CS model, especially with the
KOS strain. In contrary, in the OO model, dilatioh vessels and corneal clouding dramatically
reduced from 14 dpi, leading to almost normal carae28 dp{Figure 3).

In order to compare viral strains and routes otutation with similar rates of morbidity and

mortality, the following inoculums were chosen ftite molecular analysis of the viral gene
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expression: 10PFU of KOS or 70 PFU of SC16 in the CS model, 26fiPFU of SC16 in the OO
model. Since no comparison was possible usifgPF of KOS strain in the OO model (no clinical
signs of ocular infection), this combination was fusther analysed.

Viral propagation pathways in the oro-ocular (OO) nodel and the corneal scarification
(CS) models.The propagation pathways of the SC16 strain of H8Vihe OO model have been
previously describeflLabetoulle, 2000 #2047} Briefly, from the left upper lip, the virus progated
simultaneously via the sympathetic neurons to #ie $CG (immunostained at 2 dpi) and via the
sensitive neurons to the left TG (immunostained dpi). From these first order neuronal connections
the virus propagated to the brainstem and the ki@, and finally to the right SCG and TG
(immunostained at 6 dpi, but to a much fewer ext@ngure 4A).

Similarly, we traced the propagation of the KORist after corneal scarification (CS) using
immunochemical staining on tissues of mice ino@ddbr 2, 4 and 6 ddlLabetoulle, 2000 #2047}
Corneal and iris infection were detected at 2 amhys, respectively (data not shown). The infection
of the iris was probably the consequence of locahdfer of virus into the ciliary ganglion, from
sensitive fibers connected to the cornea to autamébers connected to the iris, both of them being
present within this ganglion. A few infected newsamere observed in the left TG at 2 dpi, with an
increasing number at 4 dpi and then a decreaselpit & the SCG and spinal cord, only rare infdcte
cells were detected at 6 dpi, while no immunochainistaining was observed in the brain
(schematically representedkigure 4B).

Detection of LATs on histological sections using isitu hybridization (ISH) at 28 dpi. 17
mice that had survived inoculation into the lip{BIFU of SC16 strain) or into the corneaP&FU of
KOS strain or 70 PFU of SC16 strain) were sactrifiaé 28 dpi to detect LAT-positive TG neurons
using ISH assay$lLabetoulle, 2003 #2689} As a consequence of the side of inoculation, LAT-
positive neurons were more frequent in the left thi@n in the right on€Table 2). They were also

more abundant in the OO model (SC16 strain) thahenCS model with the KOS strain (38.8 versus
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9.2 in the left TG respectively), despite a simiize of inoculum (1DPFU) (Table 2). Using the
same ISH method, no LAT-positive neuron was detkictd Gs following SC16 inoculation in the CS
model (Figure 1), but few positive neurons were detected using SH ith tyramide-biotin
amplification system (method described{Maillet, 2006 #3281). This suggested that, at the single
neuron level, the expression of LATs may differ@ding to the animal model and the viral strain.
This also could be the consequence of the veryifmgulum (70 PFU) used for SC16 in the OO
model.

As controls, no positive hybridization signal walsserved on sections from mock-infected
mice, and ISH signal persisted on sections of teft@animals after DNAse treatment. In addition, no
antigen-positive neurons, as assessed by immunoassey polyclonal anti-HSV1 antibodies (mainly
anti-glycoproteins), was observed in histologicatteons adjacent to those positive for LATs at 28
dpi, suggesting that HSV1 did not reactivate inltid-positive tissues.

Quantification of viral transcripts and genomes at6, 28 and 100 dpi.All results of
guantitative PCR (or RT-PCR) were normalized witle tamounts of GADPH gene copies (or
transcripts) in the corresponding tissue extra€ts.reduce the intra-experimental variability, all
samples have been tested twice. A variability betwsnice was however observed, inherent to the
experimental nature of the work. The average nurabgenome or transcripts copies, and the rate of
positive structures, are represented in figures%dnd raw data as supplemental tables A1-A5.

Viral transcripts and genomes in the oro-oculadd]®@odel with SC16 strairfhe amounts of

viral products diverged markedly between neurolalg&tructures at 6 dgiTables Al to A5) For
example, viral genome varied from 1@SCGs and spinal cord) to 1@opies (left TG and
hypothalamus), and 2-kb LATs varied from®{&ft SCG and spinal cord) to 16opies (right SCG).
A similar order of magnitude was also found for CHK and UL18 transcripts, with generally the

highest number of copies in the spinal cord anddivest in the TG¢Figure 5A to 9A).
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From 6 to 28 dpi, the 2kb LATs amount diminishadailarge proportion in all tissues (10 to
1000-fold reduction), with the exception of the T@kere they were stable (left TG) or slightly
increased (right TG). In comparison, reduction aklvgenome copies and ICP4 transcripts was
globally more important (fto 10-fold), with TGs being the sites of minimal redectiand SCGs the
site of maximal reduction. Indeed, only one fifthQCGs was finally positive at 28 dpi for ICP4
transcriptg Figures 5A and 7A) At this time of infection, TK and UL18 transcrgpivere not detected
in all tissues, suggesting a complete extinctionthef transcription of these early and late genes of
HSV1 (Figure 8A and 9A).

From 28 to 100 dpi, the amounts of 2kb LATs wdneast stable in all structures (less than 10-
fold variation), whereas a reduction was clearlgalbied for genome copies, especially in the TGs
(10%to 1C*-fold reduction). Interestingly, no ICP4 transcsiptere detected in all tested tissues at 100
dpi, neither were TK and UL18 transcrigEsgures 5A to 9A)

Viral transcripts and genomes at 6, 28 and 100rdihie corneal scarification (CS) model with

the SC16 strairFor viral transcripts and genome copies, a sigikifiference between tissues was also

found at the three periods of examinat(@mgures 5B to 9B, Tables Al to A5)Whereas only 70
PFU were inoculated in the cornea, the amountsraf BNA and transcripts in the TG at 6 dpi were
similar to those observed with the OO model (usifyPFU of SC16 strain), while SCG (especially
right side), hypothalamus and spinal cord were ie$scted. This could reflect a very effective
infection of primary neurons in the CS model, doghte very high number of nerve endings into the
cornea and/or a more efficient replication of tivew at the inoculation site in the cornea as caegba
to the lip. In contrast, the later infection of tBEG in this model probably leads to a delay in the
infection of second and third order neurons, lagatethe spinal cord, hypothalamus and right SCG
(Figure 5B to 9B, Tables Al to AS)

The difference between the OO and CS model (bsthguthe SC16 strain of HSV1) was

however more important concerning the evolutiorviohl products from 6 to 28 dpi. In the SCG,
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hypothalamus and spinal cord, the decrease inuh®ar of viral genome copies and 2-kb LATs was
much less important in the CS model, with the ekoapof the TGs (ho dramatic reduction, as in the
OO model). In 3 out of 6 tissue types, the averagmber of ICP4 transcripts was only slightly
reduced and about one half of tissue samples w#rgasitive for TK transcripts, leading to an
average number of $@o 1¢ copies per structure. However, UL18 was no moteaied at 28 dpi
(Figures 5D to 9D)

From 28 to 100 dpi, the average number of 2-kb §Acreased in the TGs @fbld), and the
number of viral genome copies decreased, leadirgyfioal viral load less important than in the OO
model. This type of evolution was thus quite similathe one observed between 6 and 28 dpi in the
OO model. However, 3 out of 6 TGs and 2 out of 6GSGvere still positive for TK and ICP4
transcripts at 100 dpi, respectively, but thesal\transcripts were not found in the other tissaes]
UL18 was not detectedFigure 5 to 9, Tables Al to A5)

Quantification of viral products at 6, 28 and 1Q8] oh the corneal scarification model (CS)

with the KOS strainAs with the two previous combinations of viral gtrand route of inoculation, a

difference of 2 to 3 orders of magnitude in the ants of viral transcripts and genome copies (after
standardization with GADPH copies) was found in ¥heous neurological tissues tested at the three
times of infectionFigure 5C to 9C, Tables Al to A5)

However, the inoculation of the KOS strain follogicorneal scarification revealed important
singularities. We first observed that the levelggehome copies, and ICP4, TK or UL18 transcripts
were globally less important (about?4@ld) at 6 dpi than with the OO model with SC16ast,
despite a similar size of inoculums §1BFU). This also was the case when comparing vhiéh t
inoculation of only 70 PFU of the SC16 strain ie 8S model. Concerning the 2-kb LATSs, the more
important finding was their increase in all struetifrom 6 to 28 dpi and 100 dpi, whereas a deereas
was observed in the other models (with the excapbibthe TGs where they were stable). Finally,

corneal scarification with KOS strain was charadzest by a delay in the extinction of productive
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infection (and/or the onset of latent infectiorg,@oved by the presence of UL18 transcripts iut3 o
of 30 tissue samples at 28 dpi, and the preseng& afanscripts in 6 out of 18 tissue samples & 10
dpi (Figure 5t0 9, Tables Al to AS)

Flow cytometry analysis of TG dissociated cellsThe observation of clinical differences
between animal models (i.e. a prolonged inflamnmatibthe corneas in the CS model, especially with
the KOS strain), led us to estimate the level 8ammatory response at a time that was supposed to
correspond to the latent phase of HSV1 infectidhdays), using FACS analysis on dissociated cells
from TGs at 28 dpi. We observed less positive clils HSV1-infection (polyclonal anti-HSV1
antibodies) in the OO model than with both of CSdels (with either KOS or SC16 strain, p=0.006
and 0.002, respectively), confirming that the estion of viral productive infection was much more
efficient in the OO model. We also observed thatKIOS strain induced more lymphocytes and less
macrophages in TGs at 28 dpi than the SC16 strameither the CS or the OO model (p= 0.04 and

0.004, respectivelyFigure 10).

DISCUSSION

The expression of HSV1 genes during the latentgbésnfection has been studied for years,
but several questions remain unanswered, incluthiegeal state of gene expression. Early works
showed that LATs were the only viral product aburidaexpressed during HSV1 laten@Rock,
1983 #1751;Stevens, 1987 #2154;Steiner, 1988 #1g2Eston, 2000 #2186}{Roizman, 2001
#673H{Kent, 2003 #3101jvhich correlates with the fact that the LAT regia@re globally enriched
in histone modification marks of open, transcriptitty active chromatin during latency unlike the
rest of the viral genomé¢Bloom, 2010 #5264KDeshmane, 1989 #1757} Catez,120#5937}
Interestingly, genes encoding lytic infection-asatedd ICPO and ICP4 proteins (RL2 and RS1,
respectively) are also localized in the LAT locusiet could explain some basal level of

transcription during the latent stage of infectitmdeed, a weak expression of transcripts encoding
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ICPO and ICP4 was reported in the TG at 28 days #fe inoculation of the KOS or the 17+ strains
of HSV1 by the corneal scarification method {Chen, 2002 #2811HKramer, 1995
#2157H{Thompson, 2006 #4364}n these studies, TK transcripts were also fowtdch was rather
unexpected since the corresponding gene is loagatedtheoretically highly repressed part of the
HSV1 genome during latencfMcGeoch, 1998 #4839}Deshmane, 1989 #1757}Bloo20)10
#5264} It is not clear whether expression of these taptss was due to an occasional neuron that
had recently reactivated from latency (spontanemagtivation), to basal level of transcription
leaking from the latent genome, or to continuows lievel of HSV1 genome transcription.

In previous experiments based on the inoculationhef HSV1 SC16 strain in the lip, we
observed the presence of ICP0O-encoding transanptse TGs at 28 dpi, which was consistent with
the results described above. However, in the satperinents, we did not detected TK or UL18
transcripts (respectively early and late transsript HSV1) {Maillet, 2006 #3281} which was
suggestive of a strong repression of the replinagwocess in the tested tissues. To further
understand these differences concerning the expres$ the HSV1 lytic genes at times that were
expected to be relevant for studying HSV1 latenay analyzed the contribution of both, the route of
viral inoculation (i.e. lip or cornea), and thealirstrain for the discrepancies of gene expression
during latency in different types of neurologiaakties.

The expression of viral transcripts at 6 dpi varieswith the viral strain and the route of
inoculation. A striking difference in susceptibility to virahfiection was observed when comparing
the CS and the OO model. To induce similar ratescafar morbidity and mortality, £0PFU of the
HSV1 SC16 strain were required in the OO modelueily 70 PFU in the CS modg@ligure 1
and 2). Similarly, 1§ PFU of the KOS strain induced an ocular diseageeénCS model but not in
the OO model. This is likely related to the vergthinumbers of nerve endings into the cornea, a
tissue that is known in human as one of the maserirated of the whole bodiMuller, 2003

#5425}
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As a consequence, the low virulence of the KOSrstambined with the reduced accessibility
to nerve endings following inoculation into the ligely explains the lack of morbidity of this vira
strain in the OO model.

The low virulence of the KOS strain was also highted when comparing the amounts of viral
transcripts and viral genome copies in the neurckbgtissues at 6 dpi following a corneal
inoculation of 16 PFU (Figure 5 to 9, Tables Al to A5) or theimmunochemical staining of
infected cells. Only few neurons were infected e {TG from 2 to 6 dpi following corneal
scarification with the KOS strain, and other stawes (SCG, hypothalamus and spinal cord) were
very weakly infected, compared to the strong immstaoning of infected cells already reported in
these tissues at 6 dpi with the SC16 strain irct®@emodeklLabetoulle, 2000 #2047}

The lower virulence of the KOS, compared to the &6ttain, had already been shown in other
experiments, such as in the rabbit ocular infectmadel{Hill, 1987 #4813}or in the mouse after an
inoculation into the vitreous body. In the latte@here only 90 PFU of SC16 strain were sufficient to
induce a bilateral retinitis in 100% of animals6atipi after unilateral injectiofLabetoulle, 2000
#1297} whereas 1,5xT0to 2x1G PFU of the KOS strain induced bilateral retinitisonly 19% to
57% of mice{Atherton, 1987 #20}{Pepose, 1987 #21}{Metzger, 1B&22} The mutation within
the glycoprotein B (gB) that is present in the K&®&in{Yuhasz, 1993 #4814}{Mitchell, 1996
#2183}, could explain the reduced virulence since gB w®ived in viral adsorption and penetration,
and in the cell-to-cell viral spreadif{@ai, 1988 #4815} The KOS strain is also characterized by
two mutations in the ICP34.5 gene, which is knownhtive a major impact on neurovirulence
{Perng, 2002 #3082}{Mao, 2003 #481,1and also mutations in US9 gene, also involvedansport
in neurons{Negatsch, 2011 #5934}in contrast, the SC16 strain is considered asld type and
neurovirulent strairShimeld, 1985 #16}{Ugolini, 1987 #59KUgolini, 12949}, isolated in 1976

from a patient with labial herpgBlill, 1975 #54}.
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ICP4 transcripts are expressed during the early siges of HSV1 latency in the oro-ocular
(O0) model.We found ICP4-encoding transcripts in the OO mediéi SC16 strain at 28 dpi in all
the tested neurological tissues, however in smalfeounts than at 6 dpi (1@ 1(-fold lesser,
depending on the type of tissues). The number B#I@anscripts copies was not directly related to
the amounts of the viral genomic matrix, as probgdthe decrease in the ratio between ICP4
transcripts and viral genome copies (from 5xb03x1G at 6 dpi to 2x18 to 8x10* at 28 dpi). Since
the half-life of IE transcripts of HSV1 has beepaogded to be 5 to 7 houfsienley, 1991 #5426}
the presence of ICP4 transcripts at 28 dpi likeRects some low level persisting transcriptionf
genes, rather than remnants from the first dayisfettion. Interestingly, UL18 and TK transcripts
(respectively encoding L and E viral proteins) wereduced in at least similar amounts than ICP4 at
6 dpi but were not detectable anymore at 28 dpil@@ dpi, none of the ICP4, TK and UL18
transcripts were found in any of the tested tisslibe decrease in the expression of late and early
genes of HSV1 (namely UL18 and TK), observed betwtbe &' and the 28 dpi, seems thus to
precede the silencing of the ICP4 gene during tiseof HSV1 latency.

In the CS model, ICP4-encoding transcripts were détectable at 28 dpi when using the KOS
strain, in accordance with previous studi€sen, 2002 #2811}Kramer, 1995 #2157pr the SC16
strain. In both cases, however, TK and UL18 trapscmwere also found, raising the question of the
efficacy of the latency establishment in this model

Expression of viral transcripts at late stages ofnifection: is viral latency achieved?WVhile
no TK or UL18 transcript were detected in the OOdeiacat 28 dpi (even with using nested-PCR
amplification method), TK transcripts were foundairsignificant proportion in tissue extracts at 28
dpi in the CS model with both viral strains, ane®at 100 dpi with the KOS strain (1/6 of samples).
Similarly, 10% of the tissue extracts at 28 dpi evexlso positive for UL18 transcripts. Flow
cytometry showed a higher proportion of HSV1 antigesitive cells from dissociated TGs at 28 dpi

with the CS model than with the OO modEigure 10). Furthermorejn situ hybridization (ISH)
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(Table2) and quantitative RT-PCRFigure 6) also found more LAT-expressing neurons in the TG
and more amounts of LATs on whole tissue extratthe OO model with the SC16 strain than in
the CS model (with KOS or SC16 strain), suggesdtiag the accumulation LATs in the TG neurons
at 28 dpi, described as a marker of the balanam fsooductive latent HSV1 infectiofPreston,
2000 #2186}Maillet, 2006 #3281¢8loes not occur as efficiently in the CS model tivathe OO
model with the SC16 strain.

Taken together, these results suggest that theletargxtinction of HSV1 replication cycle (as
proven by the lack of TK and UL18 transcripts) @ fully obtained in the CS model, especially
with the KOS strain. Noteworthy, the two importamarkers of the onset of HSV1 latency observed
in the OO model from 6 to 28 dpi (i.e. the accurtiataof LATs in the TGs and the low reduction of
viral genome copies) were less obvious in the C8ahwith SC16 strain, and not observed with the
KOS strain. These markers however were achieveddaet 28 and 100 dpi with the SC16 strain in
the CS model, together with an almost disappearahd& and UL18 transcripts, suggesting that
extinction of HSV1 replication takes place latethe CS model, as compared to the OO model.

Role of inflammation induced by corneal scarificaton. The lack in the reduction of viral
genome copies and the presence of TK or UL18 trgotscin the CS model at 28 and 100 dpi
suggest that the inoculation by corneal scarificatnay induce events that lead to the persistehce o
some viral replication several weeks after the utatton. Indeed, corneal scarification is a major
trauma that induces a persistent inflammatory nespan the T@Shimeld, 1997 #1217hnd an up-
regulation of transcriptional factors suobt-1, c-jun andc-fos{Valyi-Nagy, 1991 #1308} which
have binding sites in the promoter regions of savé and E genes of HSV{Jones, 1985
#5265}{Stern, 1989 #3301} Zabierowski, 2008 #4781h the CS model, all animals still exhibited
ocular inflammation at 28 dpi (which persisted otreee months), with active corneal neo vessels
and clouding of the cornea, whereas eyes werelinatatly inflamed in the OO model at 28 dpi and

later (figure 3). Flow cytometry on dissociated TG cells at 28 sfppwed more lymphocytes the CS
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model, especially with the KOS strain, than in ©® model. Indeed, unrelenting infiltration of
inflammatory cells has been previously describedthe TG following corneal scarification
{Shimeld, 1995 #1223}{Liu, 1996 #5266hnd the modifications of gB in the KOS str@fuhasz,
1993 #4814} {Mitchell, 1996 #2183Wwhich is one of the targets of both protectivéladies and
cytotoxic T cells{Mester, 1990 #4816may enhance this phenomenon. Since corneal ngwg is

a well-known triggering factor for HSV1 reactivatidLiesegang, 2001 #2726{Shimeld, 1989
#1237} the up-regulation of the viral gene expressiothim CS model could be due to injury-like
stimulation of the nerve ending by the persistmitammation in the cornea.

HSV1 behavior and type of neuronsThe OO model clearly showed a distinct evolution of
HSV1 infection according to the type of neurologiseuctures. From 6 to 28 dpi, there was a less
important decrease of ICP4 transcripts and virabgee copies in the TG neurons than in the SCG,
the hypothalamus or the spinal cord, and LATs acdated instead of decreasing. While the
differences were not in the same order of magnitndthe CS model (especially with the KOS
strain), the TGs also exhibited a peculiar patterthe evolution of viral infection from the acute
the latent phase of infection. Together with owvpsus results showing an accumulation of non-
spliced ICPO transcripts in the TG neurons diaillet, 2006 #3281} these results strengthen the
observation that HSV1 exhibits a special behaumothe TG during the onset of latent infection,
which could be defined as follows: few reductiof(fo 17) of both viral genome copies and ICP4
transcripts, and accumulation of LATs and of nohespl ICPO transcripts.

The typical pattern of HSV1 latency observed in @@ model was less clearly observed in
the CS model, suggesting that viral replication waiscompletely repressed at 28 dpi nor at 100 dpi,
especially with the KOS strain. These findings fgjdhat the OO model using SC16 strain may be
particularly relevant for studying both the celluéad viral events that occur during the latengsta
of infection. It also appears as an excellent bagatem for studying HSV1 reactivation. Since the

latent state of infection is characterized by amast complete extinction of the viral gene
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expression, with the exception of genes locatethenLAT region, any modification induced by a
reactivation triggering factor should be more egasiétected than in an animal model where the
expression of some lytic viral genes is not conghletepressed. Consequently, this animal model
may also qualifies as a well-adapted system foesaésg emerging preventive antiviral strategies in
the future, as the basal level of viral gene exgpoesduring latent infection is clearly defined.

Finally, our results show how the viral gene exgpi@s pattern may also differs upon the type
of neurons, especially during the establishmentH&V1 latency. Other studies had already
suggested that viral behavior may vary betweenaretypes, as for example the speed of viral
propagation during neuro-invasi@dgolini, 1992 #9}{Labetoulle, 2000 #2047Henceforth, HSV1
expression should thus be analyzed in the lighth®ieurons used for the study. Trigeminal neurons
are more susceptible than other neurons to expetaheriral reactivation{Shimeld, 1990
#1235}Bertke, 2011 #5941} This is also supported by the clinical observattbat the most
frequent sites of HSV1 recurrence in human arei@ssnnervated by TG neurons (lips and cornea)
whereas upper body tissues that are not directipected to the TG (e.g. the iris, the retina or the
brain) are rarely injuredLiesegang, 2001 #2726}The unique pattern of HSV1 gene expression
observed in the TG neurons suggests that someasgeents occur in these cells, but the question

on whether these peculiar features are the consegque the source remains to be addressed.
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TABLES

Table 1: Primers and probes

Target glr?r;]n:r:; Sequence of primers
LAT For 5 CCCACG TACTCC AAG AAGGC T
Viral LAT Rev 5'AGA CCC AAG CAT AGAGAGCCAGZ
LATs LAT Taqg 5FAM CCCACCCCGCCTGTGTTITTTG TG Tamra3
ICP4 Nfor 5TTTTCC CACCCAAGCATCG3Z
. ICP4 Nrev 5 TCGTCG TCG GCT CGA AAG 3
?ggzll ICP4 For 5 AGGTGACCTACCGTGCTACYZ
transcripts ICP4 Rev 5 CTTGTITCTCCGACGCCATC?Z3
5'FAM TCC GCC GTC GCA GCC GTATCC Tamra 3'
ICP4 Taq
TK Nfor 5 TGAAACTCCCGCACCTCTTCG 3
. TK Nrev 5ACA CCC GCCAGT AAGTCATCG Z
VT"}?' TK For 5 TTC TCG CGG CCA TAA CAAC 3
transcripts TK Rev 5' ACC GTC TAT ATA AAC CCG CAG 3’
TK Taq 5FAM AGC AAG AAG CCA CGG AAG TCC GCC CG Tam3’
Cellular GADPH For 5 CAAGGT CAT CCATGACAACTTTG 3
GADPH GADPH Rev 5" GGC CAT CCACAGTCT TCT GG 3
gG For 5 CTGTICTCGTTCCTCACTGCCT &
Viral DNA gG Rev 5" CAA AAA CGA TAA GGT GTG GAT GAC 3’
(9G gene) 9G Taq 5FAM CCC TGG ACA CCC TCT TCG TCG TCA G Taast
UL18 Nfor 5 TGGATTCGCTGGACCTCACG 3’
. UL18 Nrev 5 ATTTAGGTATGCTGGGGTTTCTCC 3’
l\J/:_ril8 UL18 For 5" AGACCTCAACGTGCTGTACTAC 3
transeripts | UL18 Rev 5 CGAGTAAACCATGTTAAGGACCAG 3
UL18 Taq 5FAM CGGGAGTCGCCTCTCGCTGCT Tamra 3’

& Primer names containing a capital N, corresportegrimers used in the nested PCR

Table 2: Numbers of cells positive for LAT detected by ISHn trigeminal ganglion depending
on viral strain and inoculation site
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Number of positive neurons Number of positive neurons

Strain, viral dose, inoculation site (Mouse) Rigia Left TG Right TG Left TG

(125) 24 44 1.26 2.32

(126) 42 43 2.62 2.69

SC16 (127) 10 25 0.62 1.56

10° PFU (128) 6 15 0.27 0.68

Oro-ocular (129) 29 68 1.53 3.58

(130) 20 38 1.05 2.00

Average 21.8 38.8 1.47 2.57
(150) uUTT utT UTT utT
(151) utT utT UTT uUtT
SC16 (152) uTT uTT uTT utT
70PFU (153) uTT uTT UTT UTT
Corneal scarification (154) UTT UTT UTT UTT
Average utT utT UTT utT

(162) 7 17 0,64 1.54

(163) 15 21 1,67 2.33

KOS (180) 2 5 0,14 0.36

10° PFU (181) 0 6 0,00 0.43

Corneal scarification (182) 2 1 0,14 0.07

(183) 0 5 0,00 0.36

Average 4.3 9.2 0.52 1.0

(@) UTT : under the threshold with the usual ISHhod (but some positive neurons when the signal
was amplified using the tyramide-biotin system)

255



Figure 1 Rates of survival of mice inoculated with either tle SC16 or the KOS strains of HSV1,
with respect to the route of inoculation

A and B: Survival rates of mice infected via codr&zrification with different sizes of inoculumsé o
the SC16 strain (A) or the KOS strain (B) of HSV1.

C and D: Survival rates of mice infected via lipaalation of different sizes of inoculums of the

SC16 strain (C) or the KOS strain (D) of HSV1
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Figure 2 Rates of ocular disease in mice inoculated with &ir the SC16 or the KOS strains of
HSV1, with respect to the route of inoculation

A and B: Rates of ocular disease in mice infectedcorneal scarification with different sizes of
inoculums of the SC16 strain (A) or the KOS str@ipof HSV1.

C and D: Survival rates of mice infected via lipaalation of different sizes of inoculums of the
SC16 strain (C) or the KOS strain (D) of HSV1
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Figure 3 Clinical patterns of the ocular disease

Photographs of eyes of mice inoculated with the &6ttain of HSV1 into the lip: the corneal
inflammation had vanished at 28 days post-inocuta(A), whereas persistent corneal inflammation
was found following inoculation with the KOS straahHSV1 using corneal scarification (B and C).

258



Figure 4 Pathways of viral propagation regardless inoculatin site

(A) Spread of viral strain SC16 in oro-ocular mo(&) Spread of viral strain in corneal scarificatio
model. The day of infection of each tissue is ddteparentheses.TG, trigeminal ganglion; SCG,
cervical superior ganglion; ciliary ganglion.
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Figure 5 Bar graphs representing mean HSV1 DNA copies at &8 and 100 days post-
inoculation, depending on the viral strain and theoute of inoculation
Amounts of HSV1 DNA copies were standardized wite humber of GADPH DNA copies in the

same tissue extracts. Bars represent the averagengsnat respectively 6, 28 and 100 days post-
inoculation, in either the oro-ocular model withet®C16 strain (A), or the corneal scarification

model with the SC16 strain (B) or the KOS straii). (C
The evolution of the amounts of HSV1 DNA copiesdattandardization) is represented as the ratio
between the mean rates observed at 6 and 28 dalmpoulation (D) and between 28 and 100 days

post-inoculation (E).
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Figure 6 Bar graphs representing mean amounts of LAT copieat 6, 28 and 100 days post-
inoculation, depending on the viral strain and theoute of inoculation
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Amounts of LAT copies were standardized with thenber of GADPH transcripts in the same tissue
extracts. Bars represent the average amountsatesely 6, 28 and 100 days post-inoculation, in
either the oro-ocular model with the SC16 strair), (@ the corneal scarification model with the
SC16 strain (B) or the KOS strain (C).

The evolution of the amounts of LATs (after stawlization) is represented as the ratio between the
mean rates observed at 6 and 28 days post-incoulé)) and between 28 and 100 days post-
inoculation (E).
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Figure 7 Bar graphs representing mean amounts of ICP4 transipts at 6, 28 and 100 days
post-inoculation, depending on the viral strain andhe route of inoculation
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Amounts of ICP4 transcripts were standardized withnumber of GADPH transcripts in the same

tissue extracts. Bars represent the average amaintsspectively 6, 28 and 100 days post-
inoculation, in either the oro-ocular model withet®&C16 strain (A), or the corneal scarification

model with the SC16 strain (B) or the KOS straii). (C

The evolution of the amounts of ICP4 transcripfée(astandardization) is represented as the ratio
between the mean rates observed at 6 and 28 daimpoulation (D) and between 28 and 100 days
post-inoculation (E).
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Figure 8 Bar graphs representing mean amounts of TK transcpts at 6, 28 and 100 days post-
inoculation, depending on the viral strain and theoute of inoculation
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Amounts of TK transcripts were standardized witd ttumber of GADPH transcripts in the same

tissue extracts. Bars represent the average amaintsspectively 6, 28 and 100 days post-

inoculation, in either the oro-ocular model withet®C16 strain (A), or the corneal scarification

model with the SC16 strain (B) or the KOS straii). (C

The evolution of the amounts of TK transcripts éafstandardization) is represented as the ratio
between the mean rates observed at 6 and 28 daimpoulation (D) and between 28 and 100 days

post-inoculation (E).
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Figure 9 Bar graphs representing mean amounts of UL18 transipts at 6, 28 and 100 days
post-inoculation, depending on the viral strain andhe route of inoculation
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Amounts of UL18 transcripts were standardized wlign number of GADPH transcripts in the same

tissue extracts. Bars represent the average amaintsspectively 6, 28 and 100 days post-
inoculation, in either the oro-ocular model withet®C16 strain (A), or the corneal scarification

model with the SC16 strain (B) or the KOS straii). (C

The evolution of the amounts of UL18 transcriptiefastandardization) is represented as the ratio
between the mean rates observed at 6 and 28 daimpoulation (D) and between 28 and 100 days
post-inoculation (E).
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with respect to the viral strain and the route of hoculation

264



35

3.0

25

20

15<

1.0~

R T

0.0

Aliquots of cells were immunostained for makersedher HSV1 infection (polyclonal anti-HSV1
antibodies), macrophages (anti-CD11b antibodies) lgmphocytes (anti-CD8a antibodies). The
results are given as a percentage of total dissocells.

The percentage of HSV1 cells was significantly lovie@lowing inoculation of SC16 in the oro-
ocular model than in the corneal scarification npdath either the SC16 (*1) or the KOS (*2)
strain of HSV1. The percentage of lymphocyte waghéi following the inoculation of KOS
compared to SC16 in the corneal scarification m@t#®), whereas the opposite was observed for
macrophages (*4).

Figure 10

Cro-pcular model SC16

P comesl scarificaion madel 516

B comesl scarification model KOS

%% HEVT + % Lymphocytes % Macrophages

265



Annexe 2

266



© The American Society of Gene & Cell Therapy

original article
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Herpes simplex virus type 1 (HSV1) is a major health
problem. As for most viral diseases, current antiviral treat-
ments are based on the inhibition of viral replication once
it has already started. As a consequence, they impair nei-
ther the viral cycle at its early stages nor the latent form
of the virus, and thus cannot be considered as real pre-
ventive treatments. Latent HSV1 virus could be addressed
by rare cutting endonucleases, such as meganucleases.
With the aim of a proof of concept study, we generated
several meganucleases recognizing HSV1 sequences, and
assessed their antiviral activity in cultured cells. We dem-
onstrate that expression of these proteins in African green
monkey kidney fibroblast (COS-7) and BSR cells inhibits
infection by HSV1, at low and moderate multiplicities of
infection (MOls), inducing a significant reduction of the
viral load. Furthermore, the remaining viral genomes dis-
play a high rate of mutation (up to 16%) at the mega-
nuclease cleavage site, consistent with a mechanism of
action based on the cleavage of the viral genome. This
specific mechanism of action qualifies meganucleases as
an alternative class of antiviral agent, with the potential
to address replicative as well as latent DNA viral forms.

Received 4 June 2010; accepted 12 December 2010, published online
11 January 2011. doi:10.71038/mt.2010.302

INTRODUCTION

Herpes simplex virus type 1 (HSV1) is a major health problem with
substantial impact on quality of life and disability-related costs.! As
with two other human a-herpesvirinae (namely HSV type 2 and
varicella-zoster virus), HSV1 is able to become latent in neurons
before inducing recurrent infections in peripheral tissues. The pri-
mary infection, asymptomatic in >90 % of cases,? takes place in the
oral mucosae, as a consequence of contact with infected particles
in saliva. After replication in epithelial tissues, viruses propagate in
neurons before becoming latent. Following various triggering fac-
tors, HSV1 may reactivate and thus reinvade the peripheral tissues

connected to the reactivated neuron. Since the principal location of
latent HSV1 is the trigeminal ganglion (TG), responsible for sen-
sory innervation of the face, most recurrences are located in the
eyes or the lips. The seroprevalence of HSV1 in the general popula-
tion ranges from 24.5% to 67%, with 15 to 45% of positive subjects
experiencing recurrent herpes labialis.! The eye, and particularly
the cornea, is the second most frequent location of HSV1 infec-
tion. The prevalence of herpes simplex keratitis is 149/100,000,*
with >30 new events per 100,000 inhabitants annually* As a
consequence, HSV1 is a leading cause of blindness throughout
the world. In addition, despite the use of topical or oral antiviral
agents, herpes simplex keratitis remains the most frequent cause
of infectious corneal opacities in the most developed areas of the
world,” accounting for about 10% of patients undergoing corneal
transplantation.® Moreover, the natural risk of HSV1 reactivation
in recently grafted cornea is about 25% in the first year following
surgery.” Today, HSV1 remains a major cause of corneal graft fail-
ure, accounting for about 22% of all cases of regrafting.®

To date, commercially available anti-HSV1 agents are able
to inhibit viral replication through an inhibition of the DNA-
polymerase,” meaning that any reduction in the bioavailability of
the drug and/or the sensitivity of the virus may result in treatment
failure. Moreover, current treatments do not reduce the load of
the DNA matrix, and thus are unable to reduce the risk of fur-
ther viral reactivation. Ideally, an ultimate weapon against HSV1
infection should be durably present in the cells, avoid questions
of sensitivity and, if possible, reduce the load of viral genomes.
Very specific endonucleases such as zinc finger nucleases'®!! or
meganucleases'>'? could be used to address these goals, especially
if they are delivered by a gene transfer process.

With the aim of a proof of concept study, we assessed anti-
HSV1 activity in cells transfected with meganuclease-encoding
plasmids. Meganucleases are endonucleases that recognize large
(>12 bp) DNA sequences. In nature, they induce the spreading
of mobile genetic elements by a process called homing,'* and
are therefore also called homing endonucleases. Homing endo-
nucleases have also been used to stimulate targeted recombination

Correspondence: Marc Labetoulle, Laboratoire de Virologie Moléculaire et Structurale, Centre National de la Recherche Scientifique, UMR 2472, 91198
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in immortalized mammalian cells’*'® and in various cell types
and organisms (for review see ref. 13). Moreover, homing endo-
nucleases with tailored specificities can be engineered’** and
redesigned homing endonucleases targeting the human XPC and
RAGTI genes have been described previously.>*¢

In this report, we used both an I-Scel natural meganuclease
and a set of redesigned meganucleases derived from I-Crel, to
cleave a recombinant rHSV1 virus and/or a wild-type strain of
HSV1. Our results demonstrate that HSV1-specific meganucle-
ases can have a significant inhibitory effect on HSV1 infection
at low and moderate multiplicities of infection (MOIs) (i.e., 10~
to 1). Furthermore, this inhibition is associated with a high rate of
mutation in the viral genome, at the meganuclease cleavage site,
consistent with a mechanism of action based on virus clipping.

RESULTS

Engineering of meganucleases recognizing

sequences from the HSV1 virus

We have described in a series of previous reports the engineer-
ing of redesigned meganucleases targeting human genes.!”*¢%’
Briefly, we have gathered a proprietary collection (called ome-
gabase) of >30,000 engineered endonucleases, derived mostly
from the I-Crel meganuclease, and used these proteins as “build-
ing blocks” in a combinatorial process to create novel endonu-
cleases with chosen specificities. This process, allows us to create
endonucleases that cleave sequences from virtually any gene.
Furthermore, although I-Crel derivatives are based on a dimeric
scaffold, the engineered endonucleases can be transformed into
single chain molecules, by fusing the two monomers through a
peptidic linker. Single chain design can improve specificity, and
enhance efficacy over a broad dose range.”® All the meganucleases
used in this study are single chain versions.

In order to design meganucleases cleaving HSV1 sequences,
we first identified a series of “hits” or potential targets, i.e., patch-
works of sequences cleaved by proteins from Omegabase, in the
HSV1 genome. Altogether, 546 such “hits” were found along the
entire genomic sequence (NC_001806 from http://www.ncbi.
nlm.nih.gov). Six of them were selected as final targets, includ-
ing four in the 9kb latency region. Functional meganucleases
could be obtained for four of these six targets. These proteins,
described in Table 1, are called HSV1m1, HSV1m2, HSV1m4,

Table 1 Anti-HSV1 target sequences and meganucleases

Herpes Simplex Virus Type 1 Meganucleases

and HSVIm12 and the position of their target sites HSV1t1,
HSV1t2, HSV1t4, and HSV1t12 is shown in Figure la. The
HSVIm4 and HSV1mI12 meganucleases recognize two distinct
sequences in the ICP, gene, which encodes a protein (infected
cell protein 0) that plays a central role in viral reactivation and/
or viral growth at low MOIs.? Since this gene is duplicated, both
proteins have two recognition sites in the HSV1 genome. In con-
trast, HSV1m1 and HSVIm2 each have a single target site, in
US,, an envelope associated protein, and in UL ,, a major capsid
component, respectively.

Characterization of anti-HSV1 meganuclease

activity and toxicity

The activity of the anti-HSV1 endonucleases was characterized
with a previously described cell based assay,” which directly
monitors meganuclease-induced tandem repeat recombination in
living cells (Figure 1b). We used as positive controls the I-Scel
meganuclease, which has been used to induce highly efficient
genome engineering by a large number of groups,’* and RAGIm,
a previously described meganuclease shown to induce up to 6% of
recombination at the RAGI locus in cultured cells.? HSV1m4 and
HSV1m12 displayed very similar levels of activity, matching the
activity of I-Scel and RAG1m, and HSV1m1 proved slightly less
active (Figure 1c). However, HSV1m2 displayed a markedly dif-
ferent profile, with maximal activity being observed at a very low
dose (0.39 ng), indicative of an extremely active protein. For com-
parison, the I-Scel and RAGIm proteins reached approximately
the same maximal activity at a 16 times higher dose (6.25ng) of
plasmid.

Although rare cutting endonucleases are powerful tools for
genome engineering, these proteins can cleave promiscuous
sequences, resulting in off-site cleavage and a toxicity that can be
limiting for therapeutic applications. In order to evaluate potential
meganuclease toxicity, we used a previously described cell survival
assay that uses green fluorescent protein (GFP) as a marker for cell
viability.*** The I-Scel and RAG1m, shown to display little toxic-
ity, if any, in a former study** were used as controls as well as the
wild-type I-Crel meganuclease (Figure 1d). Among the four anti-
HSV1 meganucleases, HSV1mI proved quite innocuous, with its
profile mimicking the I-Scel profile. HSV1m2 behaved very simi-
lar to I-Crel, while the two other proteins displayed intermediate

Target

Meganuclease

HSV1tl
ATGGGACGTCGTAAGGGGGCCTGG

HSV1t2
ATAAACTCACACACGGCGTCCTGG

HSV1t4
CCAAGCTGGTGTACCTGATAGTGG

HSVI1t12
CCTGGACATGGAGACGGGGAACAT

HSV1ml
(a) I-Crel 7E30R33G38T96E106P132V
(b) I-Crel 8K19S30G38R44K57E61R70E 75N108V

HSV1m2
(a) I-Crel 7E44D68T70S75R77R80K96E
(b) I-Crel 8K19S28E38R40K44K54161R70S75N 80K105A132V

HSV1m4
(a) I-Crel 7E44M70A75N80K96E105A132V 146K156G
(b) I-Crel 8K19S32E38Y44A61R68Y70S75Y77K 80K105A132V

HSV1mI2
(a) I-Crel 7E24V33C38544I50R70S75N77R 96E132V
(b) I-Crel 8K19S30R33544K61R66H68Y70S77T 871132V139R163S

For each meganuclease, (a) and (b) are the sequences of the two I-Crel monomers fused in the final single chain molecule (see Material and Methods).
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Figure 1 Characterization of anti-herpes simplex virus type 1 (HSV1)
meganucleases. (a) Schematic representation of the HSV1 genome with
the position of recognition sites for meganucleases HSV1m1, m2, m4,
and m12 indicated. The overall structure of the HSV1 genome is shown
with the unique long (U)) and unique short (U,) regions, the TR and
TR, terminal repeats regions, and the IR and IR inverted internal repeat
regions. (b and c) Cleavage activity in an extra-chromosomal functional
assay in CHO-K1 cells for HSVIm1, HSVIm2, HSVIm4, and HSVIm12
compared to |-Scel and RAGTm meganucleases as positive controls.
HSV1t1, HSV1t2, HSV1t4, HSV1t12, |-Scelt, and Rag1t represent cleavage
activity in the absence of meganucleases. Experiments were performed in
triplicate and the error bars represent standard deviation. (d) Evaluation
of the toxicity of meganucleases by a cell survival assay in CHO-K1 cells.
Various amounts of plasmid expressing HSV1m1, HSVIm2, HSV1m4, or
HSVIm12 and a constant amount of plasmid encoding green fluores-
cent protein (GFP) were used to cotransfect CHO-K1 cells. Cell survival is
expressed as the percentage of cells expressing GFP 6 days after transfec-
tion, as described in Materials and Methods. I-Scel and RAGTm mega-
nucleases are shown as a control for nontoxicity and I-Crel is shown as
a control for toxicity.

patterns. However, it is unclear which protein displays the best
activity/toxicity ratio, as HSV1m?2 is also significantly more active
than I-Scel, RAGIm, and the other anti-HSV1 meganucleases
(see above).
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Figure 2 Construction and characterization of the recombinant
herpes simplex virus type 1 virus (rHSV1). (a) Genomic structure of
rHSV1. The overall structure of the HSV1 genome is shown with unique
long (U)) and unique short (U,) regions and the TR /IR and TR./IR repeats.
An expression cassette containing the cytomegalovirus (CMV) pro-
moter and the LacZ coding sequence was inserted in the major latency-
associated transcript (LAT) genes by homologous recombination. The
I-Scel target site was cloned between the CMV promoter and the LacZ
gene. (b) Schematic representation of the rHSV1-specific barcode. Alexa
594-fluorescence H1, H3, and H5 probes are indicated by the red bars,
Alexa 488-fluorescence H2, H4, and H6 probes are depicted by the green
bars and the LacZ probe by a blue bar. Underneath, hybridization signals
that are representative of the different observed hybridization patterns are
shown. IR, inverted internal repeat region; TR, terminal repeat region.

Generation of a marked recombinant HSV1 virus
containing an I-Scel cleavage site

Among rare cutting endonucleases, the I-Scel meganuclease
remains today the gold standard in terms of activity and specific-
ity."® Therefore, in order to compare the antiviral efficacy of our
engineered meganucleases with this widely recognized bench-
mark, we built a recombinant HSV1 virus (rHSV1), contain-
ing a LacZ reporter gene with an I-Scel site between the LacZ
ORF and its promoter (Figure 2a). The I-Scel cleavage site does
not interfere with -galactosidase expression. The recombinant
virus was built by homologous gene targeting into the latency-
associated transcript region. However, since this sequence is
duplicated, two kinds of insertions can be expected (Figure 2a).
Molecular combing, a powerful technique enabling the direct
visualization of individual molecules, was used to determine
the structure of the rHSV1. Basically, individual molecules of
high molecular weight DNA are “combed” on a silanized glass
coverslip, hybridized with different DNA probes® and examined
by microscopy. We applied molecular combing to uniformly
stretch rHSV1 DNA extracted from viral particles and hybrid-
ized the resulting combed rHSV1 DNA with labeled adjacent
and overlapping HSV1-specific DNA probes and a LacZ probe.
Immunofluorescence microscopy exhibited 955 multicolor linear
patterns that fulfilled the criteria for evaluation (Figure 2b). 94.6
% of these patterns (n = 903) showed two LacZ signals within the
H1 and H3 regions, showing that insertions are present in both
the terminal repeat region (TR ) and inverted internal repeat
region (IR ) of the rHSV1 genome. In contrast, only a few signal
patterns exhibited a single LacZ signal: 4.3% (n = 41) and 1.1%
(n=11) in the IR, region and the TR region, respectively. Thus,
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Figure 3 Meganuclease-mediated inhibition of infection by recom-
binant herpes simplex virus type 1 virus (rHSV1). (a) COS-7 cells
were transfected with various amounts (0.3 and 5pg) of empty vector
or meganuclease expressing plasmids, and infected 24 hours later with
rHSV1 at a multiplicity of infection (MOI) of 10-%. The level of infec-
tion was assessed 24 hours later with a B-galactosidase activity test,
as described in Materials and Methods. The relative B-galactosidase
activity (in %) compared to samples transfected with the empty vec-
tor is indicated. Four anti-HSV1 meganucleases were tested with several
controls. HSV1m4.4 (20kDa) is an homodimeric variant of HSVIm4.
(b) Meganuclease (37kDa) expression levels were analyzed in COS-7
cells by western blotting at 24 hours after transfection with various
amounts of plasmid (0.3 and 5 pug). Antibody against -tubulin (50kDa)
was used for the loading control. (¢ and d) HSVIm2, HSVIm4, and
HSV1m12 meganucleases were tested at increased MOls. A single con-
centration (5pg) of meganuclease expression plasmid was introduced
in COS-7 cells and infected 24 hours later with rHSV1 at a MOI of 1073,
1072, or 107". Viral load was monitored by a B-galactosidase activity test
(c) and by quantitative PCR (d). Results are the average of three indepen-
dent experiments. Error bars represent standard deviation. *Statistical
significance, P < 0.05.
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the vast majority of recombinant HSV1 molecules in our viral
preparation display two inserts.

Meganucleases can prevent the infection

of cultured cells by a recombinant HSV1 virus

The replication competent rHSV1 virus was used to test the activ-
ity of four anti-HSV1 meganucleases in African green monkey kid-
ney fibroblast (COS-7) cells. We first tried to identify inhibition at
a low MOI, mimicking the initial steps of infection. Briefly, COS-7
cells were transfected with meganuclease-encoding plasmids at two
different doses. One day later, these cells were infected at a MOI
of 107, with the rHSV1, and viral infection was estimated 1 day
postinfection using a standard p-galactosidase test. In an initial set
of experiments (Figure 3a), we evaluated the effect of HSV1ml,
HSV1m2, HSV1im4, HSV1m12, I-Scel, RAGIm, and HSV1m4.4,
a meganuclease related to HSV1m4, but recognizing only one half
of the HSV1t4 target. As expected, no infection inhibition was
observed with the RAG1m and HSV1m4.4 meganucleases. In con-
trast, an inhibitory effect was observed with HSV1m2, HSV1m4,
HSV1m12, and I-Scel. HSV1m1 had virtually no impact on infec-
tion. Western Blot performed with extracts of the transfected COS-7
cells indicates that this protein was expressed at a lower level than
the three other anti-HSV1 meganucleases (Figure 3b), and thus may
partially explain the lack of activity observed. The reduced levels of
HSV1m1l protein may result from altered transcription, mRNA sta-
bility, mRNA translation, or protein stability due to differences in the
coding sequence as has been previously shown with GFP variants.*

To further characterize the antiviral potential of the HSV1m?2,
HSV1m4, and HSV1m12 meganucleases under more stringent
conditions, cells were infected at MOIs of 107, 1072, and 107" In
order to directly evaluate the effect of the meganuclease on viral
DNA production, a quantitative PCR assay (Figure 3d) was per-
formed in addition to a B-galactosidase activity test (Figure 3c).
LacZ monitoring detected a significant inhibition of viral infec-
tion with HSV1m2, HSV1m4, and HSVIm12 at a MOI of 1073
and 107 (Figure 3c). However, this effect was no longer visible
ata MOI of 107, likely due to saturating levels of LacZ activity at
elevated levels of infection. In contrast, a significant reduction in
viral DNA was detected for the three anti-HSV1 meganucleases
by quantitative PCR in all conditions, with up to 61% of reduction
of viral load at a MOI of 10" (Figure 3d). In addition, viral inhibi-
tion is not specific to rHSV1 as similar experiments performed
with wild-type HSV1 resulted in an equivalent reduction in viral
DNA as determined by quantitative PCR (data not shown).

To further evaluate the ability of meganucleases to inhibit viral
replication a plaque assay was performed. In this assay COS-7
cells were transfected with a control plasmid or a meganuclease-
encoding plasmid, 1 day later, cells were infected with rHSV1 at a
MOI of 10~ and 2 days postinfection the number of plaques formed
was determined after staining with X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-p-p-galactopyranoside). A dramatic reduction in the for-
mation of plaques was observed with both HSV1m2 and HSV1m4
(Figure 4a,b), indicating that both of these meganucleases are able
to effectively inhibit viral replication. In contrast, no reduction in
plaque formation was observed with two nonrelevant meganucle-
ases, RAG1m, and wild-type I-Crel. These results indicate that inhi-
bition of viral replication is specific to the anti-HSV1 meganucleases.
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Figure 4 Prevention of recombinant herpes simplex virus type
1 virus (rHSV1) infection by HSVIm2 and HSVIm4. Cos-7 cells
were transfected with 8 ug of empty vector or meganuclease express-
ing plasmids, and infected 24 hours later with rHSV1 at a MOI of 1073,
as described in Materials and Methods. (a) The B-galactosidase positive
“blue” plaques were assessed 2 days later as described in Materials and
Methods. (b) The average number of “blue” plaques detected in three
independent experiments is indicated. Error bars represent standard
deviation. *Statistical significance, P < 0.05.

In addition, the absence of inhibition with wild-type I-Crel, which
displays a toxicity profile similar to that of HSV1m2 (Figure 1d),
indicates the antiviral activity observed with the anti-HSV1 mega-
nucleases is not due to a general toxicity effect.

Meganucleases prevent infection of cultured cells

by a wild-type HSV1 virus

To determine if anti-HSV1 meganucleases were also active on a
wild-type HSV1 virus, their antiviral activity was assessed in BSR
cells with the wild-type SC16 strain of HSV1. Since the results
obtained above suggested that anti-HSV1 meganucleases had a
strong antiviral effect, we raised the virus dose in this experiment,
using several MOIs ranging from 0.1 to 8. Briefly, BSR cells were
cotransfected with GFP and meganuclease-encoding plasmids.
Two days later, cells were infected at different MOIs and 8 hours
postinfection the ratio of infected cells among transfected (GFP*)
and nontransfected (GFP™) cells was determined (Figure 5a,b).
Infected cells were identified using an antibody against the viral
envelope glycoprotein C of HSV1.

As shown in Figure 5b, a two to fourfold inhibitory effect was
observed at MOIs of 0.1 and 0.5. However, this effect disappeared
(compared to negative control) by a MOI of 1. The HSV1ml
meganuclease, which was found to be inefficient in a previous
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Figure 5 Meganuclease-mediated inhibition of infection by a wild-
type herpes simplex virus type 1 virus (HSV1) virus in BSR and
COS-7 cells. (a) BSR cells were cotransfected with green fluorescent
protein (GFP) and meganuclease expression plasmids. Two days later,
cells were infected with wtHSV1 at an MOI of 1 and 8 hours postinfec-
tion cells were fixed and analyzed by immunocytochemistry. Infected
cells were detected with an antibody recognizing the gC viral glycopro-
tein while GFP was used to as a marker for meganuclease transfection.
(b) Fluorescence-activated cell sorting analysis was used to monitor the
number of GFPT HSV1F, GFP* HSV1~, GFP~ HSV1¥, and GFP™ HSV1~
cells. The level of infection inhibition was determined as the following
ratio: (number of HSV1™ GFP™ cells/number of GFP™ cells)/ (number
of HSV1T GFP* cells/number of GFP* cells). Results are the average of
six (HSV1m2 and control) or three (others) independent experiments.
DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

assay (Figure 3a), displayed a high efficacy in this assay at a MOI
of 0.1. This discrepancy can be attributed to a difference in the
sensitivity of the assays: indeed, the B-galactosidase assay used in
Figure 3a,c seems to be less sensitive than the quantitative PCR
assay (compare Figure 3c,d, at high MOIs), and the immunode-
tection assay (compare Figures 3¢,5b at MOI = 0.1). It is unclear
why, with the immunodetection assay, HSV1m1 has the highest
impact at a MOI of 0.1. However, in accordance with previous
results, this meganuclease appears to be less potent as its activity
is no longer detected at a MOI of 0.5 (Figure 5b).

In addition, the effects observed appear to be specific to anti-
HSV1 meganucleases since the introduction of an unrelated
meganuclease, RAG1m, resulted in no detectable antiviral activity.
One should also note that at a low MOI, a small but reproducible
effect was observed even with the negative control, suggesting that
transfection of a GFP plasmid might have an effect by itself, maybe
by transiently disrupting cellular membrane metabolism.

Anti-HSV1 meganucleases induce high rates

of mutations at their target site

The inhibition of HSV1 infection by the anti-HSV1 meganucle-
ases is thought to be due to cleavage of viral DNA. Cleavage of
an episomal sequence can result in its degradation and loss, but
also in its repair by the endogenous maintenance systems of the
cell. DNA double strand breaks can be repaired by homologous
recombination or by nonhomologous end joining, two alternative
mechanisms.**-** Furthermore, there is an error prone nonhomo-
logous end joining pathway that results mostly in small inser-
tions or deletions (indels) at the cleavage site.’***% Thus, upon
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Figure 6 Distribution and frequency of meganuclease-induced dele-
tions and insertions (indels) in the recombinant herpes simplex
virus type 1 virus (rHSV1) genome after treatment with HSV1m2
and HSV1m4. 10,356 PCR products were sequenced for HSV1t2 and,
12,228 for HSV1t4. The distribution and frequency of observed dele-
tions or insertions is indicated. We also sequenced 23,527 PCR products
for HSV1t2 and 16,961 for HSV1t4, in the absence of meganuclease
treatment and found 12 events for HSV1t2 (0.05%) and, no indel for
HSV1t4.

meganuclease inhibition of infection, the remaining viral genomes
should display a detectable level of indels at the cleavage site.

We amplified by PCR the HSV1t2 and HSV1t4 DNA regions
from cells treated with the HSV1m2 and HSV1m4 meganucleases
or empty vector, and used deep sequencing to characterize indi-
vidual PCR products (Figure 6). In the absence of meganuclease,
indels were absent or barely detectable, with no observed events
for HSV1t4, and 0.05% for HSV1t2. However, mutation frequen-
cies increased up to 2.8% in samples transfected with 5ug of the
HSV1m4 expression vector, and 16% in samples treated with 5 ug
of the HSV1m?2 expression vector. In both cases, deletions largely
outnumbered insertions (2.5% of deletions versus 0.3% of inser-
tions with HSV1m4, 15% of deletions and 1% of insertions with
HSV1m2). As shown in Figure 6, there was also a strong bias in
favor of small deletions. These results confirm that a very high
rate of cleavage occurs at the meganuclease cleavage sites, and are
consistent with a mechanism of inhibition based on viral DNA
cleavage.

DISCUSSION

In this report, we show that the expression of meganucleases
cleaving sequences from an HSV1 virus can significantly prevent
HSV1 infection in cultured cells. Three different and nonmutu-
ally exclusive mechanisms of action could explain these results.
First, cleavage followed by double strand break repair by the error
prone nonhomologous end joining pathway could result in muta-
tions that would alter essential functions of the virus and prevent
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its efficient replication. The presence of meganuclease-induced
mutations is indeed demonstrated by our results (Figure 6). As
the meganuclease sites are present in coding sequences, the major-
ity of the resulting deletions/insertions result in either frameshifts
or inactivating mutations. However, it cannot be excluded that in
certain cases mutations will occur that render the virus resistant
to meganuclease cleavage without affecting viral fitness. Further
studies examining the effect of individual mutations will be neces-
sary to address this question. Nonetheless, it is unlikely that mega-
nuclease-induced mutations are responsible for the largest part of
infection inhibition as the I-Scel meganuclease, which is one of
the most potent infection inhibitors, cleaves the LacZ reporter
cassette, which is not involved in viral functions.

Second, virus cleavage could be followed by DNA degradation
and clearance of the cleaved molecules. Inhibition of infection
would then result from a loss of viral sequences. An unrepaired
double strand break is a deadly event for a cell, for the only DNA
ends that can be stably maintained in the cell, without the loss
or degradation of genetic material, are the telomeres.”® Cells have
evolved a series of maintenance pathways responsible for the
repair of such damages.*** However, these repair pathways could
be overwhelmed, being unable to respond to strong cleavage of
the target sequence, and opening the way to the extensive resec-
tion of double strand breaks by exonucleases, as was observed for
yeast chromosomes.*” The degradation or disappearance of non-
replicative episomal sequences upon cleavage by an endonuclease
has been previously documented,* and it is extremely likely that
a similar effect would be observed with a latent, nonreplicative
HSV1 form. Third, cleavage could interfere with viral replication,
which is disconnected from the host cell’s cycle. Upon infection,
the viral genome adopts a circular conformation, and is replicated
by a rolling circle mechanism, that is not compatible with a linear-
ized viral form.*” Inhibition of infection would then result from a
lack of amplification, or at least a decrease in the level of amplifica-
tion of the viral particles initially entering the cell.

Indeed, we found that anti-HSV1 meganucleases could reduce
the number of viral genome copies in infected-cells (Figure 3d) as
well as block viral replication as determined by a plaque reduction
assay (Figure 4a,b). Thus our findings are consistent with the inhi-
bition of viral replication either by the linearization of replication
intermediates or the direct elimination of incoming viral genomes
before replication is initiated. These results illustrate a new mech-
anism of action, based on virus clipping, to inhibit viral infection.
Recently, zinc finger nucleases, another class of very specific endo-
nucleases, have been shown to cleave hepatitis B virus sequences
present on a plasmid substrate.* Our study expands these initial
results by demonstrating the potential of meganucleases to inhibit
an intact, replicating virus, and thus provide an essential proof of
concept toward the use of endonucleases as antiviral agents.

In our study, efficient inhibition could be observed with MOIs
ranging from 107 to 107!, but not at higher doses. The first steps
of viral reactivation within the TG likely involve only a very small
number of neurons, as shown by experimental studies.* However,
HSV1 reactivation is a rare and self-limited event. In mice, spon-
taneous reactivation of the virus occurs at any given moment in
about one neuron per 10 TG* leading to an estimation of one reac-
tivation for about 50,000 latently infected neurons. Furthermore,
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most of the patients with recurrent corneal herpetic disease display
only dendritic epithelial keratitis,"* i.e., a self-limited infection of
the superficial layer of the cornea, while major necrosis of the
entire cornea is very rare. Taken together, these data suggest that
the early steps of clinical herpetic relapse are probably the conse-
quence of only a few infectious particles emerging from TG nerve
endings into corneal tissues. As a consequence, a sentinel antiviral
process localized in the corneal cells, could block the viral infec-
tion in the early stages, and thus prevent the extension of a huge
and devastating productive cycle of viral replication in the ocular
tissues.

However, quantitative studies in relevant animal models will
be necessary to determine if the levels of inhibition obtained
with anti-HSV1 meganucleases are sufficient to have a significant
impact on the clinical course of infection.

One of the limits to this type of strategy is the toxicity that
could result from long-term expression of the meganucleases in
the target cells. Sustained expression can result in off-site cleav-
age potentially resulting in mutations or gross chromosomal rear-
rangements.*” One way to circumvent this kind of effect would
be to control the expression of the meganuclease, and limit it to
a critical period of time. Inducible meganucleases, resulting from
fusions with the ligand binding domain of nuclear receptors have
already been described*** and could be used for this purpose.

The use of an efficient delivery method is another prerequi-
site for the effective use of meganucleases as an antiviral agent.
Vectorization of internal structures such as the TG might prove
more difficult than delivery into external tissues or organs, such as
lips and superficial ocular tissues. However, even in easily accessible
tissues, the ability of meganucleases to be effectively used as a stand-
alone treatment will need to be evaluated since current vectorisation
techniques do not permit in vivo vectorisation of a large majority
of cells. Alternatively, meganucleases could be combined with clas-
sic antiviral treatments to give a potentially synergistic effect that
would provide more potent protection than current approaches.
This strategy is particularly attractive for the prevention of recur-
rent infections during corneal transplantation. The introduction of
meganucleases into the graft before transplantation may provide
the additional protection necessary to successfully address the low
amplitude of the initial reinfection steps. An ex vivo animal model is
currently being established in order to test the effectiveness of these
approaches to inhibit infection directly in corneal tissue.

MATERIALS AND METHODS

Meganuclease engineering. The engineering methods used have been
described before.'”?*"% To create single chain molecules, the two monomers
forming the most active heterodimer were selected, we added mutations
K7E, K96E and E8K, E61R to the first and second monomer respectively,
and the two monomers were fused as described in Grizot et al.?*

Evaluation of meganuclease activity in an extrachromosomal assay in
mammalian cells. CHO-K1 cells were transfected with Polyfect transfec-
tion reagent (QIAGEN, Courtaboeuf, France) in 96-well plates. 150 ng of
target vector was cotransfected either with empty vector or with increasing
quantities of a meganuclease expression plasmid (0.75 to 6.25ng). Total
amount of transfected DNA was completed to 175ng with empty vec-
tor. Seventy-two hours after transfection, cells were treated with 150 ul
of B-galactosidase lysis/revelation buffer (typically for 11 of buffer we use
100 ml of lysis buffer (10 mmol/l Tris-HCI pH 7.5, 150 mmol/l NaCl, 0.1 %
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Triton X-100, 0.1 mg/ml bovine serum albumin, protease inhibitors), 10 ml
of Mg 100x buffer (100 mmol/l MgCl,, 35% B-mercaptoethanol), 110 ml
ortho-nitrophenyl-p-galactopyranoside 8 mg/ml and 780ml of sodium
phosphate 0.1 mol/l pH 7.5). After incubation at 37°C, OD was measured
at 420nm. The entire process is performed on an automated Velocityl1l
BioCel platform (Velocity11, Menlo Park, CA).

Cell survival assay. CHO-K1 cells were transfected with various amounts of
meganuclease expression vectors and a constant amount of GFP-encoding
plasmid in 96-well plates using Polyfect transfection reagent (QIAGEN).
GFP levels were monitored on day 1 and 6 after transfection, by flow
cytometry. Cell survival is expressed as a percentage and was calculated
as a ratio: meganuclease-transfected cell expressing GFP on day 6/control
transfected cell expressing GFP on day 6, corrected for the transfection
efficiency determined on day 1.

Construction of rHSV1 recombinant virus. The HSV1 strain (F1) was pur-
chased from American Type Culture Collection (ATCC, Teddington, UK).
Viruses were propagated on immortalized COS-7 cells, obtained from
ATCC. Recombinant virus (rHSV1) was generated in a manner similar
to that previously described.”” An ~4.6kb PstI-BamHI viral genomic frag-
ment was cloned into pUCI19. Based on HSV1 sequence from the data-
base (GenBank NC_001806) this represents nucleotides 118869-123461
and 7502-2910 in the TR and IR, repeats of the HSV1 genome. A cas-
sette containing the cytomegalovirus promoter driving LacZ expression
was introduced into a 19bp Smal/Hpal deletion. The I-Scel cleavage site
(TAGGGATAACAGGGTAAT) was inserted after the cytomegalovirus
promoter and before the ATG of the LacZ gene. This construct was linear-
ized by Xmnl digestion and 2 ug was cotransfected with 10pug of HSV1
genomic DNA into COS-7 cells using Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Pontoise, France). After 3 days, infected cells were harvested, sonicated
and used to infect a COS-7 monolayer. Cells were overlayed with 1% aga-
rose medium and 3 days later, 300 ug/ml of X-gal was added to the overlay.
(3-galactosidase positive “blue” plaques were picked and subjected to three
rounds of plaque purification.

Molecular combing, analysis of rHSV1 genome. 4 x 10° rHSV 1 viral par-
ticles were embedded in 1% low melting point agarose and lysed in 1%
sodium dodecyl sulfate-0.5mol/l EDTA (pH 8.0) solution at 50°C for
30 minutes. After three washing steps in 0.5mol/l EDTA (pH 8.0) buffer,
agarose plug-embedded viral particles were digested by overnight incuba-
tion at 50 °C with 2 mg/ml Proteinase K (Eurobio, Les Ulis, France) in diges-
tion buffer (0.5mol/l EDTA (pH 8.0)). Final DNA extraction was achieved
by P-agarase I digestion (1.5 units; New Enlgand Biolabs, Ipswich, MA)
in 0.5mol/l of 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (pH 5.5) at 42°C for
up to 16 hours. The DNA solution was then poured into a Teflon reservoir
and combed on silanized glass cover slips as described previously.* Probes
were labeled with digoxigenin-11-dUTP (LacZ), biotin-11-dCTP (H1, H3,
and H5) or Alexa488-7-OBEA-dCTP (H2, H4, and H6) by random prim-
ing with BioPrime DNA kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. Hybridization and multilayer antibodies revelation was per-
formed as described previously.”! For data evaluation, only fluorescent
in situ hybridization signal arrays composed of a continuous signal chain
of Alexa 594-fluorescence for H1 and H3 and Alexa 488-fluorescence for
H2 were considered.

Transfection of COS-7 cells and infection by rHSV1. COS-7 cells were
seeded in six well plates at 2 x 10° cells per well and incubated overnight
at 37°C in complete growth medium. The next day, cells were transfected
with 0.3 or 5.0pug of meganuclease expression plasmid or empty vector
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). In these conditions, the trans-
fection efficiency was greater the 90% with 5.0 ug and 55% with 0.3 ug of
plasmid DNA. Twenty-four hours post-transfection, cells were infected
with rHSV1 at a MOI from 107 to 1. Cells were harvested 24 hours after
infection and B-galactosidase activity was assayed on a total of 1.0 x 10° or
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2.5 x 10* rHSV1 infected-cells using a luminescent -galactosidase assay
(Beta-Glo assay, Promega, Charbonnieres-les-Bains, France).

Western blot analysis. COS-7 cells were harvested 24 hours after trans-
fection and lysed using RIPA buffer (Santa Cruz Biotechnology, CA).
Twenty micrograms of protein were separated by sodium dodecyl sul-
fate-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a nitrocel-
lulose membrane. Membranes were incubated with a primary rabbit
polyclonal antibody against I-Crel (1:20,000 dilution) followed by a sec-
ondary goat anti-rabbit antibody conjugated with horseradish peroxidise
(1:5,000 dilution). Specific protein bands were visualized with a chemi-
luminescence reagent (Santa Cruz Biotechnology). A rabbit antibody
against P-tubulin (Cell Signaling Technology, MA) was used for the
loading control.

Quantification of viral DNA. Total DNA (COS-7 and HSV1 genomes)
from transfected and infected COS-7 cells was extracted and purified using
DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN). Real-time PCR was performed
using primers specific to the gB gene in the HSV1 genome (forward primer:
5’- AGAAAGCCCCCATTGGCCAGGTAGT and reverse primer: 5'-
ATTCTCTTCCGACGCCATATCCACCAC) normalized to COS-7 DNA
using primers specific to the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
gene (forward primer: 5- GGCAGAACCCGGGTTTATAACTGTC and
reverse primer: 5'- CCAGTCCTGGATGAGAAAGG). The PCR was car-
ried out using SYBR Premix Ex taq (TaKaRa, Saint-Beauzire, France) and
PCR amplification included initial denaturation at 95°C for 5 minutes, fol-
lowed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds, 60°C for 15 seconds, and 72°C
for 30 seconds.

Plaque assay. To visualize the infection by rHSV1, transfected COS-7
cells (4 x 10°) were seeded in 60-mm dishes. Twenty-four hours post-
transfection, cells were incubated with rHSV1 at a MOI of 10~. One hour
after infection, cells were washed once with medium without serum to
remove input virus particles that did not enter cells, overlayed with 1%
agarose growth medium and incubated at 37°C. At 2 days postinfection,
cells were overlayed with 1% agarose medium containing 0.5% of X-gal to
visualize the 3-galactosidase positive “blue” plaques.

Transfection of BSR cells and infection by wild-type SC16 strain of HSV1.
The wild-type SC16 strain of HSV1 was propagated on BSR cells, as previ-
ously described.” BSR cells were seeded in 6-well plates at 2 x 10° cells per
well and incubated overnight at 37°C in complete growth medium. The
next day, cotransfections with 1.5 ug of plasmid expressing an anti-HSV1
meganuclease and 1.5pg of plasmid expressing GFP were performed
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). In these conditions, the transfec-
tion efficiency was 60%. After 48 hours, cells were infected with the wild-
type SC16 strain of HSV1 at a MOI varying from 0.1 to 8. Eight hours
postinfection cells were fixed with 2% paraformaldehyde at RT for 15
minutes. For analysis by microscopy, cells were permeabilized with 0.2%
Triton X-100 and treated with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
Immunostaining was performed with (i) 1:500 dilution of rabbit antibodies
against glycoprotein C (gC) of HSV1 (Clinisciences) and (ii) 1:500 dilution
of phycoerythrin conjugated goat anti-rabbit IGg secondary antibodies
(Santa Cruz Biotechnology). Cells were analyzed either with an EPICS
ELITE ESP (Beckman-Coulter, Villepinte, France) Cytometer or a Leica
DMR confocal microscope with a x40 objective. The analysis by cytometer
was performed on a total of 1 x 10* cells.

PCR and sequencing analysis of rHSV1 genome. COS-7 cells were trans-
fected with 5 pg of meganuclease expressing plasmids, and infected 24 hours
later with rHSV1 at a MOI of 10°. Twenty-four hours after infection total
DNA (COS-7 and rHSV1 genomes) was recovered and analyzed using a
pair of tag-forward and biotin-labeled reverse PCR primers recognizing
a part of the rHSV1 genome corresponding to sequences recognized by
meganucleases HSVIm2 and m4. PCR reactions were run for 30 cycles
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with an annealing temperature of 67 °C. Gel purified PCR products were
sent to GATC Biotech (Mullhouse, France) for sequence analysis.

Statistical analysis. A Kruskall-Wallis rank test was used for the immuno-
detection assay. Student’s t-test was used for all other analyses.
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Herpes simplex virus 1 (HSV-1) is a human pathogen that leads to recurrent facial-oral lesions. Its 152-kb genome is organized
in two covalently linked segments, each composed of a unique sequence flanked by inverted repeats. Replication of the HSV-1
genome produces concatemeric molecules in which homologous recombination events occur between the inverted repeats. This
mechanism leads to four genome isomers (termed P, IS, IL, and ILS) that differ in the relative orientations of their unique frag-
ments. Molecular combing analysis was performed on DNA extracted from viral particles and BSR, Vero, COS-7, and Neuro-2a
cells infected with either strain SC16 or KOS of HSV-1, as well as from tissues of experimentally infected mice. Using fluores-
cence hybridization, isomers were repeatedly detected and distinguished and were accompanied by a large proportion of nonca-
nonical forms (40%). In both cell and viral-particle extracts, the distributions of the four isomers were statistically equivalent,
except for strain KOS grown in Vero and Neuro-2a cells, in which P and IS isomers were significantly overrepresented. In in-
fected cell extracts, concatemeric molecules as long as 10 genome equivalents were detected, among which, strikingly, the isomer
distributions were equivalent, suggesting that any such imbalance may occur during encapsidation. In vivo, for strain KOS-in-
fected trigeminal ganglia, an unbalanced distribution distinct from the one in vitro was observed, along with a considerable pro-

portion of noncanonical assortment.

erpes simplex virus 1 (HSV-1) is a pathogen that commonly

leads to primary and recurrent orofacial and ocular lesions
(32). Epithelial lesions result from massive production of virions
with attendant immune responses. Primary infection is followed
by the spread of viral particles to sensory neurons, especially those
of the trigeminal ganglia, and establishment of a lifelong latent
infection. Reactivation can take place sporadically, causing a new
productive infection in tissues innervated by the neurons that har-
bored the reactivation process.

Although HSV-1 seroprevalence in the general population
ranges from 60 to 90% depending on the country and age (9),
HSV-1 infections are mostly asymptomatic. However, HSV-1
may lead to recurrent labial lesions in 15 to 45% of the adult
population (18), encephalitis in one per 500,000 people per year
(65), and corneal keratitis with an annual incidence of 30 cases per
100,000 people (30). The genome is a linear ~152-kb DNA mol-
ecule that is organized into two covalently linked segments: a long
(L; 82% of the genome) and a short (S; 18% of the genome) frag-
ment. Each segment is composed of a unique sequence, U; and Uy,
bounded by inverted repeats referred to as b and ¢, respectively.
They are both flanked by the a inverted repeats, so that the final
canonical structure is ab-U; -b'a’c’-Ug-ca, also designated a-TR, -
U, -IR; -a’-IRs-Ug-TR-a, with TR and IR standing for terminal
repeat and internal repeat, respectively (51, 63). During produc-
tive infection, HSV-1 DNA replication generates concatemeric
DNA more than one unit in length that includes complex
branched structures (26, 34, 50, 69). It has long been thought that
the linear viral genome circularized and was replicated through a
rolling-circle mechanism (7). However, this model is being chal-
lenged, as analysis of wild-type HSV-1 DNA on Gardella gels,
which allow the differentiation of latent episomal from lytic linear
viral DNA on the basis of electrophoretic mobility, has shown that
its circularization may not occur after its entry into cells (25).
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Furthermore, it was suggested that synthesis of HSV-1 DNA pro-
ceeded through recombination-dependent replication (67).
There is clear evidence that recombination is intrinsically
linked to replication (16, 37, 45, 64). Recombination events are
frequent, as implied by the study of the products of cells coinfected
with two types of HSV-1 genome (8, 21). During replication, ho-
mologous recombination may occur between the inverted repeats
of the HSV-1 genome (54, 55, 64), resulting in the generation of
four isomers differing in the relative orientations of their L and S
genomic fragments. They are designated P, for prototype; IL, for
inversion of the L fragment; IS, for inversion of the S fragment;
and ILS, for inversion of the L and S fragments (19, 44, 51). Ho-
mologous recombination is not sequence specific (10, 11, 42, 54—
56, 64). Although the a sequence is dispensable for isomerization
(33), it seems to play an important role, as it supports recombina-
tion with high efficiency despite its shortlength (11, 54,61, 62, 64).
Moreover, it contains the packaging signal and the cleavage site of
concatemeric DNA (35, 38, 56). The alternative cleavage events
account for the generation of the four genome isomers (56, 62).
Recombination events seem to occur early during HSV-1 DNA
replication, as genome isomers have been observed in concate-
meric DNA in the earliest detectable products (69). They are prob-
ably initiated by double-strand breaks (45). Moreover, it has been
shown that the cellular endonuclease G cleaves in the a sequences
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(23,24, 68). Lastly, virion and cellular HSV-1 DNAs present nicks
and gaps (3, 17, 26, 43, 52, 66) that could lead to double-strand
breaks during the passage of the replication forks, favoring recom-
bination (29).

Recombinant mutants of HSV-1 that are not able to undergo
homologous recombination due to the deletion of part or all of the
inverted repeats at the junction between the L and S fragments
(a'b'/a’c") showed lower efficiency of replication in vitro than the
corresponding wild-type virus and an absence of acute infection in
vivo (27, 28, 41, 46). These observations suggest that either the
doubled rate of synthesis of proteins encoded by the b'a’/a’c’ se-
quences and/or the ability to undergo homologous recombina-
tion is required for efficient in vivo infection. It has been previ-
ously shown that the four genome isomers of strains MP and 17 of
HSV-1 are randomly distributed in virion preparations obtained
from infected Hep-2 and BHK cells, respectively (12, 13, 19).
These data were obtained either by the use of endonucleases that
cleave within a **P-labeled HSV-1 DNA or by the analysis of par-
tially denatured HSV-1 DNA by electron microscopy. The ge-
nome isomers were also detected in concatemeric DNA using
techniques such as pulsed-field gel electrophoresis/field inversion
gel electrophoresis coupled with HSV-1 DNA endonuclease re-
striction and Southern blotting (1, 2, 34, 49, 53, 69).

In the present study, we tested the hypothesis that the process
of isomerization systematically results in a random distribution
no matter what cells or strain is being considered. We applied
molecular combing for the direct visualization and analysis of a
large number of single HSV-1 DNA molecules through hybridiza-
tion of uniformly and irreversibly stretched DNA on silanized
glass surfaces (36, 48). Molecular combing analysis was performed
on stretched DNA extracted from either Vero, COS-7, BSR, or
Neuro-2a cell lines infected with the SC16 or KOS strain of HSV-1
or on corneas and trigeminal ganglia from mice experimentally
infected with the same viral strains. Using fluorescence hybridiza-
tion with a set of digoxigenin- or biotin-labeled probes covering
the entire HSV-1 genome, surprisingly, we observed that the dis-
tribution of the genome isomers in both cell and viral-particle
extracts varied significantly from a random distribution depend-
ing on the strain and of the cell lines used for production. A similar
observation was made in vivo. As molecular combing allows the
visualization of individual DNA molecules within a heteroge-
neous population, we also identified concatemers of up to 10 ge-
nome equivalents, along with a large proportion of noncanonical
forms, many of them showing signs of recombination. Among the
large numbers of HSV-1 genomes generated, some probably are
noninfectious, indicating that although HSV-1 replication is a
costly process, it is not incompatible with efficient transmission.

MATERIALS AND METHODS

Virus strains and cells. Wild-type HSV-1 strains SC16 (20) and KOS (M.
Levine, University of Michigan, Ann Arbor, MI) were used. Stocks of
HSV-1 SC16 and KOS were prepared and titrated in BSR cells as previ-
ously described (31). African green monkey kidney epithelial cell (Vero),
African green monkey kidney fibroblast (COS-7), and subclones of baby
hamster kidney cell (BSR) and albino mouse neuroblast (Neuro-2a) cell
lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented
with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and
100 pg/ml streptomycin and grown at 37°C in a humidified atmosphere
with 5% CO,.

Preparation of viral particles and infected cells. Cells were seeded in
6-well plates at 2 X 107 cells per well and incubated overnight at 37°C in
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Dulbecco’s modified Eagle’s medium. After 24 h, the cells were infected
with HSV-1 strain SC16 or KOS at a multiplicity of infection of 0.5. Up to
16 h postinfection, culture supernatants were recovered and centrifuged
for 5 min at 5,000 X g (Heraeus 7593 rotor) at room temperature. The
viral particles and infected cells embedded in agarose plugs were prepared
as previously described (48), except for the viral-particle preparation,
which required a 1% (wt/vol) low-melting-point agarose (Nusieve GTG;
Cambrex) solution in 1 X phosphate-buffered saline (PBS).

Preparation of mouse trigeminal ganglia and corneas. All proce-
dures were performed in compliance with the Association for Research in
Vision and Ophthalmology guidelines for the use of animals in ophthal-
mic and visual research and the tenets of the European guidelines for
protection and welfare of animals. The mice were infected with either
HSV-1 strain SC16 (100 PFU per eye) or KOS (10° PFU per eye) by
corneal scarification, based on preliminary experiments on the optimal
inoculum to induce reproducible and nonlethal infection of the cornea
and connected neurons. The mice were sacrificed on the sixth day post-
inoculation. The corneas and trigeminal ganglia were recovered, rinsed
three times in 1 X PBS for 15 min at room temperature, and then cut into
small pieces. Dissociation of cornea and trigeminal ganglion tissues was
performed for 3 h at 37°C in a 0.3-mg/ml collagenase type A (Roche) and
0.8-mg/ml Gibco dispase (Invitrogen) solution and in a 1-mg/ml collage-
nase type A and 0.25-mg/ml Gibco trypsin (Invitrogen) solution prepared
in Gibco 1X Hanks’ balanced salt solution buffer (Invitrogen), respec-
tively. The lysates were pelleted by centrifugation (Heraeus 7593 rotor) at
5,000 X g for 10 min, resuspended in a 1X PBS solution, and mixed
thoroughly at a 1:1 ratio with a 1.2% (wt/vol) solution of low-melting-
pointagarose prepared in 1 X PBS at 50°C. Ninety microliters of the tissue
lysate-agarose mixture was poured into a Chef plug-forming well (Bio-
Rad) and left to cool for 30 min at 4°C.

DNA extraction and molecular combing. Extraction of genomic
DNA for all samples except viral particles was performed by digestion of
the agarose plugs according to the procedure described by Schurra and
Bensimon (48). Genomic DNA from HSV-1 particles was extracted either
by a phenol-chloroform method, as previously described (4), or in aga-
rose plugs with a slightly modified procedure. Lysis of viral particles was
performed by dipping agarose plugs in 1% SDS-0.5 M EDTA, pH 8.0,
solution at 50°C for 30 min. After three washing steps in digestion buffer
(0.5 M EDTA, pH 8.0) for 10 min at room temperature, the plugs were
digested by overnight incubation at 50°C with 2 mg/ml proteinase K (Eu-
robio) in 250 pl digestion buffer.

Molecular combing was performed using the Molecular Combing Sys-
tem (Genomic Vision S.A.) and Molecular Combing coverslips (20 by 20
mm; Genomic Vision S.A.) as previously described (48). After the comb-
ing process, the coverslips were dried for 4 h at 60°C. For direct visualiza-
tion of combed HSV-1 DNA fibers, the coverslips were mounted with 20
wl of 1/1,000 (vol/vol) Yoyo-1 iodide (Molecular Probes)-Prolong Gold
antifade reagent (Invitrogen).

Cloning and labeling of HSV-1 probes. HSV-1 genomic fragments
ranging from 1,110 to 9,325 bp were obtained by either Sacl or BspEI
(New England BioLabs) enzymatic digestion of HSV-1 strain SC16 or by
long-range PCR using LR Tag DNA polymerase (Roche), a set of HSV-1-
specific primers (Table 1), and the DNA from HSV-1 strain SC16 as the
template DNA. Sacl and BspEI HSV-1 fragments were ligated in the Sacl-
and Xmal-digested pPNEB193 plasmid (New England BioLabs). The PCR
products were ligated in the pCR2.1 vector using the Topo TA cloning kit
(Invitrogen). Both extremities of each cloned fragment were sequenced
with the universal primer M13 forward primer —48, 5'-CGCCAGGGTT
TTCCCAGTCACGAC-3’, and the M13 reverse primer —48, 5'-AGCGG
ATAACAATTTCACACAGGA-3', for verification and compared to the
reference HSV-1 genome sequence (GenBank accession number
NC_001806). DNA labeling was performed using the conventional ran-
dom-priming protocol with either biotin-14-dCTP or digoxigenin-11-
dUTP and 200 ng of DNA as a template. For biotin-14-dCTP labeling, the
BioPrime DNA kit (Invitrogen) was used according to the manufacturer’s
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TABLE 1 Primer pairs used for cloning of HSV-1°

Primer (5'—3")

Probe Coordinates Forward Reverse

P4 9273-11276 TGGTTGTGTTACTGGGCAAA TCGATCGACGACACCATAAA
P5 11090-13245 CAGATACGACTCCCGCAGAT CGACGACCTCGACGTTATTT
P8 73229-77332 AGATGTCCACGAGCACCAG CCTGACTTTGTGGGGCTAAA

“ The sequences and coordinates of the primers are based on the sequence of the genome of HSV-1 strain 17 (GenBank accession no. NC_001806).

instructions, except that the labeling reaction proceeded overnight. For
digoxigenin-11-dUTP, a deoxynucleoside triphosphate (ANTP) mixture
composed of 2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 1 mM dTTP, and 1
mM digoxigenin-11-dUTP (Roche) was used in place of the ANTP mix-
ture furnished with the BioPrime DNA kit.

Hybridization and detection of HSV-1 probes. Hybridization steps
were performed as described by Schurra and Bensimon (48). Detection of
labeled probes was carried out using three layers of antibodies in a 1:25
dilution. Biotin-14-dCTP-labeled probes were revealed with Alexa Fluor
594-conjugated streptavidin (Invitrogen) as the first step, followed by
incubation with a biotinylated goat anti-streptavidin antibody (Vector
Laboratories) and then with Alexa Fluor 594-coupled streptavidin.
Digoxigenin-11-dUTP-labeled probes were consecutively revealed with
an aminomethylcouramin acetate (AMCA)-conjugated monoclonal
mouse anti-digoxigenin antibody (Jackson ImmunoResearch) and then
AMCA-coupled rat anti-mouse (Jackson ImmunoResearch) and Alexa
Fluor 350-conjugated goat anti-rat IgG (Invitrogen) as a final step. After
the last washing steps, the hybridized coverslips were gradually dehy-
drated in 70%, 90%, and 100% ethanol solutions and air dried.

Statistical analysis of the distribution of the HSV-1 genome isomers.
Yoyo-1 iodide-stained or hybridized-combed DNA coverslips were
scanned with an inverted automated epifluorescence microscope
equipped with a 40X objective (ImageXpress Micro; Molecular Devices).
All images were uniformly contrasted using ImageJ (http://rsbweb.nih
.gov/ij/) with identical parameters to allow comparison. The lengths of
Yoyo-1 iodide-stained DNA fibers and HSV-1-specific hybridization sig-

C O Phenol-chloroform
(YOYO®-1 iodide)
N=1268; Median= 34 kb

=40

S

%30

5

%20

=10

min 30 40 50 60 70

max 40 50 60 70 80 90

m Agarose plugs
(YOYO®-1 iodide)
N=2268; Median= 84 kb

100 110 120 130 140 150 160 170

nals were measured using a custom image analysis system (5) and con-
verted to kilobases using an elongation factor of 2 kb/pwm. The minimum
number of fluorescent signals analyzed was determined using the central-
limit theorem that leads to the following equation: n = (6(1—8é)Zc2)/m?,
with Zc as the quantile of the standard normal distribution in a 95%
confidence interval, é as the estimated proportion of a given isomer, m as
the margin of error between the estimated proportion é and the actual
proportion of a given isomer, and n as the size of the sample. With a
tolerated margin of error of 5% and the proportion é estimated at 50%,
405 signals were randomly selected and analyzed. The distribution was
tested by a chi-square test and accepted when the P value observed was
above 0.05. The binomial error was calculated according to the equation
100N o X \/ N[1 — (NNyya))], where N, is the total number of sig-
nals analyzed and N is the number of a given isomer.

RESULTS

Improvement of the DNA extraction method for the detection
of HSV-1 genomes in viral particles. In order to characterize the
structure and the organization of the HSV-1 genome, we applied
molecular combing, a technology that allows the direct visualiza-
tion and analysis of single DNA molecules at the kilobase level of
resolution. Since the HSV-1 DNA is a 152-kb-long genome, high-
resolution mapping of the genome requires very high-molecular-
weight DNA. First, HSV-1 strain SC16 DNA was extracted from
viral particles by the standard phenol-chloroform method and

m Agarose plugs
(Hybridization)
N=2309; Median= 78 kb

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

180 190 200

Classes of DNA length (kb)

FIG 1 Combed HSV-1 DNA from viral particles. (A) Detection of Yoyo-1 iodide-stained combed DNA of HSV-1 strain SC16 particles extracted by a
phenol-chloroform method. The scale bar corresponds to 25 wm (50 kb). (B) Alexa Fluor 594 fluorescence hybridization HSV-1 DNA arrays corresponding to
HSV-1 strain SC16 DNA extracted from agarose plugs with virions embedded. Scale bar, 25 um (50 kb). (C) Size distribution of combed DNA extracted from
HSV-1 strain SC16 particles. The number of DNA fibers was classified per bin of 10-kb width, for which the minimum (min) and maximum (max) lengths are
indicated. The fiber lengths of Yoyo-1 iodide-stained viral DNA extracted by the phenol-chloroform method (#n = 1,268; median = 34 kb) and using agarose
plugs (n = 2,268; median = 84 kb) are depicted by light and dark gray bars, respectively. Black bars correspond to the measurement of the Alexa Fluor
594-fluorescent HSV-1 signals (n = 2,309; median = 78 kb). The boldface numbers indicate the bin containing full-length HSV-1 genomes.
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FIG 2 Genomic Morse code for the detection of HSV-1 isomers. Fluorescence
hybridization arrays illustrating the HSV isomers (from the top down) P, IL,
IS, and ILS are shown below the schemas. The structure of the HSV-1 genome
is shown, with the unique long (U;) and short (Ug) regions (arrows), the
TR /IR (empty boxes) and TR¢/IRg (gray boxes) repeats, and the a sequences
(black boxes). After detection, the apparent HSV-1 genomic Morse code con-
sists of continuous arrays of Alexa Fluor 594 fluorescent H,, H;, and H; probes
(red bars) and Alexa Fluor 350/AMCA fluorescent H,, H,, and Hy probes (blue
bars). The sizes of the fragments shown at the top are given in kilobases ac-
cording to the reference HSV-1 genome sequence (GenBank accession num-
ber NC_001806).

combed. Individual DNA fibers were revealed with the intercalat-
ing agent Yoyo-1 iodide (Fig. 1A), and 1,268 stained fibers were
then measured. The majority of the fibers had lengths between 15
and 20 pwm (30 and 40 kb, using the elongation factor of 2 kb/pum)
(Fig. 1C). With a median size of 17 pm (34 kb), only 0.9% of the
measured DNA molecules were over 70 wm (140 kb), indicating
that full-length HSV-1 genomes were rare. These results suggest
that the majority of DNA molecules are partly fragmented by sev-
eral factors, for example, as a consequence of uncontrolled forces
during phenol-chloroform extraction or the activity of nucleases.
DNA extraction from viral particles embedded in agarose plugs, as
described by Schurra and Bensimon (48), did not lead to detection
of Yoyo-1 iodide-stained DNA molecules (data not shown), sug-
gesting that the HSV-1 particles are not lysed within the agarose
plug. We slightly modified the extraction method by decreasing
the concentration of low-melting-point agarose to 1% and by per-
forming lysis of viral particles in two consecutive lysis buffers con-
taining 1% SDS (instead of 1% sodium N-lauroylsarcosinate) and
2 mg/ml of proteinase K, respectively. As shown in Fig. 1C, the
analysis of 2,268 individual DNA molecules revealed a different
type of DNA fiber length distribution than did phenol-chloro-
form extraction—the median size was 42 pm (84 kb), with 4% of
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DNA fibers having a length over 70 wm (140 kb). As 2.5% of the
DNA fibers had a size greater than 76.5 pm (153 kb), this suggests
that the viral-particle preparations were contaminated with cell
genomic DNA.

The combed DNA fibers were then cohybridized with a set of
41 digoxigenin-11-dUTP-labeled cloned fragments that covered
the entire HSV-1 genome. Continuous Alexa Fluor 594-fluores-
cent hybridization signals were obtained, showing that the ob-
served signals corresponded to HSV-1 DNA (Fig. 1B). Measure-
ment of 2,309 linear fluorescent signals yielded a median size of 39
pm (78 kb) (Fig. 1C). This time, 3% of the individual fibers were
over 70 pm (140 kb). It was noted that 1.5% of the HSV-1 DNA
fibers had lengths greater than 76.5 pm (153 kb), suggesting that
the viral-particle preparations are partially contaminated with
HSV-1 concatemeric DNA from infected cells. In conclusion, the
data show that the method of extraction was improved in terms of
DNA length, allowing analysis of the HSV-1 genome structure in
viral particles by molecular combing.

Detection of the four HSV-1 genome isomers. In order to
distinguish the four isomers of the HSV-1 genome, the 41 HSV-1
probes were labeled with either digoxigenin-11-dUTP or biotin-
14-dCTP and detected with Alexa Fluor 350/AMCA- and Alexa
Fluor 594-coupled antibodies, respectively, to create six groups of
probes, referred as H; to Hg, that differ in size and color (Fig. 2).
This constitutes the HSV-1-specific genomic Morse code. The or-
der of the 6 probes within the genomic Morse code differs for each
isomer; for example, the expected H,H,H;H,H;H, fluorescent
array corresponds to a P isomer, while an IL isomer is revealed by
the theoretical HyH,H, H,H;H, fluorescent array. Immunofluo-
rescence microscopy of hybridized combed DNA extracted from
particles of HSV-1 strain SC16 displayed a large diversity of mul-
ticolor linear patterns. Figure 2 shows an example of each full
HSV-1 genome isomer that was successfully detected. Neverthe-
less, most of the canonical signals detected (95%) were found to be
fragmented. However, they can be considered for further analysis,
since we determined the minimal genomic Morse code pattern
necessary to identify an isomer (Table 2). For example, a contin-
uous signal composed of a 10-kb-long AMCA/Alexa Fluor 350
signal followed by a 21.5-kb-long Alexa Fluor 594 fluorescent sig-
nal, a 13-kb-long AMCA/Alexa Fluor 350 signal, and a 7.5-kb-
long Alexa Fluor 594 fluorescent signal corresponds to a fragment
of H, followed by H,H,H; and thus can only be interpreted as an
IL isomer. On 1,082 measurements, the mean sizes of the H,, H,
H,, and Hy probes were 21.3 = 1.46 kb (theoretical 21.5 kb),
45.5 *+ 2 kb (theoretical 45.5kb), 12.7 = 0.7 kb (theoretical 13 kb),
and 7.8 = 0.5 kb (theoretical 7 kb), respectively, indicating that
the designed genomic Morse code detects HSV-1 genomes that
structurally correspond to what was theoretically expected. All
these observations indicate that the designed genomic Morse code
can discriminate the four HSV-1 genome isomers at the single-

TABLE 2 Minimum fluorescence hybridization patterns for the
identification of HSV-1 isomers

Isomer Minimum pattern (size [kb])

P H, (36) H, (13) H, (3)

IL H, (10) H, (21.5) H, (13) H, (7.5)
IS H, (37.5) H, (7) H; (7.5)

ILS H, (16) H, (21.5) H, (7) H; (7.5)
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FIG 3 Distribution of the HSV-1 isomers in viral particles and in infected cells. The histograms show the average frequencies of the four HSV-1 genome isomers
in SC16 and KOS viral-particle extracts produced in BSR cells (Stock) (A); Vero, Cos-7, BSR, and Neuro-2a cell extracts infected with strain SC16 (B) and strain
KOS (D); and the corresponding cell culture supernatants (C and E). The frequencies of the P, IL, IS, and ILS isomers are depicted. P values of <0.05 (x test)

are indicated by the brackets. The error bars indicate binomial errors.

molecule level. To obtain the distribution of the isomers from
viral-particle extracts of the HSV-1 strains SC16 and KOS pro-
duced in BSR cells, 405 fluorescent arrays that fulfilled the criteria
for attribution of an isomer were counted. In both cases, the dis-
tributions were found to be equivalent (Fig. 3A), with chi-square P
values of 0.96 and 0.80, respectively. Those viral-particle prepara-
tions were designated stocks. They were subsequently used to in-
fect various cell lines and to analyze the HSV-1 isomer distribu-
tion during productive infection.

Cell- and strain-dependent distributions of the HSV-1 ge-
nome isomers. In order to perform a systematic analysis of the
distributions of the four isomers of the HSV-1 genome, stocks
of strains SC16 and KOS were used to infect Vero, COS-7, BSR,
and Neuro-2a cells at a multiplicity of infection of 0.5. The
distributions of the four genome isomers were determined for
one genome equivalent from cell extracts and the correspond-
ing supernatants. In the cell extracts, the distribution was ana-
lyzed globally, as HSV-1 genomes may have various origins:
HSV-1 DNA that has just entered cells, fragmented concate-
meric DNA, residues of A capsids that lack the CCSC complex
(UL25/UL17 proteins) that failed to retain DNA (60), and en-
capsidated HSV-1 DNA. Cell supernatants contained the viral
particles that had been released from infected cells. As shown in
Fig. 1C, the preparations of cell supernatants are slightly con-
taminated with HSV-1 DNA longer than one genome equiva-
lent. Here again, the analysis of the distribution was performed
on the overall population. For strain SC16, both particles and
infected cell samples showed that the frequencies of the four
HSV-1isomers were about 25% (Fig. 3B and C), indicating that
the distributions were statistically equivalent (chi-square P
value, between 0.6 and 0.9). For the KOS strain, the frequencies
of the four isomers were also about 25% for cell and cell super-
natant DNA extracts of the COS-7 and BSR cells. On the other

8596 jvi.asm.org

hand, the P and IS isomers were overrepresented in Vero and
Neuro-2a cell extracts, with proportions between 30% and
35%. These differences in the distributions of the four HSV-1
isomers were statistically confirmed, as the P values of the chi-
square tests were 6 X 10~ % and 10~ * with Vero and Neuro-2a
cells, respectively (Fig. 3D). A similar statistically unbalanced
distribution was noticed in the corresponding viral particles
recovered from the culture supernatant. P and IS were again
overrepresented, with proportions between 28% and 31%, and
the chi-square P values were 6 X 107> and 3 X 10~ * with Vero
and Neuro-2a cells, respectively (Fig. 3E). This means that both
P and IS viral genome isomers from HSV-1 genomes in infected
cells and from released viral particles are more highly repre-
sented than the IL and ILS genome isomers. Thus, the process
of isomerization seems not to systematically result in a random
distribution.

Detection of intermediates of replication in infected cells. In
infected Vero, COS-7, BSR, and Neuro-2a cells, fluorescent signal
arrays longer than 152 kb (likely corresponding to intermediates
of replication) were detected, in addition to the canonical HSV-1
fluorescent signals (one-genome-equivalent elements with the
usual a-TR;-U;-IR;-a’-IRs-Us-TRg-a organization). Fluores-
cence hybridization was performed using the genomic Morse code
labeled with digoxigenin-11-dUTP on combed DNA from nonin-
fected Vero cells and SC16-infected Vero cell DNA extracts. As
expected, in noninfected Vero cells, used as a control, no fluores-
cence hybridization signals were detected, indicating that the
probes do not cross-hybridize with host genome DNA and are
specific to the HSV-1 genome (data not shown). Continuous Al-
exa Fluor 594-fluorescence hybridization signals were detected in
infected-cell DNA extracts. The measurement of 1,031 signals re-
vealed the presence of HSV-1-positive DNA fibers as long as 1,393 kb.
Fibers were grouped into bins of one-genome-equivalent elements

Journal of Virology

aIA01Ig1g SUND-LSINI AQ 2T0Z ‘v 1aquianoN uo /610" wse’IAl/:dny wouy papeojumod


http://jvi.asm.org
http://jvi.asm.org/

Structural Variability of HSV-1 Genomes

C D

S oP §

) Bl 3 /

g g ’

3 m IS 3 5

g g 7

s g ILs £ 4
4
i

Vero COS-7 BSR Neuro-2a Vero COS-7 BSR Neuro-2a

FIG 4 Detection of HSV-1 genome concatemers. (A) Alexa Fluor 594-fluorescence hybridization HSV-1 DNA arrays corresponding to HSV-1 strain SC16
concatemerized DNA molecules extracted from infected Vero cell extracts. The arrowheads delimit genome equivalents (1 genome equivalent is ~152 kb), and
the genome equivalent numbers are given between them. (B) Example of a hybridization array corresponding to an intermediate of replication from strain
SC16-infected BSR cell extracts. The red Alexa Fluor 594-fluorescence signal corresponds to the H;, H;, and H; probes, while the blue AMCA/Alexa Fluor
350-fluorescence corresponds to the H,, H,, and H, probes. Below is a schematic representation of the concatemeric DNA chain. The empty boxes correspond
to the b/b’ inverted repeats, and the gray boxes correspond to the ¢/c’ inverted repeats. The a sequences are depicted as black boxes. U; and U are represented
as black straight lines. The two possible genome isomers that can be generated are indicated below the lines. (C and D) Histograms showing the frequencies of
the four HSV-1 isomers in concatemeric HSV-1 of strains SC16 (C) and KOS (D) produced in infected Vero, COS-7, BSR, and Neuro-2a cells. The error bars

indicate binomial errors.

(76.5 pm or 153 kb) (Fig. 4A and Table 3). The majority of fibers
(62%) was less than 153 kb and 29% were between 153 and 306 kb,
corresponding to two genome equivalents, while 3.6% were between
306 and 459 kb long, as expected for three genome equivalents. The
remaining 5.4% were between 459 and 1,530 kb, i.e., 3 to 10 genome
equivalents. It is notable that fibers of three genome equivalents or
more were detectable and were possibly underestimated, considering
the breakage during the DNA extraction or the molecular combing
processes, probably due to the presence of nicks and gaps reported in
replicative HSV-1 DNA (17).

Equivalent distributions of the four HSV-1 isomers in the
intermediates of replication. Using the validated genomic Morse
code, the isomer distribution was analyzed within the concatem-
ers that were produced in Vero, COS-7, BSR, and Neuro-2a cells

TABLE 3 Numbers of HSV-1 genome equivalents in replication
intermediates

Size class (kb)

No. of genome No. of Frequency
equivalents Minimum Maximum fibers (%)
1 >0 <153 635 61.6
2 >153.2 <306 296 28.7
3 >306.2 <459 37 3.6
4 >459.2 <612 17 1.6
5 >612.2 <765 20 1.9
6 >765.2 <918 6 0.6
7 >918.2 <1071 8 0.8
8 >1071.2 <1224 4 0.4
9 >1224.2 <1377 7 0.7
10 >1377.2 <1530 1 0.1
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infected with either strain SC16 or KOS of HSV-1. As during the
encapsidation process unit-length genomes are cleaved in the a
sequence, and as it is not possible to orient the DNA molecules,
there are two possibilities for cleavage per molecule, generating
two possible sets of isomers per molecule (Fig. 4B). The frequen-
cies of the four isomers were about 25%, even for concatemers
from strain KOS-infected Vero and Neuro-2a cell DNA extracts
(Fig. 4Cand D). These observations suggested that the nonequiva-
lent distributions of the one genome equivalents produced in cells
or cell supernatants from KOS-infected Vero or Neuro-2a cells
likely occur throughout encapsidation rather than during homol-
ogous recombination between the inverted repeats surrounding
the U, and the Ug fragments.

Noncanonical HSV-1 genomes are frequent in viral particles.
During the analysis of isomer distribution, we noticed several
types of unconventional DNA structures. First, there were indi-
vidual molecules for which the sequence of the H, to Hy probes
corresponded to one isomer but with unexpected length or order
of at least one of the probes. For example, the 104-kb AMCA/
Alexa Fluor 350 array for the first molecule in Fig. 5A is 47 kb
longer than the longest expected blue H, signal. A second exam-
ple, typified by the second molecule in Fig. 5A, corresponds to a
75-kb AMCA/Alexa Fluor 350 array disconnected by a 5-kb Alexa
Fluor 594 signal. These examples suggest events like internal du-
plications, deletions, or rearrangements. Third, several fibers
showed regular repeats (Fig. 5A) for which a 17.8-kb repetition
composed of a 5.8-kb AMCA/Alexa Fluor 350 florescence signal
and a 12-kb Alexa Fluor 594 signal are observed. Their repetitive
structure is similar to those described by Schroder et al. (47) as
parts of viral genomes built up from repeats of restricted regions of
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FIG 5 Detection of noncanonical HSV-1 SC16 particle DNA forms. (A) Examples of three fluorescence hybridization arrays. Scale bar, 12.5 um (25 kb). The
sizes of the Alexa Fluor 594 and Alexa Fluor 350/AMCA fluorescence arrays are indicated in kilobases above the corresponding fluorescent signals. The arrow
indicates a 17.8-kb-long repetitive array. (B to D) Histograms showing the mean frequencies of canonical and noncanonical events in SC16 and KOS viral-
particle DNA produced in BSR cells (Stock) (B) and in viral particles released from production of strains SC16 (C) and KOS (D) in Vero, Cos-7, BSR, and

Neuro-2a cells.

the standard genome and designated repetitive interfering parti-
cles. Among the genomes extracted from viral particles, the ratio
between canonical and noncanonical events varied between viral
strains and could be as high as 47% for the KOS strain of HSV-1
(Fig. 5B, C, and D).

Differential distributions of the HSV-1 isomers in vivo. To
determine whether nonrandom isomer distributions are also ob-
served in vivo, total DNA was extracted from corneas and trigem-
inal ganglia from mice infected with the SC16 or KOS strain. The
analysis of the distributions of the canonical HSV-1 genomes re-
vealed that the ILS isomer predominated with both strains and in
both cornea and trigeminal ganglion tissues. This was never found
in vitro. Although the numbers of isomers were low in both SC16-
and KOS-infected corneas (n = 209 and n = 115, respectively),
their distributions were random (P = 0.06 and P = 0.6, respec-
tively). The distributions were similarly random in the trigeminal
ganglion extracts (P = 0.06) (Fig. 6A) from mice infected with
strain SC16, whereas the ILS isomers were overrepresented (fre-
quency, 34%) in trigeminal ganglion extracts from mice infected
with the KOS strain. This led to statistically nonequivalent distri-
butions with a chi-square P value of 6 X 10~ * (Fig. 6B). This
nonrandom distribution was distinct from those observed in in
vitro experiments. Concatemeric DNA was rarely detected in in-
fected cornea and trigeminal ganglion DNA extracts, suggesting a
low rate of replication at 6 days postinoculation. As observed in
vitro, 20% and 35% of the genomes detected in the corneas and
trigeminal ganglia corresponded to noncanonical forms (Fig. 6C),
suggesting that HSV-1 genome replication leads to relatively high
levels of aberrant genomes that are probably noninfectious.

DISCUSSION

The distribution of HSV-1 genome isomers is commonly thought
to be random (12, 13, 19). While herpesviruses genomes have
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been studied by electron microscopy (13) and Southern blotting
(2) for many years, the uniform stretching provided by molecular
combing, which essentially pulls genomes into fibers like mole-
cules that can be readily detected by fluorescent probes (36), cou-
pled with direct visualization by differently labeled probes pro-
vides unprecedented resolution for the statistical analysis of the
genome isomer distribution. The mean size of DNA molecules
extracted from virions was around 30 kb after phenol-chloroform
extraction (Fig. 1C), much less than one genome equivalent. To
allow the analysis of the distribution of the four HSV-1 isomers,
the method of extraction was improved, reaching ~70 to 80 kb as
an average fiber length for DNA extracted from virions in agarose
blocks. However, it was still well below one genome equivalent.
This may have several origins that are not mutually exclusive.
First, it has been reported that members of the Herpesviridae ran-
domly produce partial genomes during their replication (22, 47).
If those elements, called defective interfering particles, contain
packaging signals, they are encapsidated and thus create interfer-
ence during serial infection. Indeed, at a given time, more copies
of the fragments than of complete genomes are reproduced, lead-
ing to a reduction in infectious particles. It is then probable that
part of the viral particles extracted corresponded to accumulated
defective interfering particles. Another source of HSV-1 genome
fragmentation could be the activities of endonucleases, which may
have cleaved concatemers from lysed infected cells. A recent work
has also shown that HSV-1 genomes are susceptible to cytidine
deamination by APOBEC3C (58), a reaction very rapidly followed
by uracil removal by uracil N-glycosylase, and it is possible that
packaged DNA might have some abasic sites. Finally, it has been
reported that virion and replicative HSV-1 DNAs contain fre-
quent nicks and gaps (3, 17, 26, 43, 52, 66). During DNA extrac-
tion and/or molecular combing, these sites might prove to be frag-
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FIG 6 (A and B) Distribution of the HSV-1 isomers in right and left corneas and trigeminal ganglia (TG) of two mice infected with strain SC16 (A) and two mice
infected with strain KOS (B). The histograms show the mean frequencies of the four HSV-1 genome isomers. For each condition, the number of signals analyzed
(N) is indicated. P values of <0.05 (x? test) are indicated by brackets. (C) Histograms showing the mean frequencies of canonical and noncanonical events in

corneas and trigeminal ganglia of two mice infected with strain SC16 or KOS.

ile, giving rise to large numbers of subgenome fragments. What is
clear is that phenol-chloroform DNA extraction results in consid-
erable degradation of HSV-1 genomes, meaning that prior studies
relying on the quality of HSV-1 DNA may have led to some erro-
neous findings.

The variety of HSV-1 DNA forms detected was considerable.
In cell extracts, it represented subgenomic fragments, concatem-
ers, and noncanonical genomes. The isomer distribution was
uniquely addressed in the context of one genome equivalent and
concatemers. The isomer distribution was found to be equimolar
in vitro when using the strain SC16. In contrast, statistically sig-
nificant overrepresentation of P and IS isomers was observed in
cell and cell supernatant DNA extracts from a culture of Vero and
Neuro-2a cells infected with strain KOS. Thus, the distribution
was found to be host cell and strain dependent in vitro, suggesting
a cell- and strain-dependent mechanism. As equivalent distribu-
tions were noticed in KOS concatemeric DNA in vitro in all cell
lines, the unbalanced distribution observed in viral particles and
cell extracts was likely related to the encapsidation process. The
isomerization mechanism has been previously linked to the en-
capsidation process, as the alternative cleavage of concatemeric
molecules is part of the mechanism leading to the four genome
isomers (56, 62). Even if the L and S termini both contain the
signals for DNA encapsidation (57), only L termini are observed in
concatemeric DNA, suggesting that encapsidation starts at the L
termini and proceeds toward S (34, 69). Here, the unbalanced
distribution could be linked to increased efficiency in the cleavage
of the a sequence toward P and IS isomers or a predisposition to
degradation of IL and ILS isomers after cleavage. In vivo, the dis-
tributions were found to be random, except with strain KOS,
where the ILS isomers are overrepresented in trigeminal ganglia,
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which was distinct from what was observed in vitro. Statistically
unbalanced distributions were uniquely observed with strain
KOS, aless virulent strain than SC16 (6). The KOS strain of HSV-1
is known to be modified in the ICP34.5 gene (39), which encodes
aneurovirulence factor that maps in the TR, /IR inverted repeats
(15, 40). This, combined with the observation of the balanced
distribution of putative isomers in concatemeric DNA for both
SC16 and KOS, suggests that the genomic and/or epigenomic or-
ganization of the TR /IR; regions could affect the isomerization
process, likely at the encapsidation step. Finally, both in vitro and
in vivo, the frequency of one isomer reached 40% from the null
distribution, suggesting that the tendency is not to deviate too far
from an equimolar distribution. However, the continued unbal-
anced distributions observed using a single-molecule approach
suggest a controlled process. It is notable that molecular combing
allowed the measurement of replication intermediates. It has been
shown previously that most of the concatemeric DNA was com-
prised of 2 or 3 genome equivalents (14), which was confirmed
here (Table 3). We also observed replication intermediates of up
to 10 genome equivalents. With the power to visualize different
regions of the genome, we could identify the composition of the
concatemers, which suggests recombination. As they could repre-
sent ligation of monomers, dimers, or trimers or reflect nuclease
isomerization within the concatemers, it is not possible to for-
mally distinguish between the two models currently proposed to
describe HSV-1 DNA replication, i.e., rolling-circle (7) and re-
combination-dependent replication (67) mechanisms.

We also observed large proportions of noncanonical isomers in
vitro (30 to 60%). A large variety of patterns were detected. Over-
all, as suggested previously (59), recombination between HSV-1
genomes is a major event in the replication process allowing the
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creation of new genetic assortments and thus may play an impor-
tant role in the evolutionary process. In vivo, the noncanonical
assortments were less abundant than in vitro, which suggests that
some mechanisms may occur to optimize the efficacy of genome
assortment and to improve the quality of encapsidated viral ge-
nomes. Moreover, the proportion of noncanonical forms was 10
to 20% higher in trigeminal ganglia than in corneas. At this stage
of infection, i.e., 6 days after viral inoculation by corneal scarifi-
cation, the cornea is markedly infected for several days, and most
of the detected HSV-1 genomes are likely already encapsidated, if
not contained in mature viral particles. In contrast the trigeminal
ganglia had been reached by viral particles for only 1 or 2 days, and
the replicative infection within the neuronal somata was less com-
plete than in the cornea (data not shown). Thus, most of the
HSV-1 genomes detected were likely undergoing replication,
which may account for our results.

While the success of HSV-1 has never been in doubt, it seems to
be achieved at a high cost in terms of DNA synthesis. While ex-
perimental factors reduce the genome size to less than one unit
length, the sheer proportions of subgenomic molecules and non-
canonical forms is a little surprising. They may reflect anthropo-
centric perceptions, as the particle- to-PFU ratio for HSV-1 is on
the order of 100:1. The present data introduce another cost aspect
inviral ecology, the accuracy of DNA replication of large genomes,
which does not show up in particle-to-PFU ratios. By extrapola-
tion, it is tempting to suggest that a similar situation may pertain
to the replication of other herpesvirus genomes, most of which are
larger than that of HSV-1. It is an open question whether genome
replication of DNA viruses is similarly affected, but unique mo-
lecular combing has the potential to explore this question.
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Résumé :

Le virus de I'herpes simplex de type 1 (HSV1) étabie infection latente dans le systéme nerveushdenme,
au cours de laquelle un type de transcrits, appedds (pourlatency associated transcripts), s'accumule dans les neurones
infectés. Le role clef des LATs dans le contréldadiatence virale est reconnu. Cependant, depursdécouverte dans les
années 80, leur mécanisme d'action reste non élucid

Le géne des LATs est transcrit en un LAT primdieeB,3kb, qui est épissé, conduisant a la formatédeux
LATSs stables : le LAYy, et le LAT, s De fagcon remarquable, le LAT2kb et le LAT1.5kimisdes introns. Leur stabilité
est la conséquence d'un branchement non canonigse traduit par le maintien de la structure eiaia

Au cours de ce travail, nous avons pu que les L#org un nouveau type d'éléments mobiles dotésageigtés
uniques qui sont a la fois capables de modifiegéasomes viraux et cellulaires. Ces propriétéd dds ouvrent de
nouveaux horizons sur la biologie du virus, enipalier sur la régulation de latence.

Enfin, I'identification de cet élément mobile Vjrqui partage des similitudes fonctionnelles micturales avec
des éléments mobiles procaryotes et eucaryotelev&des questions importantes dans le domainégution.

Summary :

The herpes simplex virus type 1 (HSV1) establishdifelong latent infection in the human nervoustsyn,
during which a subtype of transcripts, calleatency Associated Transcripts (LATS), accumulate in infected neurons. The
key role of LATs in the control of HSV1 latency vgell acknowledged. However, their mechanism ofactiemains
unknown since their discovery in the 80's.

The LAT gene encodes an 8.3 kb primary transcript, whidplised, leading to the formation of two stableTsi
LAT2,, and LAT, 54 (2 kb and 1.5 kb in size, respectively). RemarkahWT ., and LAT, 5 are stable introns, as a
consequence of a non-consensus branch-point gadtgén the maintenance of a lariat structure.

During this work, we showed that LATs are a newetgh mobile elements with unique properties whioh @ble
to modify both the viral and the host genomes. Thigjue property of LATs opens new horizons on Hddlogy,
particularly on latency regulation.

Finally, the identification of this viral mobildement, that shares functional and structural sirities with both
prokaryotic and eukaryotic mobile elements, ramagor questions about evolution.

Mots-clés : Herpes simplex de type 1, EIément mobile, Latence, Epissage inverse, Rétrotransposition
Neurones, Réactivation.
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