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« Pour comprendre ce que je fais, voyez plutôt le virus comme un vaisseau spatial à la conquête de 
nouvelles planètes… Lorsque qu’un vaisseau spatial prend pour cible une planète, c’est pour y 
détourner toutes ses ressources afin de composer une nouvelle armée de vaisseaux et d’envahir 
d’autres planètes. » - Extrait MT180S Clotilde Muller. 

Crédit dessin : Clotilde Muller 
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PRÉAMBULE 

 

Les virus, ces entités à la frontière du vivant fascinent la communauté scientifique 

depuis de nombreuses années. L’estimation de leur nombre est de 1031, soit plus d’un 
quintillion ! Invisibles à l’œil nu, ils sont pourtant partout ; aussi bien dans l’eau, dans l’air, dans 

la terre qu’en nous (“Microbiology by numbers,” 2011).  

Pour l’Homme, 200 sont recensés comme des pathogènes entrainant des maladies 
bénignes, des maladies graves ou même comme étant impliqués dans les cancers (Viral Zone, 

2022).  

Parmi ces virus, on retrouve le cytomégalovirus (CMV) : je l’ai étudié non parce qu’il 

porte mes initiales, mais plutôt dans le but de le comprendre lui et son fascinant mécanisme 
d’encapsidation pour de mieux le contrer.  

La découverte de ce virus se situe vers la fin du XIXiem siècle où de premières inclusions 
cytoplasmiques et nucléaires sont observées dans des coupes de rein d’enfants mort-nés. 

Son nom trouve ces origines dans ces observations. Ce n’est que dans les années 50 que le 
cytomégalovirus humain fut isolé en culture cellulaire (Ho, 2008). Depuis, les connaissances 

relatives au cytomégalovirus humain se sont accrues, mais demeurent encore incomplètes.  

Le cytomégalovirus appartient à famille des herpèsvirus comportant près de 
120 membres dont les plus connus du grand public restent l’herpès simplex (HSV), le virus de 

la varicelle et du zona (VZV) ou encore le virus d’Epstein Barr (EBV) responsable de la 
mononucléose infectieuse. Ubiquitaire, le CMV infecte près de 50 % de la population française 

et se transmet par des contacts étroits via les fluides et sécrétions corporels d’individus 
infectés. Son pouvoir pathogène, le plus souvent discret, est sous-estimé. En effet, si la plupart 

des premières rencontres avec le virus sont inapparentes chez les personnes 
immunocompétentes, sa persistance dans l’organisme (latence) et son implication dans de 

nombreux mécanismes cellulaires en font un redoutable pathogène chez les patients 
immunodéficients, receveurs de greffe ou encore les personnes atteintes du syndrome 

d’immunodéficience acquise (SIDA). L’infection à CMV peut entrainer chez ces patients une 

maladie à CMV avec des atteintes au niveau des organes vitaux. Par ailleurs, le CMV constitue 
la principale cause d’infection congénitale d’origine virale. Malgré l’efficacité des 

traitements développés, leur toxicité et l’émergence de résistances entraînent des défis 
thérapeutiques. Il est donc primordial d’étudier ce virus pour pouvoir développer de nouvelles 

molécules antivirales.   
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Le challenge de ma thèse est de mieux comprendre le mécanisme 

d’encapsidation de l’ADN viral ce qui permettrait in fine le développement d’inhibiteurs 
anti-CMV spécifiques.  

L’étape d’encapsidation est essentielle à la réplication du cytomégalovirus. Cette 
étape, très conservée chez les herpèsvirus et plus largement chez les bactériophages (Baker 

et al., 2005), consiste au conditionnement de l’information génétique (ADN) dans une structure 
protéique formant une capside. Ce conditionnement est exercé par un ensemble de protéines 

dont un complexe protéique nommé « terminase ». Trois protéines correspondent au cœur 

de ce complexe (pUL56, pUL89, pUL51) et 3 autres protéines y participent sans que leur rôle 
soit encore bien défini (pUL52, pUL77, pUL93). 

Dans ce manuscrit de thèse, après une étude bibliographique, seront présentés les 
différents résultats issus d’études bio-informatiques, d’homologie structurale, de biologie 

moléculaire et cellulaire.  

La première partie se consacre à l’étude de l’implication d’une protéine du complexe terminase 

(pUL51) dans la résistance au traitement (letermovir).  

La deuxième porte sur la relation structure-fonction de deux protéines impliquées dans le 

mécanisme d’encapsidation (pUL51 et pUL52).  

Enfin une dernière partie porte sur la mise en place de la production des protéines pUL89 et 
pUL56 du complexe terminase pour étudier leurs interactions en présence ou non de 

molécules thérapeutiques (ex. letermovir). 
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I. L’infection à CMVH 

I.1. Épidémiologie 

L’infection par le cytomégalovirus humain (CMVH) est de nature endémique plutôt 
qu’épidémique et ne semble pas être soumise à une influence saisonnière. Le CMVH infecte 

une large proportion de la population, et ce dès le plus jeune âge. Quarante à cent pour cent 

de la population mondiale est séropositive vis-à-vis du CMVH, ces estimations varient en 
fonction des pays et du statut socio-économique des individus (Cannon et al., 2010). La Chine, 

l’Amérique Latine et les pays des régions de l’Est de la Méditerranée et de l’Afrique ont la plus 
forte séroprévalence (90 %). Des données disponibles chez les femmes en âge de procréer 

illustrent les différences de la séroprévalence dans le monde (Zuhair et al., 2019) (Figure 1).  

 

 
Figure 1 : Estimation des séroprévalences mondiales du CMVH chez les femmes en âge de procréer. 
(Zuhair et al., 2019) 
  



 

Clotilde MULLER | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 9 novembre 2022  29 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

I.2. Transmission et physiopathologie 

Fragile dans le milieu extérieur, le CMVH se transmet par contact direct ou indirect, de 

manière verticale ou horizontale par échange de fluides ou de sécrétions biologiques telles 
que la salive, le sang, l’urine, les sécrétions génitales, ou encore le lait maternel et les larmes 

(Plosa et al., 2012). Les jeunes enfants infectés peuvent sécréter le virus pendant de longues 
périodes et sont donc une source commune d’infection (Plosa et al., 2012). Des cas d’infection 

à CMVH sont également décrits après transplantation d’organes ou encore des greffes de 

tissus (Nedeljković et al., 1984).  

 

Tableau 1 : Symptômes et complications des infections à CMVH chez les personnes 
immunocompétentes, immunodéprimées et chez les nouveau-nés. 

Individus Signes et symptômes majeurs Complications 

Immunocompétent Fatigue, fièvre, maux de gorge, 
douleurs musculaires 

Atteintes du système digestif, du foie, du 
cerveau et du système nerveux 

Immunodéprimé Atteintes oculaire, pulmonaire, 
hépatique, digestive et cérébrale 

Perte de la vue, pneumonie, colite, gastrite, 
œsophagite, hépatite, encéphalite, myélite,  

Nouveau-né Naissance prématurée, faible poids à la 
naissance, jaunisse, hypertrophie et 
dysfonctionnement hépatique, 
éruptions cutanées, microcéphalie, 
hypertrophie de la rate 

Perte auditive, déficience intellectuelle et 
visuelle, crises d’épilepsie, manque de 
coordination, faiblesse musculaire 

Adapté de Chen et al., 2019 

 

Après contamination, le CMVH dissémine dans tout l’organisme grâce à son large 
tropisme lui permettant d’atteindre à la fois des tissus (cellules endothéliales, épithéliales ou 

encore fibroblastes) et des cellules circulantes (monocytes et macrophages) où il pourra établir 

son état de latence. Ce large tropisme explique la diversité des signes cliniques rencontrés.  

L’infection primaire ou primo-infection à CMVH, est la première rencontre d’un individu 
avec le virus. Bien qu’une infection à CMVH soit très souvent asymptomatique, elle peut 

entrainer un syndrome mononucléosique (forme symptomatique la plus courante) et plus 
rarement des manifestations de type arthralgie, pneumopathie, méningite.  

L’infection à CMVH se définit par la preuve d’une réplication virale par un diagnostic 

biologique indépendamment des symptômes (isolement du virus, détection de protéines 
virales ou d’acides nucléiques). 
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La maladie à CMVH se définit par la preuve d’une infection à CMVH avec des 

symptômes attribuables. La maladie à CMVH peut être classée en tant que syndrome CMVH 
(fièvre, malaise, leucopénie et/ou thrombocytopénie) ou en tant que maladie invasive tissulaire 

(atteinte d’organes) (Kotton et al., 2018; Ljungman, 2017). 

 À la suite d’une primo-infection, le CMVH, comme tous les autres herpèsvirus, persiste 

à l’état de latence dans de nombreux types cellulaires (cellules endothéliales, cellules souches 
hématopoïétiques, lymphocytes, monocytes,…) et peut se réactiver.  

Il peut également provoquer de graves complications chez les personnes 

immunodéprimées où il agit comme un pathogène opportuniste. Les infections primaires, 
secondaires ou les réactivations peuvent induire une réplication virale dans la majorité des 

organes et ainsi entrainer des complications associées à des niveaux élevés de morbidité et 
de mortalité ; fièvre, pneumonie, rétinite, myélite, hépatite et autres problèmes neurologiques 

et gastro-intestinaux (Tableau 1) (Azevedo et al., 2015; Deayton et al., 2004; Emery, 2001; 
Lee et al., 2017; Pillet et al., 2012). De plus, la transmission verticale du CMVH peut entrainer 

des complications chez le nouveau-né le classant comme la première cause de malformations 
congénitales d’origine virale (Tableau 1). 

Outre la réduction de la qualité et de la durée de vie des personnes avec des infections 

sévères, le CMVH représente un coût financier important pour le système de santé, tant pour 
le traitement des conséquences à long terme des malformations congénitales causées par le 

CMVH que pour l’évolution de la maladie chez les patients immunodéprimés. 

I.3. Infection chez le patient immunodéprimé 

L’équilibre entre latence et réactivation dépend en partie du statut immunitaire du sujet 

infecté. Le CMVH peut persister à l’état latent pendant de nombreuses années, cependant, en 
cas d’immunodépression et de stimulation antigénique d’origine infectieuse et/ou de 

stimulation allogénique (transfusion, greffon), des réactivations peuvent survenir et être à 
l’origine d’une nouvelle virémie (Sénéchal, 1998). La réactivation ou la primo-infection à CMVH 

chez ces patients peut se manifester par une réplication virale sans symptômes apparents ou 
par une maladie à CMVH se traduisant par une atteinte sévère des organes (Tableau 1) 

(Ljungman, 2017).  

Le CMVH représente l’agent pathogène le plus souvent rencontré en transplantation. 
En effet 50 à 70 % des patients présentent une primo-infection ou une réactivation dans 

l’année qui suit la greffe (Pereyra and Rubin, 2004; Rubin, 2000). Deux types de 
transplantation sont à différentier, la transplantation d’un organe solide (rein, poumon, cœur…) 
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et l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Dans tous les cas, l’élément transplanté 

provenant d’un donneur séropositif peut contenir du virus à l’état latent et se répliquer chez le 
receveur séronégatif (D+/R-) ou séropositif (D+/R+). 

Dans le cadre de la transplantation d’organe solide, le taux d’infection le plus élevé 
survient dans la combinaison D+/R- avec un risque d’infection d’environ 50 à 65 % (Pereyra 

and Rubin, 2004). Dans la configuration D+/R+, le receveur peut présenter une réinfection par 
une souche provenant du greffon d’un donneur (D+). La réinfection, plutôt rare, est moins 

sévère qu’une primo-infection du receveur (Pereyra and Rubin, 2004). Ainsi les configurations 

D+/R+ et D-/R+ constituent un risque d’infection relatif.  

Dans le cadre de l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques, les patients 

séropositifs (R+) ont un taux de mortalité plus élevé que les patients séronégatifs (R-). Les 
facteurs de risque sont principalement liés à la réaction du greffon contre l’hôte, à la greffe 

provenant de donneurs non apparentés et à l’intensité du déficit immunitaire (Boeckh and 
Nichols, 2004; Robin et al., 2017).  

Bien qu’à ce jour des traitements existent pour pallier les infections à CMVH chez les 
patients transplantés, elles restent corrélées à une augmentation de la mortalité, de la 

morbidité ainsi qu’à une diminution de survie du greffon (Boeckh et al., 2015; Hodson et al., 

2005).   

Les patients infectés par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) sont dans la 

majorité des cas également séropositifs au CMVH. La réactivation du CMVH chez ces sujets 
est favorisée par l’état immunodépresseur qu’induit le VIH. Elle apparait dans le cas où les 

lymphocytes T CD4+ sont inférieurs à 100/mm3 voire 50/mm3. Les manifestations cliniques 
sont variées et dépendent de l’organe atteint (rétinite, œsophagite, gastrite, entérocolite, 

neuropathie périphérique, encéphalite, hépatite, pneumonie). Avec l’évolution des traitements 
et notamment de la trithérapie antirétrovirale dans la fin des années 1990, l’incidence de la 

maladie à CMVH a été diminuée de près de 80 % (Hantz and Boutolleau, 2019).  
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Figure 2 : Représentation artistique du CMV congénital. 

Crédit dessin : Clotilde Muller 
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I.4. Infection congénitale 

La revue « Infection de la femme enceinte par le cytomégalovirus : du dépistage 

au traitement » détaille l’état des lieux sur l’infection congénitale (Annexe 1). Ce chapitre 
reprend les points essentiels de cette revue.  

è Infection de la femme enceinte par le cytomégalovirus : du dépistage au 
traitement 

Perrine Coste-Mazeau, Sophie Alain, Clotilde Muller, Déborah Andouard, Sébastien Hantz 

L’infection de la femme enceinte par le CMVH peut entrainer des séquelles 

irréversibles pour l’enfant à naitre. Ce virus est par ailleurs la première cause de handicap 
neurosensoriel d’origine infectieuse chez l’enfant avec une prévalence mondiale estimée à 

0,65 % (Kenneson and Cannon, 2007; Leruez-Ville et al., 2017).  

Les facteurs de risque d’une infection en cours de grossesse se sont relevés être en 

rapport avec le jeune âge maternel, l’emploi en relation avec la petite enfance et/ou le niveau 
socio-économique (Hyde et al., 2010). L’infection à CMVH (primo-

infection/réinfection/réactivation) peut survenir tout au long de la grossesse et sa transmission 
s’effectue en passant par le placenta avec une réplication virale dans les cellules placentaires 

(fibroblastes, syncytiotrophoblastes, cytotrophoblastes). Le passage fœtal n’est pas 

systématique : il est faible pour une réactivation/réinfection (0,15-3,4 %) et de l’ordre de 30 à 
70 % pour une primo-infection selon le trimestre de grossesse. Bien que le risque de passage 

du virus au fœtus augmente avec le terme de la grossesse, les atteintes sévères du fœtus 
surviennent au cours du premier trimestre. Ainsi la primo-infection chez la femme enceinte 

durant le premier trimestre est la plus à risque pour le fœtus (Chatzakis et al., 2020) 
(Tableau 1). 

Environ 10 à 15 % des nourrissons atteints d’une infection congénitale risquent de 
présenter une infection symptomatique : retard mental, ictère, hépatosplénomégalie, 

microcéphalie, déficience auditive et/ou thrombocytopénie. Parmi ces séquelles, la plus sévère 
étant l’atteinte du système nerveux central car irréversible (Chen et al., 2019). Les nouveau-

nés asymptomatiques atteints d’une infection à CMVH (environ 85 à 90 % des cas d’infection 

congénitale à CMVH) présentent néanmoins eux aussi un risque de séquelles à long terme, 
notamment de retard mental et de perte auditive neurosensorielle de l’ordre de 10 à 15 % des 

cas (Chen et al., 2019). 
  



 

Clotilde MULLER | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 9 novembre 2022  34 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

I.5. Diagnostic 

Les outils de diagnostic de l’infection à CMVH sont nécessaires pour identifier d’une 

part le statut immunitaire du sujet vis-à-vis du pathogène et d’autre part pour évaluer la charge 
virale du CMVH afin d’assurer la surveillance du risque infectieux et l’efficacité thérapeutique. 

Différentes techniques de diagnostic ont été développées. Elles reposent sur des méthodes 
de détection indirecte et directe. 

Diagnostic indirect 

Le diagnostic indirect porte sur la recherche d’anticorps dirigés contre le CMVH dans 

le sérum d’un patient. Son objectif est d’identifier le statut immunitaire du patient. Il permet 
également de déterminer si l’infection est ancienne ou récente. Le test principalement utilisé 

est un test immunoenzymatique de type Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) et 
permet la détection d’anticorps totaux ou la différenciation des isotypes IgG et IgM.  

Le tableau 2 schématise les différentes situations du diagnostic sérologique. Alors que la 
présence d’immunoglobulines de type G (IgG) est spécifique d’une infection à CMVH, les 

immunoglobulines de type M (IgM) sont présentes lors d’une primo-infection, et fréquemment 
lors d’une réinfection ou d’une réactivation. Ainsi, il existe des situations dans lesquelles des 

IgM et des IgG sont détectées chez un sujet sans que l’on puisse déterminer avec certitude 

s’il s’agit d’une primo-infection. Lorsque le diagnostic de primo-infection est indispensable 
(chez la femme enceinte), la mesure de l’avidité des IgG doit être effectuée. L’avidité des IgG 

évalue la force de liaison entre les IgG et les antigènes. Elle augmente progressivement au 
cours des mois post-primo-infection ainsi plus l’avidité sera faible, plus le diagnostic sera en 

faveur d’une primo-infection.  

Tableau 2 : Interprétation du diagnostic sérologique. 

IgG IgM Interprétation Analyses 
supplémentaires 

Négatif Négatif Séronégatif : pas de contact avec 
le virus / 

Positif Négatif Séropositif : contact ancien avec 
le virus / 

Négatif Positif Primo-infection probable Contrôle sérologique 
et/ou PCR  

Positif Positif Primo-infection ou réactivation ou 
réinfection Avidité 

Adapté de Coste-Mazeau et al., 2021 
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Diagnostic direct 

Le diagnostic direct repose sur la mise en évidence du CMVH ou une partie de celui-ci 

(génome, antigène). Différentes techniques peuvent être employées ; 

L’isolement viral est la technique historique. Elle consiste en l’inoculation des 

prélèvements sur des fibroblastes embryonnaires humains de poumon (cellules MRC-5) 
jusqu’à l’observation d’effet cytopathique (ECP). Un ECP est constitué de foyers infectieux 

dont l’extension suit le grand axe des fibroblastes, ces derniers augmentant de volume et 

devenant réfringents. L’aspect caractéristique des foyers infectieux in vitro est classiquement 
décrit en « banc de poissons » (Figure 3, A). La durée de l’isolement étant long (apparition 

d’ECP entre 8 et 20 jours), cette technique n’est plus utilisée en clinique et laisse place à 
d’autres méthodes plus rapides. 

Les examens cytologique et/ou histologique consistent à l’analyse de l’aspect des 
cellules issues d’un prélèvement biologique (biopsies, frottis, liquides,…) en microscopie après 

fixation et coloration. L’aspect caractéristique des cellules infectées in vivo est « l’inclusion en 
œil de hibou » (Figure 3, B). Les cellules apparaissent de grande taille et possèdent des 

inclusions intranucléaires et intra-cytoplasmiques. Les coupes histologiques permettent 
également la détection de protéines virales à l’aide d’anticorps spécifiques 

(immunohistochimie/immunofluorescence) (Pillet et al., 2014). 

 

Figure 3 : Isolement du CMVH en culture virale (A) et aspect caractéristique en œil de hibou d’une 
cellule infectée par le CMVH (B). 

A. Crédit photo : Pr Sébastien Hantz  
B. CHU Limoges CDC Public Health Image Library. Crédit photo: CDC/Dr. Edwin P. Ewing, Jr. (PHIL 

#958), 1982. 
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Enfin, la méthode la plus employée est la détection et la quantification de l’ADN 

viral avec l’utilisation d’une gamme externe. Cette méthode, basée sur une PCR en temps 
réel (qPCR), permet une détection rapide et spécifique du CMVH dans différents types de 

prélèvements (urine, sang, biopsie, humeur aqueuse, liquide céphalo-rachidien (LCR)…). Le 
suivi de la charge virale par cette méthode chez un patient est essentiel pour adapter au mieux 

la stratégie thérapeutique (notamment chez les immunodéprimés). Cependant, pour un même 
échantillon, les résultats peuvent différer selon la méthode utilisée. Bien qu’il soit recommandé 

d’effectuer la surveillance d’un patient par le même laboratoire, les résultats sont exprimés en 

unité internationale (UI.mL-1) pour pouvoir être comparés (Pillet et al., 2014). 



 

Clotilde MULLER | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 9 novembre 2022  37 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

II. Le cytomégalovirus humain 

II.1. Classification 

La famille des Herpesviridae est composée de virus enveloppés à ADN double brin 
dont huit membres ont l’homme comme hôte naturel. Elle est divisée en 3 sous-familles ; les 

Alphaherpesvirinae (herpès simplex virus de type 1 et 2, varicellovirus), les 

Betaherpesvirinae (cytomégalovirus humain, herpèsvirus humains de type 6 et type 7) et les 
Gammaherpesvirinae (virus d’Epstein Barr, herpèsvirus humain de type 8). Ces sous familles 

sont classées en fonction des propriétés morphologiques, biologiques et génomiques des virus 
(Tableau 3).  

Tableau 3 : Classification des herpèsvirus humains pathogènes chez l’homme.  

  Dénomination  

Sous-famille Genre Officielle Usuelle Taille du 
génome (kb) 

Alphaherpesvirinae 

Simplex virus 

Herpèsvirus 
humain 1 

Herpès Simplex type 1 
(HSV-1) 152 

Herpèsvirus 
humain 2 

Herpès Simplex type 2 
(HSV-2) 152 

Varicellovirus Herpèsvirus 
humain 3  

Virus varicelle-zona 
(VZV) 125 

Betaherpesvirinae 

Cytomegalovirus Herpèsvirus 
humain 5 

Cytomégalovirus humain 
(CMV) 230 

Roseolovirus 

Herpèsvirus 
Humain 6 HHV-6 160 

Herpèsvirus 
Humain 7 HHV-7 145 

Gammaherpesvirinae 

Lymphocryptovirus Herpèsvirus 
humain 4 

Virus Epstein-Barr 
(EBV) 172 

Rhadinovirus Herpèsvirus 
Humain 8 

Herpèsvirus lié au 
kaposi (KSHV) 170 

D’après Mazeron, 2002 

  



 

Clotilde MULLER | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 9 novembre 2022  38 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

II.2. Structure du virus et du génome 
Une particule infectieuse de cytomégalovirus humain est de forme sphérique avec un 

diamètre mesurant près de 200 nm. Elle comprend quatre composants principaux ; 
l’enveloppe, le tégument, la capside icosaédrique et le génome viral (Figure 4). Chaque 

élément est abordé dans les paragraphes ci-après. 

 

 

Figure 4 : Structure du virion CMVH. 

Crédit dessin : Clotilde Muller 
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L’enveloppe externe est constituée d’une bicouche phospholipidique dérivée des 

membranes internes cytoplasmiques et nucléaires ce qui confère au virion une sensibilité à la 
chaleur, au pH et aux solvants. L’enveloppe porte également des protéines virales permettant 

la reconnaissance, l’entrée de la particule infectieuse dans une cellule cible ou encore 
l’infection de cellules à cellules. Ces protéines sont des glycoprotéines, dont les plus étudiées 

sont les gB, gH, gM/N, et gL (Britt and Boppana, 2004) (Figure 4). 

 

Le tégument correspond à l’espace situé entre l’enveloppe et la capside. Le tégument 

est défini comme une substance amorphe composée de protéines. Il est admis qu’elles 
représentent plus de la moitié des protéines totales présentes dans les virions infectieux 

(Kalejta, 2008). Ces protéines, une fois libérées dans le cytoplasme, deviennent 
fonctionnellement actives et jouent des rôles importants dans toutes les étapes du cycle viral 

(entrée, l’expression génétique, échappement au système immunitaire, assemblage de la 
capside et sortie) (Kalejta, 2008). Les protéines tégumentaires à ce jour les plus étudiées sont 

les phosphoprotéines pp71, pp150 et pp28 (Tomtishen III, 2012) (Figure 4). 

 

La capside du CMVH est un icosaèdre avec une symétrie T=16 dont le diamètre 

externe est de 125-130 nm (Arvin and Arvin, 2007) (Figure 4). Elle est composée de 
150 hexons qui constituent les 30 arrêtes et les 20 faces de l’icosaèdre, avec 11 pentons 

occupant 11 des 12 sommets et 320 triplex qui relient les pentons et les hexons entre eux. Les 
protéines formant une structure annulaire appelée « portail » occupent le douzième sommet 

(Muller et al., 2021a). Les hexons et pentons sont formés à partir de la protéine pUL86 aussi 
appelée MCP pour « Major Capsid Protein ». Les triplex sont composés de pUL85 formant 

un dimère et de pUL46 formant le monomère du complexe. Enfin les protéines pUL48a ou 
SCP pour « Small Capsid Protein » participent à la stabilisation de l’édifice en se fixant sur la 

pointe des hexons (Figure 5). pUL104 est une protéine s’assemblant en dodécamère pour 
former un portail sur le douzième sommet. Ce portail permet l’entrée de l’ADN dans la capside 

néoformée. Deux autres protéines sont également impliquées dans la fabrication et la 

composition de la capside ; les protéines pUL80 et pUL80.5. pUL80.5 est une protéine dite 
« scaffold » permettant l’assemblage de la capside et pUL80 est une protéase participant à la 

maturation de la capside en dégradant les protéines « scaffold » lors de l’encapsidation de 
l’ADN. L’implication des protéines portails et « scaffold » pour la réplication est décrite dans 

le paragraphe II.3. 
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Figure 5 : Reconstitution atomique par CryoEM de la capside du CMVH. 

A. Coupes centrales d’une reconstruction du virion CMVH à 15 Å. B. Une unité asymétrique colorée par 
type de sous-unité protéique, chacune des protéines est représentée individuellement en modèle ruban. 
Les MCPs (en gris) composent les pentons et les hexons. Les triplex sont des hétérotrimères composés 
de Tri1 (bleu) et d'un dimère Tri2A (cyan)-Tri2B (magenta). Les SCP (vert) se lient aux MCPs, tandis 
que les protéines tégumentaires pp150 (en rouge) se regroupent au-dessus des triplex. Adapté de Yu 
et al., 2017. 

è Structures and Divergent Mechanisms in Capsid Maturation and Stabilization 

Following Genome Packaging of Human Cytomegalovirus and Herpesviruses 

Clotilde Muller, Sophie Alain, Thomas Baumert, Gaëtan Ligat, and Sébastien Hantz 

Les avancées en cryomicroscopie électronique (CryoEM) ont permis la résolution des 

structures tridimensionnelles des capsides entre les différents herpèsvirus (HSV-1 & 2, KSHV, 
EBV, VZV) (Liu et al., 2019; Sun et al., 2020; Yu et al., 2017) (Figure 5). Bien que les capsides 

soient similaires d’un point de vue structural, des différences subsistent entre les protéines les 

composants. Cette revue rédigée pendant ma thèse détaille les mécanismes mis en place lors 
de la phase de maturation de la capside et d’encapsidation de l’ADN viral chez les herpèsvirus 

(Annexe 2).  

 

Le génome du CMVH est constitué d’un ADN double brin comportant près de 

230 000 paires de bases pour la souche AD169 (ATTC, VR-538™). Ce génome entièrement 
séquencé code près de 180 protéines dont 35 sont constitutives de la particule virale. Les 

autres protéines interviennent dans la réplication et dans les interactions avec le métabolisme 
cellulaire. Le génome du CMVH est le plus grand et le plus complexe de tous les génomes 

séquencés de la famille des Herpesviridae (Tableau 3). Sa structure se compose de deux 
segments uniques nommés « segment unique long » ou « UL » et « segment unique court » 



 

Clotilde MULLER | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 9 novembre 2022  41 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

ou « US » (Figure 6). Contrairement au segment UL contenant 132 cadres ouverts de lecture 

(ORF), le segment US en est composé de 34. Les ORFs sont numérotés à partir de l’extrémité 
5’ des segments génomiques qui les portent et leurs noms sont constitués du nom du segment 

suivi du numéro de l’ORF. Ainsi les gènes correspondant aux différents ORFs du segment 
unique long sont nommés UL1 à UL132 et ceux du segment unique court US1 à US34. À ces 

segments uniques sont flanqués des séquences inversées répétées appelées : TRL 
« Terminal Repeat Long » et IRL « Internal Repeat Long » ou TRS « Terminal Repeat 

Short » et IRS « Internal Repeat Short » suivant qu’il s’agisse de l’extrémité du segment long 

ou court. De plus, le génome contient à ses deux extrémités et entre les séquences IRL et IRS 
des séquences répétées désignées séquences « a » qui sont notamment impliquées dans le 

mécanisme d’encapsidation du génome viral (Figure 6). Ces séquences « a » contiennent des 
régions régulatrices nommées séquences « pac » ou « cis-acting packaging element » qui 

servent de site de reconnaissance pour le clivage des concatémères d’ADN produits lors de 
la réplication virale (Bogner et al., 1998) (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Du génome au site de clivage. 
La réplication en cercle roulant entraîne la formation de concatémères. Ces unités génomiques 
successives servent ensuite de substrats pour le processus d’encapsidation de l’ADN. Le génome est 
organisé en deux régions. Le segment unique long (UL) et le segment unique court (US) sont flanqués 
de séquences répétées (TRL/IRL et TRS/IRS) contenant la séquence ≪ a ≫. Les séquences pac1 et 
pac2 sont présentes dans chaque séquence ≪ a ≫. Adapté de Ligat et al., 2018. 
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Les gènes présents dans le génome du CMVH sont exprimés en cascade selon 

l’avancement de la réplication virale. Les gènes très précoces « Immediate early » (IE, α) sont 
les premiers à être transcrits et ne dépendent pas de la synthèse de novo des protéines. Ils 

sont déclenchés peu après l’entrée dans la cellule et leurs produits sont impliqués dans 
l’activation et la répression de gènes viraux et cellulaires. Les gènes précoces « Early » (E, β) 

sont répartis en deux groupes, l’un est impliqué dans la synthèse de l’ADN viral, le clivage et 
l’encapsidation du génome viral ainsi que dans l’assemblage des particules virales. Le second 

met en place l’environnement cellulaire nécessaire à la réplication du génome viral. Enfin les 

gènes tardifs « Late » (L/γ) sont les derniers à être transcrits et codent pour les protéines de 
l’enveloppe, du tégument et de la capside (Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Expression et fonctions des gènes viraux lors du cycle de réplication viral. 
Au cours du cycle viral, le génome du CMVH est exprimé dans une cascade régulée et coordonnée 
temporellement conduisant à la synthèse de trois catégories de protéines virales décrites comme très 
précoces ou « Immediate Early » (IE ou α), précoces ou « Early » (E ou β) et tardives ou « Late » (L ou 
γ). Les protéines IE, exprimées à des niveaux variables tout au long du cycle régulent la synthèse des 
autres protéines IE, E et L. Les protéines tardives sont essentiellement impliquées dans la constitution 
du virion. Adapté Ligat, thèse d’université, 2017.  
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II.3. La réplication virale 

Le CMVH possédant une étroite spécificité d’espèce, n’infecte que l’homme. 

Cependant de nombreux types cellulaires sont permissifs à l’infection in vivo (Plachter et al., 
1996; Sinzger et al., 1995). In vitro, les cellules de choix pour l’isolement viral sont les 

fibroblastes humains embryonnaires. La durée du cycle cellulaire, étudié dans les fibroblastes, 
est le plus long parmi les herpèsvirus puisqu’il faut 96 à 120 h pour détecter de nouveaux 

virions infectieux dans le surnageant de culture (Mazeron, 2002).  

 

Figure 8 : Cycle viral du CMVH. 
Après la liaison et l’entrée dans la cellule hôte (1), la capside est transportée vers le pore nucléaire et 
délivre l’ADN viral dans le noyau (2). Après la réplication du génome (3), les procapsides sont formées 
(4) puis une étape d’encapsidation de l’ADN se produit et se termine par le clivage des concatémères 
(représenté par la flèche noire à double sens), libérant l’ADN viral dans la capside (5). Les capsides C 
sont considérées comme un précurseur du virus infectieux. La particule virale achève sa maturation au 
niveau de l’appareil de Golgi avec ajout de l’enveloppe virale. Les particules sont ensuite transportées 
dans des vésicules pour être excrétées hors de la cellule (6 et 7). Adapté de Muller et al., 2021. 
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L’infection débute par une étape d’attachement médiée par la liaison des 

glycoprotéines d’enveloppe du CMVH au(x) récepteur(s) de la cellule hôte (Figure 8, 1 et 
Figure 9).  

 

Figure 9 : Liaison des glycoprotéines d’enveloppe du CMVH au(x) récepteur(s) de la cellule hôte. 

Récepteurs des complexes gH/gL du CMVH. Le complexe trimérique gH/gL/gO (trimère) interagit avec 
PDGFRα pour entraîner un mode d'entrée indépendant du pH qui implique la macropinocytose. Le 
complexe pentamérique gH/gL/UL128-131 (pentamère) interagit avec Nrp2 dans un mode d'entrée qui 
implique l'endocytose et une diminution du pH. Le CD147 semble également être requis dans ce dernier 
mode d'entrée. (Nguyen and Kamil, 2018) 

Une fois les glycoprotéines liées, l’entrée du virus se fait soit par fusion, soit par 

endocytose, selon le type de cellule et les conditions (Figure 8,1 et Figure 9). Dans les cellules 
épithéliales et endothéliales, l’endocytose se produit et, à mesure qu’il pénètre, le virus est 

enfermé par la membrane plasmique dans un endosome. L’échappement de l’endosome 

nécessite une acidification, le faible pH déclenchant la fusion des protéines de la membrane 
virale avec la membrane endosomale (Wang and Shenk, 2005). Dans les fibroblastes, l’entrée 

se fait par fusion directe avec la membrane plasmique et les virions ne sont pas enfermés 
dans les endosomes, l’entrée directe est donc indépendante du pH (Mazeron, 2002). 

Après la fusion membranaire, certaines protéines tégumentaires sont libérées tandis 
que d’autres restent étroitement liées à la capside où elles interagissent avec le système 

dynéine-microtubules de l’hôte afin de la transporter vers un pore nucléaire (Ogawa-Goto et 
al., 2003) (Figure 8, 2). L’ADN viral est ensuite libéré dans le noyau par le complexe du pore 

nucléaire (Kobiler et al., 2012).  
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Une fois que l’ADN viral est libéré de la capside dans le noyau, l’étape de réplication 

débute ; son initiation correspondrait à l’ouverture de l’ADN double brin par le complexe 
hélicase-primase. L’ADN viral est synthétisé par la polymérase pUL54 dont l’activité est 

stimulée par sa protéine accessoire pUL44 (Figure 8, 3). Le génome viral est ensuite clivé et 
encapsidé dans une capside au travers des protéines portails pUL104 par l’intervention du 

complexe terminase (Figure 8, 5) (Ligat et al., 2018; Muller et al., 2021a). 

La capside est assemblée dans le noyau par association entre les protéines MCP, SCP 

et celles du triplex à l’aide des précurseurs des protéines d’assemblage (pUL80 et pUL80.5). 

Les protéines pUL104 sont incorporées dans la capside afin de former le portail (Figure 8, 4).  

La translocation de la capside du noyau vers le cytoplasme implique la rupture de 

l’enveloppe nucléaire composée entre autres d’un réseau dense de lamines. La déstabilisation 
de cette structure est médiée par la phosphorylation des lamines grâce aux protéines pUL50, 

pUL53 et pUL97 formant le complexe de sortie nucléaire. La capside peut alors traverser 
l’enveloppe nucléaire (Figure 8, 6) et achever sa maturation au niveau de l’appareil de Golgi 

avec l’ajout de l’enveloppe virale. Les virions sont ensuite excrétés hors de la cellule 
(Figure 8,7) (Mocarski Jr., 2007).  

Pendant l’infection, trois types de capsides sont détectées dans la cellule hôte 

(Figure 9 et 10). Ces formes de capsides, à savoir A, B et C, représentent respectivement des 
capsides vides, des capsides contenant des protéines d’assemblage et des capsides 

contenant de l’ADN viral. La morphologie de la capside reste similaire quel que soit son type, 
mais la composition protéique diffère sur les enveloppes interne et externe de la capside 

(Tandon et al., 2015). 
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Figure 10 : Observation des capsides A, B et C du CMVH au microscope électronique. 
Cellules RPE-1 (Retinal Pigmented Epithelial) transfectées par adénofection et observées au 
microscope électronique. Les capsides A, -B, -C, sont respectivement représentées par un triangle 
blanc, un triangle gris et un triangle noir. L’échelle correspond à 100 nm (Borst et al., 2016). 

 

Les capsides C sont identiques ou du moins similaires à celles trouvées dans les virions 
matures. Elles représentent les procapsides ayant correctement encapsidé le génome viral. 

Les capsides A sont essentiellement creuses et ne contiennent ni ADN ni protéines 

d’assemblage (ou protéine « scaffold »). Les capsides de type B contiennent des protéines 
d’assemblage, mais pas d’ADN, cela suggère que (I) la capside se prépare à l’étape 

d’encapsidation ou que (II) les protéines d’assemblage n’ont pas été dégradées à temps pour 
permettre l’encapsidation de l’ADN (Muller et al., 2021a; Tandon et al., 2015) (Figure 10, 

figure 11). Alors que les trois formes de capsides sont présentes dans le noyau et dans les 
compartiments cytoplasmiques, les capsides C prédominent dans le cytoplasme. Lorsqu’elles 

sont libérées de la cellule, les capsides A et B semblent constituer une population appelée 
particules enveloppées non infectieuses. 
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Figure 11 : Capside et encapsidation. 
La formation de la nucléocapside est initiée par l’assemblage des protéines de capside comprenant les 
MCP (noir), SCP (noir), les triplex (noir), les protéines portails (bleu) et les protéines d’assemblage 
(rouge et gris) (A. et B.). La maturation de la nucléocapside est réalisée par l’activation de la protéase 
qui effectue une digestion des protéines d’assemblage. Dans le même temps, le complexe terminase 
reconnaît les motifs « pac » (« cis-acting packaging signal ») représentés en rose (C.). Le complexe 
effectue alors un premier clivage de l’ADN viral et exerce son activité ATPase pour favoriser la 
translocation du génome dans la capside (D.). Les protéines du complexe terminase effectuent un 
second clivage et libèrent l’ADN viral dans la capside (E.). Enfin, le complexe se dissocie de la capside 
C et est prêt pour l’étape suivante de conditionnement de l’ADN. Adapté de Muller et al., 2021.   
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III. Traitements de l’infection à CMVH 

Les molécules antivirales, au sens large, comprennent aussi bien les produits 

virucides, les molécules virostatiques que des agents immunologiques. Les traitements 
actuellement disponibles pour prévenir et traiter l’infection à CMVH sont virostatiques et visent 

pour la plupart l’étape de réplication de l’ADN viral. De nouvelles molécules ciblant d’autres 
cibles sont en cours d’essai clinique ou sont récemment utilisées en pratique clinique dans 

des indications encore assez limitées.  

 

  
 
 
Figure 12 : Structures chimiques des molécules antivirales ciblant la polymérase virale et leurs 
analogues. 
Le ganciclovir et le valganciclovir sont des analogues de la désoxyguanosine. Le cidofovir est un 
analogue de la désoxycytidine. Le foscarnet est un analogue du pyrophosphate. 
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III.1. Les inhibiteurs de la polymérase virale pUL54 

Le ganciclovir (GCV) est la première molécule ayant démontré un bénéfice clinique 

pour les patients immunodéprimés atteints de maladie à CMVH (Britt and Prichard, 2018; 
Kotton et al., 2010), pour les nourrissons infectés congénitalement (Kimberlin et al., 2015) et 

pour la prévention de la maladie du CMVH (Green et al., 2016). Le GCV, ou 9 - (1,3-dihydroxy-
2-propoxyméthyl) - guanine, est un analogue nucléosidique synthétique de la 2-

désoxyguanosine (Figure 12). Cette molécule doit d’abord être phosphorylée en une série 

d’étapes pour donner le métabolite triphosphate actif (Figure 13). L’étape initiale de 
phosphorylation est spécifiquement catalysée par la kinase virale pUL97, suivie de deux 

événements de phosphorylation ultérieurs catalysés des kinases cellulaires (Britt and Prichard, 
2018). Une fois formé, le métabolite actif est un substrat de l’ADN polymérase du CMVH et 

inhibe de façon compétitive l’élongation de l’ADN viral (Biron et al., 1985; Britt and Prichard, 
2018).  

Le valganciclovir (VGCV) est une prodrogue du GCV possédant une meilleure 
biodisponibilité. Il doit subir une étape d’hydrolyse avant d’être phosphorylé par la kinase 

virale pUL97 et les kinases cellulaires. Comme le GCV, le VGCV est prescrit en clinique chez 
les sujets transplantés d’organes solides depuis son approbation en 2000. Ces deux 

molécules possèdent une bonne efficacité pour traiter un nouveau-né ayant une infection 

symptomatique congénitale à CMVH. Ces molécules permettent entre autres de diminuer les 
atteintes neurologiques et d’éviter une détérioration de l’audition (Pasternak et al., 2018). 

Malgré leur efficacité, les effets secondaires qu’elles induisent ne sont pas négligeables 
(anomalies hématologiques, notamment la neutropénie, l’anémie et la thrombocytopénie) et 

peuvent entrainer l’arrêt du traitement (Britt and Prichard, 2018; Krishna et al., 2019). Par 
ailleurs, des mutations de résistance sont décrites sur les gènes codant la polymérase pUL54 

et la kinase pUL97. Ces mutations peuvent conférer différents niveaux de résistances aux 
GCV et VGCV (Chou, 2020; Chou et al., 2003; Lurain and Chou, 2010). Leur concentration 

pour réduire de moitié le nombre de particules infectieuses (EC50) est de 2,5 à 8 µM in vitro 
(Chou et al., 2003). En dépit des effets secondaires et de l’apparition de résistance au 

traitement, le GCV reste une molécule de choix dans le traitement de l’infection à CMVH. 

Le cidofovir (CDV) ou (S° -1 -(3-hydroxy-2-phosphoryl-methoxypropyl) cytosine), est 
un analogue de la désoxycytidine monophosphate qui nécessite d’être phosphorylé deux fois 

par les kinases cellulaires sans phosphorylation préalable par la kinase pUL97 (Figure 12 et 
13). Le métabolite diphosphate actif du CDV entre en compétition avec la désoxycytidine 

triphosphate et est incorporé dans l’ADN comme substrat alternatif de la polymérase virale où 
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il agit comme un terminateur de chaîne. Cet antiviral s’est révélé efficace dans le traitement 

des infections à CMVH chez les personnes co-infectées par le VIH, mais sa néphrotoxicité et 
son manque de biodisponibilité orale limitent son utilité clinique. Le CDV peut être utilisé 

comme traitement secondaire lorsqu’une résistance au GCV est soupçonnée. Le plus grand 
atout du CDV est peut-être son activité antivirale à large spectre qui inclut d’autres virus à 

ADN, ce qui est utile chez les patients co-infectés. L’EC50 du CDV in vitro est de 0,5 à 1 µM 
(Chou et al., 2003). 

Le foscarnet (FOS) est un analogue du pyrophosphate et ne nécessite aucune 

intervention anabolique de la part d’enzymes virales ou cellulaires (Figure 12 et 13) (Britt and 
Prichard, 2018; Gerna et al., 2019). Cette molécule est efficace contre un large spectre de 

virus à ADN et a été approuvée pour le traitement des infections par le CMVH en 1991. Le 
FOS se lie de manière non compétitive au site de liaison du pyrophosphate de l’ADN 

polymérase pUL54 et bloque ainsi le clivage du pyrophosphate des nucléosides triphosphates 
lors de l’élongation de l’ADN viral (Crumpacker, 1992). Le FOS a été initialement approuvé 

pour le traitement de la rétinite à CMVH chez les patients atteints du SIDA (Walmsley et al., 
1988). Il est également administré en cas d’échec thérapeutique du GCV pour les sujets 

transplantés (Britt and Prichard, 2018; Gerna et al., 2019). À la suite d’un traitement prolongé, 

des mutations de résistance peuvent apparaitre. Elles sont localisées dans le gène codant la 
protéine pUL54 et peuvent donner lieu à une résistance croisée au GCV et au CDV (Chou, 

2020; Lurain and Chou, 2010). In vitro, l’EC50 du FOS est compris entre 40 et 400µM (Chou 
et al., 2003). Cette molécule est néphrotoxique et peut induire des ulcérations des muqueuses 

(Britt and Prichard, 2018; Gerna et al., 2019). Malgré ces limites, l’activité antivirale à large 
spectre du FOS rend ce médicament utile pour le traitement des infections résistantes au GCV. 

Il a également été approuvé pour le traitement des infections à HSV résistantes à l’aciclovir. 

L’aciclovir (ACV) et sa prodrogue le valaciclovir (VACV) ciblent la polymérase virale 

et doit être triphosphorylé pour être sous une forme active. L’ACV et le VACV sont des 
molécules antivirales très puissantes contre les infections à HSV et VZV, cependant, elles 

présentent une activité antivirale très modeste contre le CMVH. Le VACV a été validé en 

prophylaxie pour prévenir l’infection à CMVH chez les transplantés rénaux (Lowance et al., 
1999). 
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Figure 13 : Mécanisme d’action des principaux antiviraux contre le CMVH. 
Dans la cellule infectée par le CMVH, le GCV et VGCV subissent une phosphorylation par la 
kinase pUL97 et les kinases cellulaires. La phosphorylation du CDV est indépendante de la pUL97 ; les 
kinases cellulaires ajoutent deux phosphates. PPI : pyrophosphate. Adapté de El Chaer et al., 2016. 
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III.2. L’inhibiteur de la kinase virale pUL97 

Maribavir 

Le maribavir (MBV) est un composé anti-CMVH prometteur administré par voie orale. 
Cette molécule inhibe la kinase virale pUL97 impliquée dans l’étape de réplication et dans la 

sortie nucléaire des capsides virales (Krosky et al., 2003; Prichard, 2009). Ainsi, l’association 
MBV et GCV est contre-indiquée puisque ce dernier nécessite trois phosphorylations dont une 

est réalisée par pUL97 (Chou and Marousek, 2006). Le MBV, actif in vitro avec une EC50 

d’environ 0,3 µM, démontre une efficacité in vitro et in vivo sur des souches résistances au 
ganciclovir, au foscarnet et au cidofovir (Drew et al., 2006). Par ailleurs cette molécule se 

distingue des autres agents antiviraux par l’absence d’effets indésirables hématologiques ou 
néphrologiques et une bonne biodisponibilité (Koszalka et al., 2002). Cependant, des 

mutations de résistances dans les gènes UL97 et UL27 ont été identifiées in vitro et in vivo 
(Chou et al., 2020; Maertens et al., 2019; Piret and Boivin, 2019). UL27 encode pour la protéine 

pUL27, nécessaire à la fonction de pUL97 (Piret and Boivin, 2019). 
 

Les premiers essais cliniques de phase II ont été menés chez des receveurs de greffes 
d’organes solides et de cellules hématopoïétiques. Le MBV s’est révélé efficace à une dose 

³400 mg 2 fois par jour pour négativer la virémie chez les patients atteints d’une infection à 

CMVH réfractaire ou résistante au traitement antiviral (Papanicolaou et al., 2019). Par ailleurs, 
le maribavir à une dose d’au moins 400 mg deux fois par jour a démontré une efficacité 

similaire à celle du valganciclovir en traitement préemptif chez les receveurs de greffes de 
cellules hématopoïétiques ou d’organes solides (Maertens et al., 2020). Les résultats d’un 

essai clinique randomisé de phase III ont confirmé son efficacité chez les patients receveurs 
de cellules souches hématopoïétiques ou d’organes solides ayant une infection à CMVH 

réfractaire ou résistante aux antiviraux (Avery et al., 2021). Récemment, le MBV a été 

approuvé par la Food and Drug Administration américaine en novembre 2021 pour le 
traitement des patients adultes souffrant d’une infection/maladie à cytomégalovirus post-

transplantation réfractaire au traitement par ganciclovir, valganciclovir, cidofovir ou foscarnet 
(Halpern-Cohen and Blumberg, 2022). 
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III.3. Les inhibiteurs du complexe terminase 

En raison des effets néfastes (toxicité et apparition de mutation de résistances) 

entrainés par l’administration des molécules ciblant l’ADN polymérase virale, il est nécessaire 
de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Étant donné son rôle crucial dans la formation 

de nouveaux virions infectieux, l’étape d’encapsidation de l’ADN viral est explorée pour le 
développement de nouvelles approches thérapeutiques. Le ciblage des protéines virales 

impliquées dans cette étape s’est avéré être une approche intéressante pour le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Les protéines impliquées dans l’étape 
d’encapsidation sont détaillées dans le chapitre VI. 

BDCRB et ses dérivés 

Les molécules basées sur le squelette chimique du benzimidazole sont des analogues 

nucléosidiques actifs contre le CMVH initialement synthétisés par Townsend et al. (Townsend 
et al., 1995). On retrouve le BDCRB (2-bromo-5,6-dichloro-1-D-ribofuranosyl benzimidazole), 

le TCRB (l’analogue 2-chloro du BDCRB) et le Cl4RB (4,5,6-tetrachloro-1-(2, 3, 5 -tri-O-acetyl-
β-D-ribofuranosyl) benzimidazole) (Underwood et al., 1998). Le BDCRB et TCRB, plus étudiés 

cibleraient les protéines pUL56, pUL89 et pUL104. Le mécanisme d’action n’est pas connu, 
mais pourrait être à l’origine de l’inhibition de la réplication soit par un blocage entre les 

protéines d’encapsidation et l’ADN soit un blocage de l’activité de ces protéines (Scheffczik, 

2002). Par ailleurs, des mutations de résistances au BDCRB ont été identifiées sur les gènes 
codant pour pUL56 et pUL89 (Krosky et al., 1998). Les essais portant sur ces molécules ont 

été arrêtés du fait de leur courte demi-vie (Williams et al., 2003).  

Le composé GW-275175X est un dérivé D-ribopyranose du BDCRB avec un spectre 

d’activité antivirale similaire. Sa concentration pour réduire de moitié le nombre de particules 
infectieuses (EC50) est de 1,4 µM in vitro (Underwood et al., 2004). Cette molécule 

développée par GlaxoSmithKline cible également cette étape et a une demi-vie plasmatique 
plus longue. Cependant, des essais in vitro avec des doses croissantes de cette molécule 

montrent l’émergence mutations de résistances dans les gènes UL56 et UL89 (Britt and 
Prichard, 2018). 

Tomeglovir 

La molécule BAY-38-4766, également appelée tomeglovir, est un inhibiteur de la 
réplication du CMVH agissant lors de l’encapsidation de l’ADN viral (Reefschlaeger, 2001). 

Cet inhibiteur non nucléosidique semble cibler les protéines pUL89 et pUL104. Des études in 
vitro ont déterminé que le tomeglovir possède une activité contre les isolats cliniques du CMVH 
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(Reefschlaeger, 2001). Cependant, des mutations de résistance ont été observées après 

analyse des souches résistantes dans pUL89 et pUL104 in vitro (Reefschlaeger, 2001). Les 
essais cliniques de phase 1 entrepris par Bayer® ont été interrompus (Gentry et al., 2019). 

Raltégravir et ses dérivés 

Des essais immuno-enzymatiques (ELISA) publiés par Wang et al. en 2017 ont montré 

que l’acide hydroxypyridone carboxylique, composant du raltégravir utilisé comme inhibiteur 
de la RNase H du VIH, inhibe l’activité nucléasique de pUL89 à des concentrations 

micromolaires (Nadal et al., 2010a; Wang et al., 2017). De la même manière, différents dérivés 

du squelette 3-hydroxypyrimidine-2, 4-dione se sont montrés prometteurs pour le 
développement d’inhibiteurs de pUL89 (Wang et al., 2018).  

Tableau 4 : Aperçu des inhibiteurs de l’étape d’encapsidation du CMVH. 

Nom Composé Phase de développement 

BDCRB 
 

Préclinique 

TCRB 
 

Préclinique 

GW-275175X  
 

Essai clinique de phase 1  
Arrêt 

Tomeglovir 
 

Essai clinique de phase 1 
 Arrêt 

Raltégravir 

 

Préclinique 

Letermovir 

 

Essai clinique de phase 3  
Approuvé en prophylaxie chez 

HSCT 

HSCT : Receveur de cellules souches hématopoïétiques. 
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Letermovir  

Le letermovir (AIC246), de formule chimique (4S)-8-Fluoro-2-[4-(3-methoxyphenyl)-1-

piperazinyl]-3-[2-methoxy-5-(trifluoromethyl)phenyl]3,4-dihydro-4-quinazolinyl, est le premier 

agent antiviral commercialisé dans la catégorie des inhibiteurs du complexe terminase. 
Cette molécule de la classe des quinazolines est hautement spécifique du CMVH mais 

également pleinement active contre les souches de CMVH résistantes aux inhibiteurs de l’ADN 
polymérase (Gerna et al., 2019; Lischka et al., 2010).  

Les données précliniques obtenues pour cette molécule révèlent sa très forte activité 
antivirale contre les souches de laboratoire et cliniques avec des toxicités observées à des 

concentrations bien supérieures à l’EC90 (Lischka et al., 2010). De plus, ce composé s’est 
avéré hautement sélectif pour le CMVH, démontrant peu ou pas d’activité contre d’autres 

herpèsvirus (Lischka et al., 2010).  

Avec un bon profil de sécurité et de tolérance, le letermovir a démontré son efficacité 

en prévention de l’infection à CMVH chez les receveurs de greffes allogéniques de cellules 

hématopoïétiques durant les essais cliniques de phase II et III (Chemaly et al., 2014; Piret and 
Boivin, 2019). Néanmoins, l’administration d’une dose sous-optimale de 60 mg/jour a entraîné 

l’émergence d’un isolat résistant (Chemaly et al., 2014; Lischka et al., 2016). L’essai de 
phase III a commencé dès 2014 (par Merck Sharpe and Dohme Corps) et s’est achevé 

fin 2016 (identifiant ClinicalTrials : NCT02137772) (Marty et al., 2017). Ainsi, sous le nom de 
Prevymis™, le letermovir a été approuvé fin 2017 par la Food and Drug Administration 

américaine en prophylaxie chez les adultes séropositifs pour le CMVH recevant une 
transplantation allogénique de cellules souches hématopoïétiques [R+]. Cette molécule est 

également évaluée lors d’essais cliniques pour la prophylaxie ou le traitement du CMVH chez 
les transplantés d’organes séropositifs (Aryal et al., 2019; Veit et al., 2020). 

La caractérisation initiale du mécanisme d’action du letermovir a donné un profil 

similaire à celui du tomeglovir indiquant une inhibition de l’encapsidation de l’ADN viral 
(Lischka et al., 2010). D’autres expériences menées par Goldner et al. ont permis de 

déterminer que le letermovir inhibe le clivage des concatémères d’ADN viral et la formation 
des virions CMVH matures en ciblant la protéine pUL56 du complexe terminase viral (Goldner 

et al., 2011). 
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Malheureusement, des mutations de résistance sont rapidement apparues après sa 

mise sur le marché. Elles se situent principalement dans le gène codant la protéine pUL56 et 
confèrent pour certaines de hauts niveaux de résistance (Chapitre V.1) (Chou, 2015; Goldner 

et al., 2014).  
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III.4. Les immunoglobulines 

Deux types d’immunoglobulines sont sur le marché mondial ; les immunoglobulines 

administrées par voie intraveineuse (IVIG) et les immunoglobulines hyperimmunes (HIG). Le 
principe repose sur l’administration d’un cocktail d’immunoglobulines spécifiques dirigées 

contre le CMVH qui entraine la neutralisation de l’infectivité virale (Aiba et al., 2017). Ces 
immunoglobulines seraient bénéfiques pour le traitement des infections à CMVH sévères, en 

particulier pour les infections congénitales (El-Qushayri et al., 2021) et chez les patients 

immunodéprimés (Snydman, 2001). Malgré leur intérêt dans le traitement préventif des 
patients transplantés et de l’infection congénitale à CMVH, les 2 seuls essais randomisés n’ont 

pas montré d’efficacité des HIG dans le traitement de l’infection congénitale à CMVH (Hughes 
et al., 2021; Revello et al., 2014). 

Afin d’enrichir les données sur l’efficacité controversée des immunoglobulines 
hyperimmunes dans la prévention et le traitement de l’infection congénitale, notre équipe a 

étudié l’effet du Cytotect CP®. Mon implication dans ce travail a porté sur l’analyse des 
données et sur la révision du manuscrit (Annexe 4).  

è Potential of Anti-CMV Immunoglobulin Cytotect CP® In Vitro and Ex Vivo in a 
First-Trimester Placenta Model 

Perrine Coste Mazeau, Chloé Jacquet, Clotilde Muller, Mathis Courant, Chahrazed El Hamel, Thierry 
Chianea, Sébastien Hantz and Sophie Alain 

Pour évaluer l’effet du Cytotect CP®, des essais ont été effectués in vitro et ex vivo 

dans un modèle de placenta du premier trimestre (Morère et al., 2015). Ce modèle, développé 
et utilisé au sein de notre unité, repose sur l’infection des villosités placentaires (issues 

d’interruption volontaire de grossesse (IVG) chez des patientes séronégatives pour le CMVH) 
à partir d’une couche de fibroblastes infectés par les souches de CMVH VHL/E ou TB40E 

produisant des virions libres dans le surnageant. 

In vitro, les essais de neutralisation ont été effectués sur des cellules MRC-5 et ARPE-

19 (CRL-2302™) avec les souches de CMVH VLH/E ou TB40/E. Les résultats de ces essais 
montrent une inhibition significative du nombre de foyers infectieux sans aucune toxicité (DN50 

: 0,011-0,014 U.mL-1 pour la souche VHL/E et 0,032-0,033 U.mL-1 pour la souche TB40/E).  

Concernant les essais ex vivo (modèle placentaire du premier trimestre), différents 
essais ont été effectués pour évaluer l’effet du Cytotect CP® : (A) des essais de neutralisation 

(B) des essais de prévention de l’infection des villosités (C) des essais d’efficacité (Figure 14).  
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Figure 14 : Essais effectués pour évaluer l’effet du Cytotect CP®. 
A. Test de neutralisation : le virus est neutralisé par Cytotect CP® avant l’ajout des villosités 
placentaires. D0 est le premier jour de l’infection. B. Test de prévention de l’infection des villosités : 
Cytotect CP® et les explants sont ajoutés simultanément sur les cellules infectées. D0 est le premier 
jour de l’infection. C. Essai d’efficacité : Cytotect CP® est ajouté sur les explants après 5 jours 
d’infection. D0 est le premier jour de l’infection et D5 correspond ici à 5 jours après l’infection du placenta. 

 

Dans tous les cas ; la viabilité des villosités n’est pas impactée par la présence du 

Cytotect CP® aux concentrations testées. Dans les essais ex vivo de neutralisation (Figure 
14, A), nous avons mis en évidence un effet significatif de la molécule identique aux résultats 

de l’étude in vitro. Dans les essais de prévention (Figure 14, B), la molécule a montré une 
efficacité dans la réduction de la charge virale au 7e jour d’infection. Enfin, les essais 

d’efficacité (Figure 14, C) se sont révélés être sans effet avec le Cytotect CP®. 

L’efficacité suggérée du Cytotect CP® en prophylaxie est soutenue par nos résultats in vitro 

et dans les villosités placentaires, montrant une bonne efficacité et une faible toxicité dans les 
différentes voies d’infection. 
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IV. Stratégies thérapeutiques 

Prise en charge des infections/maladies à CMVH  

Prévention de l’infection à CMVH 

La prophylaxie sert à prévenir l’infection à CMVH chez un sujet à risque et peut être 
abordée selon deux protocoles. (I) La prophylaxie dite classique consiste en l’administration 

indiscriminée de l’un des médicaments anti-CMVH sur une durée de 3, 9 voire 12 mois après 

une transplantation selon le type de transplantation considérée et le niveau 
d’immunosuppression nécessaire. Les recommandations des principales molécules 

antivirales sont indiquées dans le tableau 5. (II) Le traitement préemptif consiste en une 
surveillance continue de l’infection sans traitement antiviral. La surveillance repose par 

exemple par la mesure de la charge virale dans le sang 1 fois par semaine. Une prise en 
charge est nécessaire lorsque la charge virale dépasse le seuil préétabli pour éviter l’apparition 

de manifestations cliniques sévères (Gerna et al., 2019). La stratégie sur le traitement 
préemptif permet de réduire de manière significative le nombre de patients traités donc 

indirectement de réduire les effets néfastes de la toxicité médicamenteuse et de limiter 
l’apparition de mutation de résistance. En revanche cette stratégie nécessite un plus grand 

suivi du patient (Gerna et al., 2019). 

Traitement de l’infection/maladie à CMVH 

Le traitement curatif consiste en l’administration d’une molécule antivirale à un sujet 

infecté déjà symptomatique pour éviter qu’il ne développe une maladie à CMVH ou qu’elle ne 
se complique. Le traitement de choix pour traiter l’infection symptomatique à CMVH chez un 

patient transplanté d’organe solide est le GCV ou le VGCV. Dans le cas où l’infection est 
réfractaire à ces deux molécules, le FOS peut être administré. En cas de résistance à toutes 

ces molécules, le MBV peut être envisagé dans le cadre d’une autorisation temporaire 
d’utilisation (ATU) ou le letermovir hors autorisation de mise sur le marché (AMM). Enfin, le 

CDV peut être administré dans le cadre d’une autorisation d’accès compassionnel (AAC). Les 
recommandations des principales molécules antivirales sont indiquées dans le tableau 5. 
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Tableau 5 : Traitements et prévention de l’infection à CMVH. 

Traitement Prophylaxie Curatif Voie d’administration 

ganciclovir 2,5 mg/kg 
2x/jour 

5 mg/kg 
2x/jour Voie intraveineuse 

valganciclovir 450 mg  
2x/jour 

900 mg  
2x/jour Voie orale 

letermovir 240/480 mg  
1x/jour Hors AMM Voie orale 

maribavir nr 400 mg 
2x/jour Voie orale 

foscarnet non 90 mg/kg 
2x/jour Voie intraveineuse 

cidofovir non 5 mg/kg 
1x/semaine Voie intraveineuse 

Hors AMM : hors autorisation de mise sur le marché, nr : non renseigné 
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V. Non-réponse au traitement et résistance 

V.1. Définitions 

L’absence de réponse, ou non-réponse au traitement se caractérise par une 
persistance de la charge virale, associée ou non à des signes cliniques d’infection à CMVH, 

chez un sujet prenant un traitement antiviral pendant au moins 3 semaines. Plusieurs raisons 

de non-réponse sont à envisager tels (I) qu’une posologie sous-optimale de l’antiviral (II) 
qu’une mauvaise distribution de la molécule au site de l’infection (III) une réponse immunitaire 

déficiente ou alors (IV) la présence d’une souche résistante. Lorsque les causes d’origines 
pharmacologiques et immunologiques sont écartées, il est probable que la souche virale soit 

résistante au traitement administré par sélection d’une mutation au niveau des gènes codant 
les protéines cibles des antiviraux. 

De manière générale, deux facteurs favorisent l’émergence de souches résistantes aux 
antiviraux : (I) l’exposition prolongée, répétée de la molécule antivirale (II) le niveau 

d’immunodépression du sujet infecté. Comme pour la résistance des bactéries aux 
antibiotiques, l’émergence de mutations liées à une résistance est favorisée par 

l’administration de doses sous-optimales de la molécule antivirale. 

Les infections à CMVH chez les patients immunodéprimés nécessitent des traitements 
prolongés, répétés et/ou à dose réduite. Ces conditions réunies favorisent alors l’émergence 

de souches mutantes résistantes où la fréquence de résistance se situe en 5 et 10 % chez les 
sujets transplantés traités avec des inhibiteurs de la polymérase virale pUL54 (GCV, FOS, 

CDV,…). Par ailleurs, ce risque est plus élevé dans la configuration D+/R - et chez les sujets 
présentant un niveau d’immunosuppression plus élevé (Alain et al., 2004; Kotton et al., 2010). 

Le mécanisme d’apparition de mutation de résistance est le suivant ; avant traitement 
par une molécule antivirale, les souches sauvages coexistent avec les souches mutantes 

générées suite à des erreurs au cours de la réplication de l’ADN viral (Figure 15). Certaines 
de ces mutations générées de novo peuvent affecter les gènes codant des protéines cibles 

des molécules antivirales et ainsi conférer une résistance. L’administration du traitement 

bloque la réplication des souches virales sensibles à celui-ci. Si la pression de sélection est 
maintenue, les souches virales portant une ou plusieurs mutations de résistance deviennent 

majoritaires (Figure 15). Au-delà du phénomène de résistance, ces mutations de novo 
participent à l’évolution des souches. 
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Figure 15 : Cinétique de l’émergence de souches résistantes. 
Dans l’organisme, des souches sauvages et mutantes, générées par des erreurs lors de la réplication 
virale coexistent. L’administration d’un traitement bloque la réplication des souches sensibles. Si la 
pression de sélection est maintenue, les souches virales portant une ou plusieurs mutations de 
résistance deviennent majoritaires. Adapté de Ligat, thèse d’université, 2017. 
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V.1. Gènes et mutations de résistance 

Les inhibiteurs de la réplication agissent par l’inhibition de la polymérase virale pUL54. 

Ainsi les mutations conférant une résistance à cette catégorie d’antiviraux sont situées dans 
le gène UL54. Le GCV étant à la fois un substrat de la kinase virale pUL97 et de la 

polymérase pUL54, des mutations de résistances sont rencontrées dans les gènes UL97 et 
UL54 codant pUL97 et pUL54 (Chou, 2020). De multiples mutations de résistance sont 

décrites dans les gènes UL54 et UL97, à la fois in vivo et in vitro. Les figures 16 et 17 

représentent les cartes des mutations de résistances décrites dans gènes codant pour les 
protéines pUL54 et pUL97.  

 

Figure 16 : Mutations de résistance dans la protéine pUL54. 
Les mutations sont classées par couleur en fonction de leur phénotype de résistance. A montre la 
structure et les domaines conservés de pUL54. B et C montrent les mutations sélectionnées in vitro et 
les mutations détectées dans des échantillons cliniques avec des phénotypes de recombinaison 
documentés. Adapté de Chou, 2020. 
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Figure 17 : Mutations de résistance dans la protéine pUL97. 
La structure et les domaines conservés sont représentés en A. Les mutations détectées in vitro sont 
représentées en B. Celles détectées dans les échantillons cliniques figurent en C, les plus courantes 
sont en gras. Adapté de Chou, 2020. 

Le letermovir cible le complexe terminase du CMVH ; ainsi, il n’y a aucun risque 
d’induire une résistance croisée avec les antiviraux anti-CMVH existants. Malgré les 

avantages que cette molécule confère, l’apparition de mutations de résistance in vitro et in 
vivo a rapidement été rapportées (Chou, 2015; Goldner et al., 2014, 2011; Ligat et al., 2017). 

Les mutations de résistance caractérisées sont principalement situées sur le gène codant la 
protéine pUL56. Cependant, certaines mutations dans les gènes codant les protéines pUL89 

et pUL51 ont été décrites in vitro. Un grand nombre des mutations découvertes dans pUL56 

et toutes les mutations dans pUL51 et pUL89 confèrent une résistance de faible niveau 
(Figure 18). Plusieurs mutations confèrent des niveaux élevés de résistance et peuvent 

entraîner une aggravation des symptômes cliniques. C’est le cas pour les substitutions de la 
cystéine 325 de pUL56 (C325F, C325W, C325Y, C325R) qui confèrent une résistance absolue 

au letermovir (augmentation de la EC50 d’un facteur >3000) (Chou, 2020). De plus, la 
combinaison de deux ou plusieurs mutations conférant un faible niveau de résistance peut 

l’augmenter drastiquement (Chou, 2015) (Figure 18). 
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Figure 18 : Mutations de résistance dans les protéines pUL56, pUL89 et pUL51. 
Les mutations de résistance au letermovir sont classées par couleur en fonction du degré de résistance 
conféré. Les mutations décrites dans des souches cliniques sont marquées avec un astérisque (*). Les 
combinaisons de mutations augmentent le niveau global de résistance, comme le montrent certaines 
mutations testées expérimentalement. Adapté de Chou, 2020. 
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V.2. Détection de la résistance 

La détection de l’apparition d’une mutation de résistance repose sur des approches 

génotypiques et phénotypiques. Ces deux approches ne fournissent pas exactement le 
même type d’informations et sont donc complémentaires dans certaines situations. Par 

ailleurs, les contraintes techniques sont également très différentes entre les deux approches. 

L’approche génotypique se base sur la recherche de substitutions nucléotidiques, 

délétions ou d’insertions par séquençage des gènes impliqués dans le mécanisme d’action de 

la molécule administrée (par exemple UL54 et UL97 pour les inhibiteurs de la réplication virale 
et UL56 et UL89 pour le letermovir). Grâce aux cartes de polymorphismes et de résistances 

établies, un changement de stratégie thérapeutique rapide peut-être envisagé en fonction des 
substitutions retrouvées. 

L’approche phénotypique consiste à déterminer la sensibilité d’une souche isolée vis-
à-vis d’un traitement. Cette technique présente l’inconvénient d’isoler la souche en culture 

cellulaire à partir d’un prélèvement (le plus souvent urine ou sang). De plus, elle ne permet 
pas de mettre en évidence une sous-population minoritaire résistante. Une autre approche 

phénotypique peut être utilisée, il s’agit de la construction de virus recombinants (Figure 19). 
Dans le cas où une substitution détectée par séquençage n’a jamais été décrite, son 

implication dans la résistance aux antiviraux peut être confirmée par cette approche. La 

substitution d’intérêt est transférée, par recombinaison homologue, dans le génome de la 
souche de référence AD169 du CMVH clonée dans un chromosome artificiel bactérien (BAC) 

et maintenue dans des bactéries (souche GS1783). Le virus recombinant est ensuite 
reconstitué dans des cellules en culture après transfection du clone BAC-CMVH. Les cellules 

sont infectées par le virus recombinant et par le virus sauvage (AD169) en présence d’une 
gamme de concentration de la molécule antivirale. Cinq jours après l’infection, le nombre de 

foyers infectieux est compté au microscope inversé. Pour évaluer le niveau de résistance, 
l’EC50 est calculé. Elle correspond à la concentration de la molécule testée permettant de 

réduire de 50 % la multiplication virale en culture cellulaire. Le rapport entre les valeurs de la 
EC50 du virus recombinant et du virus sauvage indique l’index de sensibilité (IS) de la souche 

pour la molécule. De cette manière, il est possible d’évaluer l’impact d’une ou plusieurs 

substitutions sur la capacité du virus à répliquer en présence ou non du traitement. Par ailleurs, 
une substitution peut augmenter ou diminuer la capacité du virus à répliquer, ainsi la souche 

portant cette substitution peut devenir prédominante ou pas chez un sujet infecté. Pour estimer 
cette capacité, une cinétique est effectuée sur 7 jours pendant lesquels le nombre de foyers 

infectieux est compté quotidiennement en comparaison à la souche sauvage.  
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Ces méthodes permettent de compléter les cartes de polymorphismes et de résistances des 

différents gènes impliqués dans le mécanisme d’action des molécules antivirales.  

 

 

Figure 19 : Construction d’un virus recombinant par la méthode des BAC. 

Au sein de notre équipe, nous disposons la souche bactérienne GS1783 contenant le génome du CMVH 
(souche AD169) couplé au gène codant la protéine fluorescente (GFP). La première étape consiste à 
amplifier le gène de résistance à la kanamycine (KanR) avec une paire d’amorce spécifique. Le produit 
PCR obtenu contient KanR encadré de 2 séquences homologues du gène cible et ainsi que la mutation 
d’intérêt. Le produit de PCR obtenu est transformé dans la souche GS1783. Une première 
recombinaison d’effectue. L'excision de la cassette KanR est rendue possible par l'induction de 
l’expression de l’enzyme I-SceI. I-SceI exerce un clivage spécifique au niveau de l’extrémité 5’ de KanR. 
Une seconde recombinaison s'effectue. L'introduction de la mutation est validée par amplification et 
séquençage sanger avant l'extraction plasmidique et transfection dans des cellules MRC-5. Un virus 
recombinant fluorescent est obtenu, sa caractérisation peut être effectuée en culture cellulaire. 
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VI. Les protéines impliquées dans l’encapsidation de l’ADN 
viral, une cible d’intérêt pour le développement de nouveaux 
antiviraux 

è Le complexe terminase, une cible de choix dans le traitement de l’infection à 

cytomégalovirus humain (Annexe 3) 

Gaëtan Ligat, Clotilde Muller, Sophie Alain, Sébastien Hantz 

L’encapsidation de l’ADN viral dans une capside néoformée est une étape essentielle 

au cycle viral se déroulant en phase tardive. Dans ce chapitre nous aborderons en détail les 
protéines participant à cette étape (Tableau 6) et le mécanisme supposé de l’encapsidation. 

Seront d’une part présentées les protéines composant le complexe terminase et d’autre part 
les 3 autres protéines identifiées comme essentielles à cette étape.  

Tableau 6 : Gènes impliqués dans l’encapsidation de l’ADN viral chez les herpèsvirus. 

 α herpèsvirus β herpèsvirus γ herpèsvirus Notes 

 HSV-1 VZV CMVH HHV-6 HHV-8 EBV    

G
èn

es
 c

od
an

t l
es

 p
ro

té
in

es
 d

’
en

ca
ps

id
at

io
n 

UL28 ORF30 UL56 U40 ORF7 BALF3 
Sous-unité du complexe terminase : 
Fixation spécifique au site « pac », 
associé à la capside 
Sous-unité du complexe terminase : 
motifs de fixation de l’ATP, domaine 
nucléase putatif 
Interagit avec le complexe terminase et 
médie sa correcte localisation  
Protéine potentiellement impliquée dans 
la localisation de la capside dans le 
noyau 
Forme un dimère asymétrique et 
interagis avec pUL17 et le complexe de 
sortie nucléaire 
Ancrage du complexe terminase à la 
capside et implication dans la 
détermination du site de la première 
réaction de clivage 

UL15 ORF42/45 UL89 U66 ORF29 BGRF1/BDRF1 

UL33 ORF25 UL51 U35 ORF67A BFRF1A 

UL32 ORF26 UL52 U36 ORF68 BFLF1 

UL25 ORF34 UL77 U50 ORF19 BVRF1 

UL17 ORF43 UL93 U64 ORF32 BGLF1 

HSV-1 : herpès simplex de type 1 ; VZV : virus de la varicelle et du zona ; CMVH : cytomégalovirus humain ; HHV-6 : herpèsvirus 
humain 6 ; HHV-8 : herpèsvirus humain 8 ; EBV : Virus Epstein-Barr. 
Adapté de Muller et al., 2021 

 
 

  



 

Clotilde MULLER | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 9 novembre 2022  71 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

VI.1. Les protéines du complexe terminase 

Le complexe terminase est un complexe hétéro-oligomèrique ayant pour but de 

transloquer une unité génomique dans une procapside nouvellement formée. Les protéines 
composant ce complexe sont les protéines pUL56, pUL89 et pUL51 et ont chacune une 

fonction différente nécessaire au processus d’encapsidation. Les fonctions de ces protéines 
sont conservées chez les herpèsvirus (Tableau 6). 

La protéine pUL56 

La protéine pUL56 a été identifiée et partiellement caractérisée en 1993 par 

homologie avec la protéine pUL28 (ou ICP 18.5) de l’HSV-1 montrée comme essentielle pour 
l’encapsidation de l’ADN viral (Bogner et al., 1993; Tengelsen et al., 1993). Depuis, de 

nombreuses études ont confirmé son implication dans l’encapsidation au travers des résultats 
soulignant des activités spécifiques des terminases. 

L’étude de sa séquence primaire a permis de décrire 12 régions conservées, 2 régions 
variables et 2 régions riches en glycines et sérines pouvant conférer une certaine flexibilité à 

la protéine (Figure 20) (Champier et al., 2008). Parmi ces 850 résidus, certains ont été 
identifiés comme essentiels à la fonction du complexe. 

La reconnaissance et l’interaction spécifique avec les motifs « pac » sont médiées par 

pUL56. Cette reconnaissance est essentielle pour le clivage de l’ADN (Bogner et al., 1998) et 
se produit dans des structures nucléaires appelées centre de réplication (Arvin and Arvin, 

2007) où pUL56 s’accumule durant la phase tardive (Giesen et al., 2000; Scheffczik, 2002). 

Son Signal de Localisation Nucléaire (NLS) situé dans la région variable II aux 

positions 816-827 (816RRVRATRKRPRR827) lui permet d’être importée dans le noyau. Par 
« alanine scaning », les résidus R822 et K823 sont montrés comme essentiels pour la 

translocation nucléaire. Par ailleurs, l’interaction directe du NLS de pUL56 avec l’importine 
suppose une translocation nucléaire médiée par la voie dépendante de l’importine et ce, même 

lorsqu’elle est exprimée en l’absence de ses protéines partenaires (pUL89 et pUL51) (Giesen 
et al., 2000; Neuber et al., 2017). De plus, le NLS de pUL56 semble être à lui seul nécessaire 

pour le transport du complexe entier (pUL56-pUL89-pUL51) vers le noyau (Neuber et al., 

2017).   

pUL56 porte l’activité ATPasique permettant l’hydrolyse de l’ATP durant le processus 

d’encapsidation. Le site de liaison à l’ATP est localisé dans la partie C-terminale et implique 
les résidus 709YNETFGKQ716 de la région conservée X (Figure 20) (Hwang and Bogner, 2002; 

Scholz, 2003). Des expériences de mutagénèse dirigée ont indiqué que les résidus G714 et 



 

Clotilde MULLER | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 9 novembre 2022  72 
Licence CC BY-NC-ND 3.0 

K715 sont essentiels pour l’hydrolyse de l’ATP. pUL56 porte également une activité 

nucléasique essentielle pour le clivage de l’ADN. Cependant, seule, elle n’exerce pas de 
clivage spécifique. L’action concertée entre pUL89 et pUL56 permettrait un clivage spécifique 

(Scheffczik, 2002). 

Il a été montré par co-immunoprécipitation une interaction protéique entre la région C-

terminale de pUL56 et pUL89 (Thoma et al., 2006). De manière plus spécifique, la 
séquence 671WMVVKYMGFF680 de pUL56 est essentielle pour cette interaction avec pUL89 

(Ligat et al., 2017). De plus, l’extrémité C-terminale de pUL56 est également engagée dans 

une interaction avec les protéines portails pUL104 (Dittmer et al., 2005). Les résidus impliqués 
dans cette interaction ne sont pas identifiés.  

D’autres motifs essentiels à la réplication virale ont été démontrés par la construction 
de virus recombinants portant des mutations au niveau des motifs putatifs. Ainsi le motif 

CXXC-CXXH impliquant les résidus C191, C194, C217 et H219 formerait un doigt de zinc 
(Ligat et al., 2019). Ces résidus, conservés chez les herpèsvirus correspondent aux 

résidus C197, C200, C223 et H225 de l’HSV-1. La résolution tridimensionnelle du complexe 
terminase de l’HSV-1 identifie ces quatre résidus comme impliqués dans la formation d’un 

doigt de zinc (Zf) (Yang et al., 2020). De la même manière, le motif LATLNDIERFL, est 

également essentiel à la réplication virale. Il suggère l’appartenance de pUL56 à la famille des 
LAGLIDADG homing endonucléases (Ligat et al., 2019). Enfin, de potentiels motifs de type 

Leucine Zipper ont été déterminés in silico impliquant les résidus L688-N710 et L742-R766 
respectivement (Bogner, 2002; Champier et al., 2008). L’implication de ces motifs est encore 

à démontrer. 
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Figure 20 : Régions variables et conservées de la protéine pUL56 du complexe terminase du CMVH. 
La protéine pUL56 est composée de 12 régions conservées (I-XII) et de 2 régions variables (VRI-VRII). 
Le signal de localisation nucléaire de pUL56 (NLS) est représenté jaune. Le site de fixation de l’ATP est 
représenté en vert. Les rectangles bordeaux correspondent aux régions flexibles riches en Glycine-
Sérine aux positions 25 à 259 et 415 à 487. Alignement des séquences des régions conservées 
homologues appartenant aux sous-familles α, β et γ des herpèsvirus. La numérotation des séquences 
est conforme à celle des résidus de la souche de référence AD169 du CMVH. Les résidus clés impliqués 
dans la formation des motifs sont représentés par des lettres blanches sur fond noir. Adapté de 
(Champier et al., 2008; Muller et al., 2021a).  
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La protéine pUL89 

La protéine pUL89 est le produit de l’ORF UL89 situé sur le segment unique long du 

génome viral. Cette protéine de 674 acides aminés a un poids moléculaire de 70-75 KDa sous 
forme monomérique et de 150 KDa sous forme dimérique (Hwang and Bogner, 2002; 

Scheffczik, 2002; Thoma et al., 2006). Les travaux menés par Davison en 1992 suggèrent 
pour la première fois l’implication de pUL89 dans le mécanisme d’encapsidation (Davison, 

1992; Krosky et al., 1998). Depuis, son implication dans l’encapsidation est confirmée au 

travers de multiples travaux. 

pUL89 est essentielle pour le clivage des concatémères et participe à la 

reconnaissance et au clivage avec sa partenaire pUL56 (Scheffczik, 2002). Les analyses de 
séquences en acides aminés ont permis de mettre en évidence 12 régions conservées 

numérotées de I à XII avec un polymorphisme naturel distribué entre les positions 200 et 300 
et la partie C-terminale (Figure 21). Un motif zinc finger de type CXXH-CXC est suggéré 

impliquant les acides aminés C367, H370, C383, C385. Quatre motifs typiques des domaines 
ATPasiques ont été identifiés dont (I) un site de liaison de l’adénine (156EPFQ159), (II) un motif 

de type « Walker A » (213PRRHGKT219), (III) un motif de type « Walker B » (305LLLVDEAHFI314), 
et (IV) le motif 337SST339 (Figure 19) (Champier et al., 2007). Malgré la présence de ces motifs, 

pUL89 ne présente aucune d’activité ATPasique évidente. Elle possède cependant la capacité 

de renforcer à hauteur de 30 % celle de pUL56 (Hwang and Bogner, 2002). 

pUL89 et pUL56 interagissent par leurs extrémités C-terminales (Hwang and Bogner, 

2002). Une séquence de vingt acides aminés (580GRDKALAVEQFISRFNSGYIK600) située 
dans la région XI de pUL89 serait suffisante pour l’interaction entre ces deux protéines 

(Figure 18) (Thoma et al., 2006). La structure de ce court domaine a été́ résolue sous forme 
d’une hélice alpha exposée (Couvreux et al., 2010). La structure cristalline de la région C-

terminale de pUL89 a également permis d’identifier trois résidus conservés participant 
probablement au domaine d’interaction entre pUL89 et pUL56 (L583, A586 et N595) (Nadal 

et al., 2010a). 

L’assemblage de ces deux protéines, mené par leur étroite interaction s’effectue dans 

le cytoplasme pour ensuite rejoindre le noyau grâce au NLS porté par pUL56 (Wang et al., 

2012). pUL89 et pUL56 s’accumulent alors dans les centres de réplication en phase tardive 
post-infection. Seule, la protéine pUL89 n’est pas en mesure de rentrer dans le noyau et se 

localise dans le cytoplasme (Wang et al., 2012). 

Une fois dans les centres de réplications, le complexe reconnait spécifiquement les 

séquences « pac » et réalise un premier clivage. La capacité de pUL89 et pUL56 à cliver de 
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l’ADN sans ces motifs démontre que l’activité enzymatique est aléatoire en condition in vitro. 

Il est admis que pUL56 est incapable d’exercer un clivage spécifique seule et que le clivage 
spécifique se ferait alors par l’action concertée de pUL89 et pUL56 (Scheffczik, 2002). Les 

résultats confortant cette hypothèse sont apportés par les données structurales obtenues en 
2010 (Nadal et al., 2010a). En effet, l’extrémité C-terminale de pUL89 présente un repliement 

caractéristique de la superfamille des RNase H-like nucléases et polynucléotidyl-transférases 
avec trois résidus hautement conservés (D463, Q534, D651) qui coordonnent deux 

cations Mn2+ (Nadal et al., 2010b). Ces résultats ont confirmé que pUL89 possède l’activité 

nucléasique indispensable à la fonction de la protéine complète. Par ailleurs, les acides aminés 
conservés D463 et R544 ont respectivement été montrés comme essentiels pour l’activité 

nucléasique et pour la liaison à l’ADN (Theiß et al., 2019) 
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Figure 21 : Structure de pUL89. 
A. Distribution du polymorphisme naturel. Les triangles noirs et gris représentent respectivement les 
mutations retrouvées dans les souches de référence (AD169-Towne-Toledo-Davis) et dans les souches 
issues de patients naïfs de tout traitement. B. pUL89 est composée de 12 régions conservées (I-XII) et 
comprend des domaines fonctionnels putatifs tels que le domaine doigt de zinc annoté pUL89-ZF et de 
trois motifs. Les résidus impliqués dans l’interaction avec pUL56 sont représentés en vert. C. Alignement 
des séquences des régions conservées appartenant aux sous-familles α-, β- et γ- herpèsvirus. La 
numérotation des séquences est conforme à celle des résidus de la souche de référence AD169 du 
CMVH. Les résidus clés impliqués dans l’activité et la formation des trois motifs sont représentés par 
des lettres blanches sur fond noir. Adapté de (Champier et al., 2007, p. 200; Muller et al., 2021a) 
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La protéine pUL51 

La protéine pUL51 est la plus petite du complexe terminase puisqu’elle n’est 

composée que de 157 acides aminés. Cette protéine essentielle pour le clivage de l’ADN 
interagit avec les protéines pUL56 et pUL89 (Borst et al., 2013). La partie C-terminale, à elle 

seule, semble être essentielle pour maintenir l’interaction entre pUL56 et pUL89 écartant, 
ainsi, l’utilité de la partie N-terminale pour cette fonction (Borst et al., 2013; Neuber et al., 

2018). Le remplacement de la protéine pUL51 par son homologue murin M51 ne permet pas 

de remplacer la fonction de pUL51 malgré un degré de conservation élevé (Neuber et al., 
2018). De plus, le déficit de croissance généré par le virus recombinant ne codant que pour la 

partie C-terminale indique que la partie N-terminale a également un rôle dans le cycle de 
réplication virale (Neuber et al., 2018). Des régions intrinsèquement désordonnées (IDRs) ont 

été prédites par analyses in silico, ces régions sont notamment connues pour augmenter la 
stabilité ou pour réguler sa fonction (Faust et al., 2014; Neuber et al., 2018). 

En l’absence de ses partenaires, pUL51 est distribuée dans toute la cellule et sa petite 
taille lui permet de diffuser à travers le complexe du pore nucléaire (Neuber et al., 2017). 

Cependant pour que le complexe entier (pUL56-pUL89-pUL51) puisse rentrer dans le noyau, 
sa présence est nécessaire (Neuber et al., 2017). Ces 3 protéines assemblées se protègent 

mutuellement de la protéolyse, favorisant la stabilité et la persistance du complexe dans les 

compartiments de réplication (Neuber et al., 2017). 

Ainsi, le rôle de pUL51 au sein du complexe terminase semble être celui d’un élément 

stabilisateur favorisant l’assemblage du complexe. 
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VI.2. Les protéines partenaires 

À ce jour, au moins trois protéines supplémentaires participent au processus 

d’encapsidation. Il s’agit des protéines pUL52, pUL77 et pUL93. Chacune de ses protéines est 
décrite dans les paragraphes qui suivent. 

La protéine pUL52 

La protéine pUL52 est composée de 668 acides aminés et est conservée chez les 
herpèsvirus (Tableau 6). pUL32, protéine homologue chez l’HSV-1 a davantage été étudiée et 

a été montrée comme essentielle pour l’étape d’encapsidation et la génération de virion 

infectieux d’HSV-1 (Chang et al., 1996). Sa localisation dans les compartiments intracellulaires 
semble dépendre du temps d’infection. En début d’infection, pUL32 s’accumule dans les 

compartiments de réplication alors que plus tard, la localisation apparait plus diffuse dans le 
noyau et le cytoplasme (Lamberti and Weller, 1998). Il a été montré par un test de zinc blot 

que pUL32 se lie au zinc cependant les acides aminés impliqués dans cette liaison n’ont pas 
été démontrés (Chang et al., 1996). Curieusement, les motifs de type CXXC impliquant des 

cystéines sont montrés comme essentiels à la réplication virale. Ce type de motif pourrait lier 
le zinc. Ces résultats de pUL32 suggèrent que cette protéine pourrait être une protéine 

chaperonne modulant la formation de liaisons disulfures pendant l’assemblage et la maturation 

de la procapside (Albright et al., 2015).  

Les études sur pUL52, majoritairement conduites par Borst, ont montré que cette 

protéine n’a pas d’impact sur la réplication de l’ADN viral. En revanche elle est nécessaire pour 
son clivage. En son absence, des capsides de type A et B sont générées ; ainsi, pUL52 n’est 

pas essentielle pour la formation de capsides, mais l’est pour l’obtention de capside C. Enfin, 
pUL52 ne semble pas être impliquée dans la localisation nucléaire du complexe terminase 

(Borst et al., 2008) ni dans les interactions entre les protéines du complexe terminase (pUL56 
– pUL89 – pUL51) (Elbasani et al., 2014). 

Contrairement à pUL32 chez l’HSV-1, les études de localisation de pUL52 n’ont pas 
révélé un mode de localisation dynamique. pUL52 a été localisée dans le noyau autour des 

compartiments contenant pUL56, avec une certaine colocalisation en périphérie de ces 

compartiments. Un NLS putatif impliquant les acides aminés 315PYNKPRR321 suggère que 
pUL52 est activement importée dans le noyau (Borst et al., 2008). La partie C-terminale de 

pUL52 semble être cruciale pour sa fonction puisque la génération de virus recombinants 
codant pour une version de pUL52 étiquetée en C-terminale n’induit pas de réplication virale. 
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La protéine pUL52, peu étudiée à ce jour, fera l’objet d’un travail spécifique au sein de cette 

thèse. 

Les protéines pUL77 et pUL93 

Les protéines pUL77 et pUL93 sont toutes deux des protéines essentielles à la 

réplication virale (DeRussy and Tandon, 2015). En leur absence, le clivage des concatémères 
ne se produit pas et seules des capsides B sont générées ce qui suggère leur implication dans 

l’étape d’encapsidation. 

La protéine pUL77, composée de 642 acides aminés interagirait avec de nombreuses 
protéines impliquées dans la formation de la capside, telle que la MCP, la protéine 

tégumentaire pUL71, pUL93, le portail, l’ADN, ou encore le complexe terminase (Borst et al., 
2016). Bien que son rôle n’ait pas encore été élucidé, cette protéine participe à la stabilité de 

la capside entière et joue un rôle clé pendant la formation de la capside virale (Meissner et al., 
2012, 2011). De plus, son homologue pUL25 d’HSV-1 semble également être nécessaire pour 

maintenir la stabilité de la capside et de multiples interactions ont également été mises en 
évidence (Cockrell et al., 2011). 

pUL93 interagit avec pUL77 et les composants du complexe de sortie nucléaire (pUL50-
pUL53-pUL97) (DeRussy et al., 2016). L’interaction entre pUL93 et pUL77 est également 

retrouvée chez l’HSV-1 avec les deux homologues à savoir pUL17 et pUL25 (Tableau 6). 

pUL93, protéine composée de 594 résidus, semble jouer un rôle clé lors de la formation de la 
capside virale (DeRussy et al., 2016; DeRussy and Tandon, 2015; Köppen-Rung et al., 2016). 

Il a d’ailleurs été démontré que son homologue chez HSV-1, pUL17, ancre le complexe 
terminase à la capside et est impliqué dans la détermination du site de clivage de l’ADN (Muller 

et al., 2021a). 

Bien que ces protéines jouent un rôle dans l’étape d’encapsidation, leur fonction exacte reste 

à être élucidée. 
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VI.3. Mécanisme d’encapsidation chez les herpèsvirus 

L’étape d’encapsidation se déroulerait comme suit ; une fois l’ADN viral synthétisé sous 

forme d’unités génomiques successives, le complexe terminase reconnait spécifiquement les 
motifs « pac » contenus dans les séquences « a » des segments IRL et TRL et effectue un 

premier clivage générant ainsi des extrémités libres initiant l’encapsidation. 

Ce complexe se fixe en parallèle aux protéines composant le portail d’une procapside 

jusqu’à ce que l’ADN soit entièrement encapsidé. Cette étape s’achève par un second clivage 

au niveau du portail quand une unité génomique est intégrée. A ce même moment les 
protéines « scaffold » sont dégradées et la capside s’angularise. Finalement, le complexe 

formé entre l’ADN et les terminases se dissocie de la capside pleine. Le complexe terminase 
se prépare ensuite pour la prochaine encapsidation.  

La résolution tridimensionnelle de la structure du complexe terminase de l’HSV-1 (PDB 
: 6M5R) est une avancée majeure sur la compréhension de l’étape d’encapsidation chez les 

herpèsvirus. Les interactions fortes décrites entre les protéines pUL56, pUL89 et pUL51 sont 
également retrouvées chez les homologues pUL28, pUL15 et pUL33 de l’HSV-1 davantage 

étudiés (Tableau 6). La figure 22 présente la structure tridimensionnelle du complexe 
assemblé ou non sous forme hexamèrique (Figure 22, A et B). Il est montré que le canal 

central de la structure hexamèrique possède un diamètre interne de 39 Å suffisant pour lier et 

transloquer l’ADN  (Wang et al., 2020; Yang et al., 2020).  

Les domaines protéiques impliqués dans l’activité ATPasique du complexe terminase 

de l’HSV-1 se situent à l’intérieur du canal central et agissent comme un moteur pour 
« pousser » l’ADN dans la procapside (Figure 22, C et D). De la même manière, les domaines 

impliqués dans l’activité nucléasique se situent également à ce niveau (Figure 22, C et D).  

Après la reconnaissance, la fixation spécifique au génome viral et à la protéine portail (HSV-1 

pUL6), la translocation de l’ADN peut commencer. Durant cette phase, les domaines 
protéiques impliqués dans l’activité ATPasique sont au contact de l’ADN, a contrario, les 

domaines liés à l’activité nucléase sont écartés de l’ADN limitant ainsi un clivage prématuré. 
À la fin de l’encapsidation, un réarrangement du domaine lié à l’activité nucléase est engagé 

par les domaines régulateurs de pUL15 ce qui permettrait la conversion du complexe 

terminase en phase de clivage (Yang et al., 2020). Ainsi les domaines nucléasiques seraient 
en contact avec l’ADN et pourraient exercer le clivage (Figure 22). 

Cette première structure atomique d’un complexe terminase d’un herpèsvirus fournit 
un modèle très intéressant pour la compréhension du mécanisme et pour les futures études 
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sur le mode d’action des molécules antivirales. Elle contribuera également aux efforts de 

développement de meilleurs inhibiteurs de terminase utilisables dans les infections dues aux 
herpèsvirus. 

 

Figure 22 : Structure atomique du complexe terminase de l’HSV-1. 
A. Structure atomique du complexe terminase (pUL15-pUL28-pUL33). B. Assemblage sous forme 
hexamèrique. C. place du complexe terminase dans l’encapsidation. D. Changement de conformation 
du complexe lors de l’encapsidation de l’ADN. Adapté de (Yang et al., 2020).  
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OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 

Le CMVH présente un problème majeur de santé publique. Il s’agit un agent pathogène 
opportuniste rencontré chez les sujets immunodéprimés, mais aussi chez le fœtus puisqu’il 

représente la première cause d’infection congénitale d’origine virale. Les traitements 
conventionnels sont des molécules antivirales ciblant la polymérase virale pUL54. Malgré leur 

efficacité, leur toxicité et l’émergence de résistances entraînent des défis thérapeutiques. Face 

à ces constats, il est nécessaire de développer de nouvelles thérapies ciblant d’autres étapes 
du cycle réplicatif.  

L’étape d’encapsidation de l’ADN viral est une étape essentielle à la réplication du 
CMVH. Les protéines impliquées sont des cibles thérapeutiques privilégiées par le degré de 

conservation et de spécificité chez les herpèsvirus. Le développement récent du letermovir 
conforte ce choix, cependant son mécanisme d’action exacte demeure inconnu et devant 

l’émergence de mutations à haut niveau de résistance il convient d’identifier de nouvelles 
cibles thérapeutiques pour développer de nouveaux candidats-médicaments.  

La première partie de ce travail porte sur l’étude de l’implication de la 
protéine pUL51 dans la résistance au letermovir.  

Les principales mutations conférant une résistance au letermovir sont situées dans les gènes 

codant pUL56 et pUL89. Avec la caractérisation in vitro de la mutation P91S dans pUL51, 
l’hypothèse du mécanisme d’action évolue et suggère que le letermovir inhibe une fonction 

biologique nécessitant l’interaction des trois protéines pUL56-pUL89-pUL51. Dans cette 
partie, nous décrirons la première mutation de résistance dans pUL51 issue d’une souche 

clinique avec une meilleure compréhension du potentiel mode d’action du letermovir grâce au 
modèle structural du complexe terminase de l’HSV-1.  

La deuxième partie de ce travail de thèse se concentre sur l’identification de 
nouvelles cibles thérapeutiques dans les protéines pUL51 et pUL52 en vue du 

développement de nouvelles thérapies.  

À partir d’une approche informatique (alignements de séquences et modélisations protéiques 

principalement) puis expérimentale (production de virus recombinants), des domaines 

fonctionnels essentiels ont été identifiés comme de potentielles cibles thérapeutiques. La 
validation de cibles thérapeutiques est effectuée par le développement de peptides mimant 

une partie de la structure de la protéine-cible. 
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Enfin la dernière partie de ce travail a pour objectif de mieux comprendre le 

fonctionnement du complexe terminase et d’explorer le mécanisme d’action du 
letermovir. Celui-ci n’étant toujours pas clairement établi, nous nous sommes attelés à la 

production des protéines recombinantes pUL56 et pUL89 afin d’effectuer des tests 
d’interaction en présence de cette molécule.  
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ÉTUDE EXPERIMENTALE 
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PARTIE 1 : Implication de la protéine pUL51 dans la 
résistance au letermovir 

Malgré sa petite taille (157 acides aminés), pUL51 est essentielle pour la réplication 
virale et pour le fonctionnement du complexe terminase. D’après les données disponibles dans 

la littérature, le rôle de pUL51 serait celui d’un élément stabilisateur favorisant l’assemblage 

du complexe. 

Le premier travail sur cette protéine porte sur l’étude de son implication dans le mécanisme 

de résistance au letermovir.  

Le letermovir est une molécule ciblant l’étape d’encapsidation de l’ADN viral. Son mécanisme 

d’action n’est pas totalement compris, mais l’apparition de mutations de résistance est en 
faveur de l’implication des protéines pUL56, pUL89 et plus récemment de la protéine pUL51. 

La majeure partie des mutations de résistance sont localisées dans la protéine pUL56 et 
certaines d’entre elles sont retrouvées dans les souches cliniques. Suite à des expériences de 

sélection in vitro en présence de letermovir des mutations de résistance ont émergées dans 
les gènes codant pUL89 et pUL51. À ce jour, une seule mutation a été décrite dans pUL51, il 

s’agit d’une substitution de la proline en position 91 en sérine (Chou, 2017). Cette mutation 

confère une résistance modeste au letermovir, mais en combinaison avec d’autres mutations 
dans pUL56, le niveau de résistance est beaucoup plus élevé (Tableau 7) (Chou, 2017). Par 

ailleurs, cette mutation n’a jamais été retrouvée dans des souches cliniques.  

Tableau 7 : Génotypes et phénotypes des virus recombinants.  

Souche Génotype   EC50 (nM)  

 
  letermovir  
UL51 UL56 Moyenne Écart-type N1 Ratio2 

AD169 WT WT 3,7 0,77 79  
AD169 P91S WT 7,6 1,7 43 2,1 
AD169 P91S S229F 23 3,3 10 6,3 
AD169 P91S S229F, L254F, L257I 1060 137 12 290 
1
 Nombre de réplicats, 

2
 Rapports des valeurs EC50 à celles de la souche témoin sauvage AD169 WT, (Chou, 2017). 

 

Ainsi cette étude porte sur le suivi par séquençage de 16 patients traités par du 
letermovir en raison de leur non-réponse au traitement par anti-polymérase. La comparaison 

des substitutions du gène UL51 trouvées chez ces patients avec le polymorphisme naturel de 
ce gène (déterminé parallèlement par le séquençage de 56 souches naïves) nous a permis 
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d’identifier 4 substitutions potentiellement impliquées dans la résistance au letermovir ; D12E, 

17del, A95V et V113L. 

Des virus recombinants portant ces substitutions ont été construits pour la méthode des BAC 

(Bacterial Artificial Chromosome) pour évaluer leur implication sur la réplication virale et la 
résistance au letermovir. Après analyse phénotypique des virus recombinants, seule la 

substitution A95V confère une résistance au letermovir avec un EC50 de 29,246 ± 0,788 nM. 
La souche de ce patient porte également une mutation de résistance (L257I), déjà décrite, 

dans pUL56. Cette mutation confère un niveau de résistance intermédiaire au letermovir avec 

un EC50 d’environ 30 nM et semble altérer légèrement la croissance virale (Chou, 2017). Le 
virus recombinant portant ces deux mutations de résistance possède un EC50 de 271,39 

±41,05 nM soit, confère une résistance 128 fois plus importante par rapport à la souche 
sauvage.  

Récemment, le complexe terminase de l’HSV-1 a été résolu en CryoEM (Yang et al., 2020). 
Nous avons localisé les mutations de résistance de pUL56, pUL89 et pUL51 dans leurs 

homologues (pUL28, pUL15 et pUL33). Ces mutations de résistance sont situées dans une 
région spatiale restreinte. Il semblerait donc que le letermovir pourrait impacter cette région du 

complexe terminase.  

Ainsi pour la première fois, nous avons émis l’hypothèse que le letermovir se fixe dans une 
poche catalytique similaire à celle existante dans le complexe terminase de l’HSV-1. 

Néanmoins, des différences d’acides aminés entre les séquences du CMVH et de l’HSV-1 
pourraient expliquer l’absence d’efficacité du letermovir vis-à-vis de l’HSV1. 

Ce travail a fait l’objet d’une communication orale (congrès international), deux 
communications sous forme de poster (congrès internationaux) et d’un article dans le 

journal Antiviral Research en 2022. 
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Article 1 
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SUPPLEMENTARY DATA 
 
Table S1: Primers used for UL51 amplification and sequencing. 
 
Primers Sequence 5’ à 3’ 

UL51-Ext1 TGA TGG CGC ATA GGT TAC AG 

UL51-Ext2 GCG GCC GAC ATG CGG GCG CG 

UL51-Int1 CAT AGC AGT CAG TTG TCA AG 

UL51-Int2 CTT GAG CAT GGC GTC GCA CA 

UL51-2 TAC CCG ATC TTG ACG ACG AT 

UL51-3 AGA GAG GGC AGC AAC AGA TC 

The amplification protocol was as follows: denaturation for 3 min at 94˚C; 45s at 94˚C followed by 45s at 54˚C 
and 1.3 min at 72˚C for 40 cycles; and a final elongation step for 10 min at 72˚C.  
The PCR Mix is composed of :  

- 5µL of DNA (from sample) 
- 5µL of 10X PCR Extaq Buffer,  
- 4µL of dNTP (2.5mM), 
- 1.5µL per primer (10mM) (Ext1/Ext2 or Int1/Int2) 
- 0.25µL of ExTaq polymerase (Takara, Kusatsu, Japon)  
- qsp 50µL ultrapure PRC grade H2O. 
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Table S2: Primers used for HCMV-BAC recombinant viruses construction. 
 

Mutation Sens 5’ à 3’ 

UL51 D12E  
For AAAAAGAATGTCCTGGGCTAAGCAGCGGGTGCCGTTTCTGGAGGATGACGACGGAGA

GGAGGATAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CGTCATCCTGCACGTCGTTTTCCTCCTCTCCGTCGTCATCCTCCAGAAACGGCACCCG
CTGCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 A95V  
For  GCTGCCGCGCGTCTACGATCTGTTGCTGCCCTCTCTGGACGTGCGCTTAAATTTCGTG

AACGCTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev AGGCGGCGTACTTCTGACCCGCGTTCACGAAATTTAAGCGCACGTCCAGAGAGGGCA
GCAACAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 V113L 
For CGTGAACGCGGGTCAGAAGTACGCCGCCTTCCTCAAGTACCTGCACGGCGACTGCGC

GACCTGTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev GGAGGATCTCTCCGTGACTGCAGGTCGCGCAGTCGCCGTGGACGTACTTGAGGAAGG
CGGCGTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 17del 
For CTGGGCTAAGCAGCGGGTGCCGTTTCTGGACGATGACGACGGAGAGGAAAACGACGT

GCAGGATAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev TCGGCACCGGAGAATCCACGTCATCCTGCACGTCGTTTTCCTCTCCGTCGTCATCGTC
CAGAAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL56 
C325F  

For  GGGCATCACCATCCAGCAGCTAAATGTGTATCACCAGCTGTTTCGGGCGCTCATGAAC
GGCATTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CCCCGTACAGATGGCGACTGATGCCGTTCATGAGCGCCCGAAACAGCTGGTGATACA
CATTTAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL56 
C325Y 

For GGGCATCACCATCCAGCAGCTAAATGTGTATCACCAGCTGTACCGGGCGCTCATGAAC
GGCATTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CCCCGTACAGATGGCGACTGATGCCGTTCATGAGCGCCCGGTACAGCTGGTGATACA
CATTTAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL56 
L257I 

For  GACAACGCGCATCCCCCACTTGGCTGGAGTCCTTTCGGCCATTAAAAGCCTATTCTCTT
CTTCTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev TGTAGCTGTGGTAGGCCGATGAAGAAGAGAATAGGCTTTTAATGGCCGAAAGGACTCC
AGCCAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 
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Table S3: Sequences used for alignment of pUL51 homologs. 
 
Identification Virus Protein Residues Accession number 

Hu
m

an
 

He
rp

es
vir

us
es

 

HSV-1 Herpes simplex type 1 pUL33 130 >QIB02221.1 UL33  
HSV-2 Herpes simplex type 2 pUL33 130 >ATD86769.1   
VZV Varicella-zoster virus UL33 156 >NP_040148.1 
HHV-6A Human herpesvirus 6A U35 105 >AVI09234.1  
HHV-6B Human herpesvirus 6B U35 106 >NP_050216.1  
EBV Epsein Barr virus UL33 135 >YP_401728.1  

Be
ta

-H
er

pe
sv

iru
se

s 

AoHV-1 Aotine betaherpesvirus 1 UL33 97 >YP_004940078.1  
HCMV Human herpesvirus 5 pUL51 157 >P16792.1 
PnHV-2 Panine betaherpesvirus 2 UL51 160 >NP_612695.1  
RhCMV Macacine betaherpesvirus 3 Rh82 111 >APT40324.1  
CyCMV Cynomolgus cytomegalovirus Cy82 111 >YP_009337501.1  
BCMV Baboon cytomegalovirus Ba82 104 >QQL09692.1  
CeHV-5 Cercopithecine betaherpesvirus 5 UL33 107 >YP_004936027.1  
BatBHV-2 Bat betaherpesvirus B7D8 B51 109 >AFK83881.1  
TuHV-1 Tupaiid betaherpesvirus 1 T51 119 >NP_116405.1  

 
 

 
 
Figure S1:  RMSD score of pUL33 and pUL51 structural alignment. 
RMSD data (generated by VMD) were exported in Excel to illustrate the scoring across the proteins pUL33 and 
pUL51. 
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Figure S2: HSV-1 pUL28 and HCMV pUL56 sequence alignment. 
HSV-1 pUL28 (QIB02216.1) and HCMV pUL26 (ABB71130.1) were aligned using ClustalW as described in material 
and method. The degree of amino acid conservation is represented as follows: “*” indicates a strictly conserved 
amino acid; “:” a site belonging to a group exhibiting strong similarity; “.” a site belonging to a group exhibiting a 
weak similarity. Amino acids involved in a LMV resistance are highlighted as white letters on black background. 
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Figure S3: HSV-1 pUL15 and HCMV pUL89 sequence alignment. 
HSV-1 pUL15 (P04295.2) and HCMV pUL89 (P16732.1) were aligned using ClustalW as described in material and 
methods. The degree of amino acid conservation is represented as follows: “*” indicates a strictly conserved amino 
acid; “:” a site belonging to a group exhibiting strong similarity; “.” a site belonging to a group exhibiting a weak 
similarity. Amino acids involved in a LMV resistance are highlighted as white letters on red background. 
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PARTIE 2 : Identification de nouvelles cibles thérapeutiques 
en vue du développement de thérapies anti-CMVH 

 

Comme discuté dans la revue « Le complexe terminase, une cible de choix dans le 

traitement de l’infection à cytomégalovirus humain » présentée en Annexe 3, l’intérêt 

grandissant pour l’étape d’encapsidation en fait une cible virale de choix. Les protéines 
impliquées dans cette étape d’encapsidation sont indispensables à la réplication virale et 

sont spécifiques aux herpèsvirus. Elles ne présentent donc pas d’homologues dans les 
cellules humaines.  

Cette partie regroupe l’ensemble des travaux initiés sur l’identification de motifs 
structuraux essentiels à la structure-fonction des protéines pUL51 et pUL52. Un premier 

chapitre est dédié à l’étude de la partie C-terminale de la protéine pUL51. Le second est 
associé à l’analyse complète de la structure de pUL52.  
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A – Étude de la protéine pUL51, identification d’un motif 
Leucine Zipper 

Nous avons montré par analyse du polymorphisme, alignement de séquences et 
modélisation que la protéine pUL51 était composée d’une région variable et d’une région 

conservée. Ces résultats sont concordants avec ceux préalablement publiés par Neuber et al. 

en 2018. La région conservée, située en C-terminale est essentielle pour la formation du 
complexe et est nécessaire à l’interaction avec pUL56 (Neuber et al., 2018, 2017). Afin de 

comprendre de quel type d’interaction il s’agit, une étude plus approfondie de la séquence 
protéique a permis d’identifier des leucines répétées à espace régulier (L126-X6-L133-X6-

L140-X6-L147). Une leucine en position L132 est également présente. Ce type de motif est 
caractéristique d’un « leucine zipper » (LZ). Pour valider cette hypothèse, une approche par 

modélisation et mutagenèse dirigée a été réalisée. Les leucines ont été substituées par des 
alanines afin d’étudier leur l’impact sur la capacité du virus recombinant à répliquer. 

Les leucines substituées une à une affectent la capacité du virus à croitre de manière 
significative. Seule la substitution L132A n’entraine pas d’impact sur la capacité réplicative. 

Par ailleurs, un effet cumulatif est observé ; la substitution simultanée de toutes ces leucines 

entraine une abolition complète de la réplication virale. 

Afin de confirmer ce potentiel motif comme étant une cible thérapeutique, une approche 

basée sur l’utilisation de peptides mimant le LZ est employée. Les essais menés montrent une 
inhibition significative de la réplication virale, cette approche souligne le potentiel d’exploitation 

de ce motif d’interaction pour développer de nouvelles molécules antivirales. 

Ce travail fait l’objet d’un article en cours de préparation pour la revue Antiviral Research. 
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INTRODUCTION 

The human cytomegalovirus (HCMV) is an opportunistic beta-herpesvirus pathogen for 
immunocompromised patients. It also represents the first viral cause of congenital infection. 

Conventional treatments are antiviral molecules targeting the viral polymerase pUL54 
(ganciclovir, cidofovir and foscarnet). Despite their efficiency, their toxicity and the emergence 

of resistance lead to therapeutic challenges (Andouard et al., 2016; El Chaer et al., 2016; 

Leruez-Ville and Ville, 2017; Lurain and Chou, 2010). It is also necessary to develop new 
therapies targeting other stages of viral replication. The DNA-packaging step is highly specific 

of HCMV and has no equivalent in human cells; thus, this step represents a prime target for 
the development of new antivirals. This has been confirmed by the development of letermovir 

in the context of transplantation (Marty et al., 2017).  

DNA-packaging process requires at least the action of the terminase complex composed of 

pUL56, pUL89 and pUL51. The pUL51 protein is the smallest of the terminase complex and is 
essential for the correct localization of the pUL56 and pUL89 proteins (Neuber et al., 2017). 

The C-terminal part alone appears to be essential for maintaining the interaction between 
pUL56 and pUL89 discarding the utility of the N-terminal part for this function (Borst et al., 

2013; Neuber et al., 2018). However, the growth deficiency generated by the recombinant virus 

encoding only the C-terminal part indicates that the N-terminal part also has a role in the viral 
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replication cycle (Neuber et al., 2018). In silico analyses and polymorphism study have been 

predicted an Intrinsically Disordered Regions (IDRs) part in the N-terminal region and a 
conserved region in C-terminal part (Neuber et al., 2018). 

Improving knowledge of the functional domains and their interaction of pUL51 within the HCMV 
terminase complex is essential both for drug development and for improving existing drugs 

such as letermovir. The objective of the current study is to identify a minimal peptide of pUL51 
with a putative key role in its interaction in the terminase complex. Previous studies 

encouraged us to focus on the putative involvement of the pUL51 C-terminal part (Muller et 

al., 2022; Neuber et al., 2018). 

 

MATERIALS AND METHODS 

Identification of conserved patterns and secondary structure prediction 

The amino acid sequence of pUL51 from the HCMV reference strain AD169 was aligned with 
9 homologous sequences from other herpesviruses, as described in Table S1. Alignments 

were performed as previously described using the Clustal Omega multiple sequence alignment 
(MSA) tools (McWilliam et al., 2013; Sievers et al., 2011). The degree of amino acid 

conservation is represented as follows: "*" strictly conserved; ":" high similarity; "." low 

similarity. The amino acid sequence of pUL51 HCMV (P16792.1) was submitted in I-TASSER 
(Roy et al., 2010; Yang et al., 2015; Yang and Zhang, 2015) as previously described (Muller 

et al., 2021b) and the final model with the highest confidence score (c-score) was analyzed 
using VMD 1.9.4 (Visual Molecular Dynamics). 

Cells and bacterial strains 

Human fibroblasts MRC-5 (bioMérieux, Marcy l'Etoile, France) as previously described (Muller 

et al., 2021b). Escherichia coli strain GS1783 was used for BAC mutagenesis (Borst et al., 
1999). The HCMV-BAC contains an enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene in the 

unique short region and was derived from parental strain pHB5, the BAC-cloned genome of 
the HCMV laboratory strain AD169 (Chee et al., 1990, p. 199) (Gift from M. Messerle, Univ. 

Hannover, Germany). 

Bacterial Artificial Chromosome Mutagenesis 

UL51 mutations were introduced by “en passant” mutagenesis into the EGFP-expressing 

HCMV BAC containing an enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene in the unique 
short region derived from laboratory strain AD169 as previously described (Muller et al., 
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2021b). Mutant construction and primers for mutagenesis are described in Supplementary 

Table S2 and S3. The presence of the mutations in UL51 gene was confirmed for each mutant 
virus by Sanger sequencing prior transfection and for each recombinant virus growing in cell-

culture after viral DNA extraction from infected cells using the Hirt protocol (Hirt, 1967). We 
have previously shown that “en passant” mutagenesis does not introduce other mutations that 

could have a negative impact on viral replication (Ligat et al., 2017). 

Growth Curve Analysis 

To estimate the impact of each mutation on viral fitness the recombinant strain and AD169-

WT were inoculated in 48-well MRC-5 culture at a (MOI) of 0.01. From day 1 to day 8 post-
inoculation, number of fluorescent cytopathic foci was counted to establish viral growth curves 

for each recombinant. 

Viral Immediate Early and late proteins expression 

A transfection of mutated HCMV-BAC into human fibroblasts MRC-5 using the liposomal 
reagent Transfast™ (Promega, France) was performed. Cells were fixed at 5 days post 

transfection, and immunostaining was performed for viral immediate early (anti-IE1 antibody; 
Argene, France) and late (anti-gB antibody; Abcam, UK) proteins in transfected cells. 

RESULTS 

Identification of a LZ pattern into pUL51 C-terminal part 

The pUL51 protein is a leucine-rich protein (12.7%) with a polymorphism located in the N-

terminal part. Sequence analysis of the pUL51 protein reveals a succession of leucines spaced 

6 residues apart in the C-terminal part (L126-X6-L133-X6-L140-X6-L147) with a high potential 
to form a leucine zipper (LZ domain) (Figure 1, A). The heptad leucines within this region are 

conserved in all the beta-herpesviruses pUL51 homologs shown in Figure 1, B. There is also 
a leucine at the position L132. The helical wheel representation of the pUL51-LZ domain has 

invariant leucines line up on one side of the helix (Figure 1, C). To investigate the putative LZ 
structure, the pUL51 protein model was used. C-terminal part is structured as helices and 

L126, L133 and L140 are aligned. However, the orientation of L132 and L147 is different. For 
L147 it is probably due to the unwell structured helix by the modelling structure (Figure 1, D). 
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Figure 1: A putative leucine zipper domain is present within the pUL51 protein. (A) Structure and 
polymorphism distribution of pUL51 protein, the grey and peach puff parts respectively represent 
variable and conserved regions. Black and Grey triangles represent polymorphism substitution from 
reference strains (black triangle) or naïve strains (grey triangle). Red triangles correspond to resistance 
mutation to LMV. (B) Sequence alignment of the pUL51 homologs in beta-herpesviruses. Leucines are 
shown in white letters on a red background. The degree of amino acid conservation is represented as 
follows: “*” indicates a strictly conserved amino acid; “:” a site belonging to a group exhibiting strong 
similarity; “.” a site belonging to a group exhibiting a weak similarity. (C) Helical wheel representation of 
the LZ motif. (D) Modelling structure of the HCMV pUL51 protein. Structure is represented with the 
drawing method “NewCartoon” using Visual Molecular Dynamics (VMD 1.9.3).  Leucines and resistance 
mutations are respectively represented in blue and red.  Sequence numbering is consistent with that of 
AD169 residues. 
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Mutations within the putative leucine zipper abrogate viral replication 

In order to test the significance of the predicted leucine zipper in pUL51, leucines of the 
potential LZ were substituted one by one by building recombinant viruses in order to measure 

their impact on the ability of virus to replicate. One recombinant virus was built with 5 
substitutions (L126A, L132A, L133A, L140A and L147A). 11 days after transfection; small foci 

were observed for L126A, L133A, L140A and L147A substitutions, foci similar to the WT for 
L132A substitution and only transfected cells were observed for the mutants harboring all the 

substitutions (Table 1 and Figure S2).    

The assessment of the impact on viral fitness of L126A, L132A, L133A, L140A and L147A 
substitutions was compared with the parental strain AD169-WT. All UL51 single substitutions 

tested can replicate in human fibroblasts. However, L126A, L133A, L140A, L147A 
substitutions significantly reduced the virus ability to produce infectious particles, showing that 

they have an impact on HCMV replication fitness (Figure 2). As anticipated, L132A do not have 
any impact on the virus ability to growth. 

 
Table 1: Overview of recombinant viruses in putative pUL51-LZ motif with their respective amino 
acid exchanges and the mutation effect on viral replication (foci).   
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Figure 2: Growth curves analysis of the pUL51 recombinant viruses. Growth curves of the 
recombinant virus strain UL51-L126A, UL51-L132A, UL51-L133A, UL51-L140A, UL51-L147A in 
comparison to the parental strain AD169-WT. Fluorescent foci were counted daily from day 1 to day 7. 
Curves are the average of three independent experiments in triplicate. Mann-Whitney test was applied 
for statistical analysis and recombinant strains were compared to the parental strain. * p < 0.05, ** p 
<0.01, *** p < 0.001.  
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pUL51 mutations do not impact the viral gene expression 

To test whether these substitutions may disrupt another step in HCMV replication, 
immunostaining assays were performed to detect proteins produced at immediate early and 

late stages of viral cycle (IE and late proteins). Expression of immediate early (IE) and late 
(gB) viral genes were both detected, indicating that substitutions have no impact on viral gene 

expression (Figure 3). 

 

  

Figure 3: pUL51 substitutions do not affect viral late expression. MRC-5 were transfected with the 
parental strain (WT) or with recombinant viruses (AD169-L126A and AD169-L*5A). At day 5 post-
transfection, immunostaining was performed for early (IE1/IE2) and late (gB) viral proteins. Black arrow 
corresponds to infected cells. Magnification: 100X. 
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DISCUSSION 

Current therapies against HCMV infections are based on nucleoside analogues that target viral 
genome replication, a process achieved by DNA polymerase UL54. These therapies therefore 

suffer from cytotoxicity and drug resistance, which generates a need for potent non-nucleosidic 
antiviral compounds. Compounds that target HCMV terminase formation or stability are a 

potential option, as HCMV terminase complex has no counterpart in cells.  

The pUL51 protein has an essential role in the function of the complex terminase for the 

packaging of genomic units (Borst et al., 2013). Analysis of the pUL51 polymorphism in more 

than 72 strains of letermovir-naive patients showed that the polymorphism was located on the 
non-conserved N-terminal part (Muller et al., 2022).  The C-terminal part, highly conserved in 

beta-herpesviruses, is essential for the functioning of the complex since it deletion leads to an 
absence of viral replication (Borst et al., 2013). Moreover, 2 resistance mutations have been 

described in this protein demonstrating it involvement in the mechanism of action of letermovir 
(Chou, 2017; Muller et al., 2022).  

The analysis of the primary sequence of pUL51 revealed 4 heptad leucines separated by 6 
residues. This motif is typical of a leucine zipper (Hirst et al., 1996). The substitution of these 

residues by the recombinant viruses building method allowed us to highlight a cumulative 

effect. Each mutation separately affects viral replication significantly. Only the accumulation of 
substituted leucines does not allow observing any viral growth. This suggests the importance 

of these residues for the structure/function of the protein and for viral replication. Helical wheel 
representation, pUL51 modeling and mutagenesis suggest a non-involvement of L132 in the 

LZ motif. Our protein modelling and mutagenesis reveal a Leucine zipper motif that seems to 
offer a promising target for developing antiviral agents.  

 

CONCLUSION 

In conclusion, these results provide new data about pUL51 structure function. The pUL51-Lz 
is a starting point or even a possible lead compound for the development of drugs targeting 

HCMV. 
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SUPPLEMENTATY DATA 

Table S1: Sequences used for alignment of pUL51 homologs. 
 
Identification Virus Protein Residues Accession number 

Be
ta

-H
er

pe
sv

iru
se

s 

AoHV-1 Aotine betaherpesvirus 1 UL33 97 >YP_004940078.1  
HCMV Human herpesvirus 5 pUL51 157 >P16792.1 
PnHV-2 Panine betaherpesvirus 2 UL51 160 >NP_612695.1  
RhCMV Macacine betaherpesvirus 3 Rh82 111 >APT40324.1  
CyCMV Cynomolgus cytomegalovirus Cy82 111 >YP_009337501.1  
BCMV Baboon cytomegalovirus Ba82 104 >QQL09692.1  
CeHV-5 Cercopithecine betaherpesvirus 5 UL33 107 >YP_004936027.1  
BatBHV-2 Bat betaherpesvirus B7D8 B51 109 >AFK83881.1  
TuHV-1 Tupaiid betaherpesvirus 1 T51 119 >NP_116405.1  

 
Table S2: Primers used for UL51 amplification and sequencing. 
 
Primers Sequence 5’ à 3’ 

UL51-Ext1 TGA TGG CGC ATA GGT TAC AG 

UL51-Ext2 GCG GCC GAC ATG CGG GCG CG 

UL51-Int1 CAT AGC AGT CAG TTG TCA AG 

UL51-Int2 CTT GAG CAT GGC GTC GCA CA 

UL51-2 TAC CCG ATC TTG ACG ACG AT 

UL51-3 AGA GAG GGC AGC AAC AGA TC 
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Table S3: Primers used for UL51-HCMV-BAC recombinant viruses construction. 
 

Mutation Sens 5’ à 3’ 

UL51 
L126A  

For CGTGCACGGCGACTGCGCGACCTGCAGTCACGGAGAGATCGCTCGTGAGAA
GACGCAACTATTTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev GCTTGCTGACGATCGCCGTTAATAGTTGCGTCTTCTCACGAGCGATCTCTCC
GTGACTGCAGGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 
L132A  

For  GACCTGCAGTCACGGAGAGATCCTCCGTGAGAAGACGCAAGCTTTAACGGC
GATCGTCAGCAATAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev TTCCGTTAATGTCCATGAGCTTGCTGACGATCGCCGTTAAAGCTTGCGTCTTC
TCACGGAGGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 
L133A 

For CAGTCACGGAGAGATCCTCCGTGAGAAGACGCAACTAGCTACGGCGATCGTC
AGCAAGCTTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev GGATTCCGTTAATGTCCATGAGCTTGCTGACGATCGCCGTAGCATAGTTGCG
TCTTCTCACGGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 
L140A 

For CCGTGAGAAGACGCAACTATTAACGGCGATCGTCAGCAAGGCTATGGACATT
AACGGAATCCTTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CGCCGATTTATTTACCCGGCGCCGACTCGTCTTTTCCCTCAGCGATTCCGTTA
ATGTCCATGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 
L147A  

For  AACGGCGATCGTCAGCAAGCTCATGGACATTAACGGAATCGCGGAGGGAAAA
GACGAGTCGGCTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CCCCGTACAGATGGCGACTGATGCCGTTCATGAGCGCCCGAAACAGCTGGT
GATACACATTTAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 
L140A 
L147A 

For GACGCAACTATTAACGGCGATCGTCAGCAAGGCTATGGACATTAACGGAATC
GCTGAGGGTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CCGGCGCCGACTCGTCTTTTCCCTCAGCGATTCCGTTAATGTCCATAGCCTTG
CTGACGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL51 
L126A 
L132A 
L133A 

For  CGGCGACTGCGCGACCTGCAGTCACGGAGAGATCGCTCGTGAGAAGACGCA
AGCTGCTACGGCTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CTTGCTGACGATCGCCGTAGCAGCTTGCGTCTTCTCACGAGCGATCTCTCCG
TGACTGCAGGTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 
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Figure S2: Plaque formation assay in MRC-5 cells after transfection of HCMV-BAC-UL51 WT 
(AD169) or recombinant virus strains for UL51 putative LZ. Green fluorescent foci were observed 
with the wild-type HCMV-BAC-UL51 and single infected cells were observed with the other recombinant 
viruses. Eleven days after transfection of human fibroblasts, we observed small cytopathic effect. 
Replication capacity was determined for each mutation to see how they impaired viral replication and 
propagation in cell-culture. “L*5A” corresponds to the mutant with the 5 substitutions. 
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Travaux complémentaires : Validation de la cible thérapeutique par 

le développement d’un peptide inhibiteur 

 

Les résultats de cette étude révèlent une cible thérapeutique prometteuse pour le 

développement d’agents antiviraux.  

Nous pensons qu’un court peptide mimant le motif LZ pourrait entrer en compétition au 
niveau du site d’interaction du LZ de pUL51. L’interaction de pUL51 avec ses partenaires 

du complexe terminase serait alors perturbée ; une inhibition de la réplication du CMVH 

pourrait être observée. Afin de tester cette hypothèse, nous avons développé un peptide et 

effectué des essais antiviraux et des tests de cytotoxicité (Figure 23). 

 

 

Figure 23 : Mode d’action théorique d’un peptide homologue à un domaine essentiel pour la réplication 
virale. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES :  

Conception du composé antiviral imitant le motif pUL51-LZ 

Un peptide mimant le pUL51-LZ a été synthétisé par Proteogenix (Strasbourg, France). Le 

peptide a une pureté supérieure à 95 %, vérifiée par analyses HPLC et spectrométrie de 

masse (rapport du fournisseur). La séquence peptidique est la suivante ; 

AC-GRKKRRQRRRPPQHGEILREKTQLLTAIVSKLMDINGILEGK-NH2 

Elle se compose (I) d’une séquence TAT (soulignée) et (II) et de la séquence du 

motif pUL51-LZ (nommé HK29). La séquence TAT correspond à un peptide de pénétration 

cellulaire (CPP) issu de la protéine TAT du VIH et permet à elle seule de pénétrer dans une 

cellule (Habault and Poyet, 2019; Reissmann, 2014). Coupler ce peptide TAT à la 

séquence HK29 favoriserait ainsi l’entrée cellulaire du peptide complet que nous 

nommerons TAT-HK29. Le peptide a été reconstitué dans de l’eau MilliQ à 1 mM et conservé 

à -20 °C. Pour les essais antiviraux, le peptide a été dilué dans le milieu cellulaire 

(supplémenté en sérum de veau fœtal et antibiotiques) pour obtenir une concentration finale 

de 10 µM avant de réaliser des ½ dilutions en série jusqu’à 0,156 µM.  

 

Modélisation structurale du peptide imitant le motif pUL51-LZ 

La séquence d’acides aminés du peptide a été soumise dans I-TASSER comme décrit 

précédemment (Muller et al., 2021b; Roy et al., 2010; Yang et al., 2015; Yang and Zhang, 

2015). Le modèle final avec le score de confiance le plus élevé (c-score) a été analysé en 

utilisant VMD 1.9.4 (Visual Molecular Dynamics). 

Test de cytotoxicité 

La libération de la lactate déshydrogénase (LDH) a été mesurée à l’aide du kit CytoTox 96® 

Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, France) selon les instructions du fabricant. La 

libération de LDH est déterminée par la conversion d’un sel de tétrazolium en un produit 

formazan. Des cellules MRC-5 confluentes ont été incubées pendant 5 jours dans un milieu 

de culture contenant les dilutions de peptide allant de 0,156 à 10 µM. Les milieux de culture 

cellulaire ont ensuite été recueillis et le niveau de LDH a été déterminé en mesurant 

l’absorbance à 490 nm avec un lecteur de plaque multimode EnSpire® (Perkin Elmer, USA). 

La cytotoxicité associée aux antiviraux a été calculée en soustrayant la mort cellulaire 

spontanée pour chaque condition testée et les résultats ont été exprimés en proportion de la 

mort cellulaire à 100 %. 
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Essai antiviral  

L’essai antiviral est utilisé pour évaluer la susceptibilité antivirale du peptide comme décrit 

précédemment (Jacquet et al., 2020). Au moins 3 essais antiviraux ont été effectués en triplicat 

avec la souche de référence AD169.  

 

RÉSULTATS : 

Conception et analyses informatiques du peptide  

Le peptide TAT-HK29 est composé d’une part (I) d’une séquence de 13 acides aminés connue 

pour faciliter la pénétration cellulaire (séquence nommée TAT) et (II) de la séquence du motif 

LZ pUL51. Cette séquence est composée de 29 résidus (nommée HK29).  

La modélisation structurale du peptide complet (TAT-HK29) prédit une structure secondaire 

sous forme d’hélice pour la partie mimant le motif LZ de pUL51 (Figure 24, A). Le score de 

confiance est élevé excepté pour la partie C-terminale. Le motif de pénétration TAT est prédit 

sous forme de « coil » ou d’hélice. La structure tridimensionnelle théorique présentée dans la 

figure 24, B rapporte une même orientation uniquement pour les deux premières leucines du 

motif. 

 

Figure 24 : Séquence peptidique et structure de TAT-HK29. 
A. Prédiction de la structure secondaire par I-TASSER du peptide TAT-HK29. Conf. Score : Score de 
confiance. B. Structure tridimensionnelle du peptide TAT-HK29. Le peptide de pénétration cellulaire 
(séquence TAT) est représenté en rouge. Le peptide correspondant au motif LZ de pUL51 est 
représenté en cyan. Les leucines sont représentées en bleu. 
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Validation de la cible thérapeutique par le peptide mimant le motif LZ de pUL51 

L’évaluation de l’efficacité du peptide a été réalisée par des essais antiviraux. Les résultats 
sont résumés dans la figure 25, B. Cinq jours après le traitement des cellules infectées par la 

souche de référence AD169, nous avons observé une réduction d’environ 25 % du nombre de 
foyers infectieux par rapport au contrôle sans traitement à partir d’une concentration de 

0,156 µM. L’augmentation de la concentration ne semble pas avoir d’effet sur le potentiel 
antiviral de la molécule. Ces résultats, bien qu’encourageants, présentent des disparités entre 

les différentes expériences et ne nous permettent pas d’atteindre une EC50. 

 

Figure 25 : Évaluation de la toxicité (A) et de l’efficacité (B) du peptide TAT-HK29. 
A. Mesure de la toxicité cellulaire associée au peptide TAT-HK29 (4 fois en triplicat). La cytotoxicité est 
calculée en soustrayant la mort cellulaire spontanée pour chaque condition testée, les résultats ont été 
exprimés en proportion par rapport au 100 % de mort cellulaire. B. Évaluation de l’efficacité du 
peptide TAT-HK29 par essais antiviraux (4 en triplicat). Le nombre de foyers est compté 5 jours après 
l’infection et le traitement. Les résultats des différents essais sont normalisés par rapport aux puits 
témoins non traités et présentés en pourcentage. 
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Lors des expérimentations, la formation d’agrégats peptidiques est suspectée, cela pourrait 

être à l’origine des disparités observées. Afin de confirmer cette hypothèse, des observations 
au microscope inversé sont effectuées (Figure 26, A et B). Des agrégats (ou précipités) 

semblent être identifiés dans du milieu de culture puisqu’aucune structure similaire n’est 
observée dans le milieu de culture seul.  

 

Figure 26 : Observation microscopique du peptide TAT-HK29 dilué ou non dans du milieu de culture. 
A. Observation au microscope inversé du milieu de culture cellulaire seul. B. Observation au microscope 
inversé du peptide TAT-HK29 dilué à 10 µM dans le milieu de culture cellulaire. Grossissement X200. 
La flèche noire pointe un potentiel agrégat/précipité peptidique. 
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B – Étude de la protéine pUL52 

La protéine pUL52 est essentielle à l’étape d’encapsidation, mais peu de données sont 
accessibles et son implication dans cette étape demeure inexpliquée. Cette partie de ma thèse 

vise à identifier et valider des motifs essentiels à la structure ou fonction de pUL52. 

La distribution du polymorphisme protéique a été analysée à la suite du séquençage du 

gène UL52 de 61 échantillons cliniques de patients naïfs de tout traitement et de 

14 échantillons cliniques provenant de patients traités au letermovir. Des alignements de 
séquences ont été effectués et ont permis de valider la présence de 2 régions variables et 

de 3 régions conservées. Des motifs très conservés chez les herpèsvirus impliquant des 
cystéines et histidines ont été trouvés dans les régions conservées I, II et III. L’importance 

de ces motifs pour la réplication virale a été validée par la construction de virus recombinants. 
La modélisation protéique par homologie de séquences de pUL52 nous a permis de visualiser 

ces motifs au sein de la protéine.  

Ainsi, un doigt de zinc et deux motifs CXXC pouvant être des sites de liaisons ont été 

démontrés comme étant essentiels pour la réplication virale et probablement pour la structure-
fonction de cette protéine. Ces motifs représentent des cibles potentielles pour le 

développement de nouvelles molécules antivirales. 

Ce travail a fait l’objet de trois communications sous forme de posters (congrès local, 
national et international) et d’un article dans le journal Viruses en 2021. 
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SUPPLEMENTARY DATA 
 
Table S1: Sequences used for alignment of pUL52 homologs. 
 
Identification Virus Protein Lenght 

residues 
Accession number 

PrV Suid alphaherpesvirus 1 pUL32  470 >YP_068335.1  
BoHV-1 Bovine alphaherpesvirus 1 pUL32  601 >NP_045326.1  
HSV-1 Human herpesvirus 1 pUL32  596 >NP_044634.1  
GaHV-1 Gallid alphaherpesvirus 1 pUL32  582 >YP_182361.1  
GaHV-2 Gallid herpesvirus 2 pUL32 641 >NP_057791.1  
HSV-2 Human herpesvirus 2  pUL32  598 >NP_044502.1 
GaHV-3 Gallid alphaherpesvirus 3 pUL32  626 >NP_066864.1 
VZV Human alphaherpesvirus 3 pUL32  585 >NP_040149.1 
CyCMV Cynomolgus cytomegalovirus Cy83 552 >YP_009337502.1 

RCMV Rat cytomegalovirus Maastricht pR52 530 >NP_064158.1 

RhCMV Macacine betaherpesvirus 3 Rh83 551 >YP_068176.1 

MCMV Murid betaherpesvirus 1 M52  517 >AWV68147.1  
HCMV Human betaherpesvirus 5 pUL52 668 >DAA00157.1 
HHV6-A Human betaherpesvirus 6A U36 484 >NP_042929.1  
HHV6-B Human betaherpesvirus 6B Virion protein 484 >NP_050217.1  
HHV7 Human betaherpesvirus 7 pUL32  485 >YP_073776.1  
EBV Human herpesvirus 4 pUL32  525 >NP_039846.1  
SaHV-2 Saimiriine gammaherpesvirus 2 unnamed protein 436 >NP_040270.1  
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Table S2: Primers used for UL52 amplification and sequencing. 
 
Primers Sequence 5’ à 3’ 

UL52-2 For GCACGCGCACCCGCGTCA 

UL52-3 Rev GTGGTGTTGGTCGCATTGG 

UL52-4 For GCTTCGGCCGCCTGCGACCT 

UL52-4_5 Rev CGAAGCGGTCGCGGCTAGGTG 

UL52-5 For TGGGCCGGCACCGGCGTCAT 

UL52-6 Rev TGCGGGTCGCAGAAAAAGTG 

UL52-7 For CGTCAGGCAGGCGTCACGGG 

UL52- Int1 CCAGAAACGGCACCCGCTGC 

UL52- Int2 GGGTGCTCGCGGAAGATGTC 

UL52- Ext1 TTACCCGGCGCCGACTCGTC 

UL52- Ext2 GCCGTCCTCGGCGTGCATAA 

 
Table S3: Primers used for HCMV-BAC recombinant viruses construction. 
 

Mutation Sens 5’ à 3’ 

UL52 C200S  
For ACTGCGGCGACTGTGCGCGCCGCTGGCCATCGACACGCGCTCCAACCTATGCGCCA

TCATCAGTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev AGTCCTGTTTGAGGCAGATGCTGATGATGGCGCATAGGTTGGAGCGCGTGTCGATG
GCCAGCGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 C203S  
For  ACTGTGCGCGCCGCTGGCCATCGACACGCGCTGTAACCTATCCGCCATCATCAGCA

TCTGCCTTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev TCTGGTCGCAGTCCTGTTTGAGGCAGATGCTGATGATGGCGGATAGGTTACAGCGC
GTGTCGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 C226S  

For  
  

GGACTGCGACCAGAGCTGGCTCCTCGAGTACAGCTTGCTGTCCTTCAAATGCAGTTA
CGCGCCTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev  GCGTGCTGAGCGCCGCACGGGGCGCGTAACTGCATTTGAAGGACAGCAAGCTGTAC
TCGAGGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 C229S  
For  CCAGAGCTGGCTCCTCGAGTACAGCTTGCTGTGCTTCAAATCCAGTTACGCGCCCCG

TGCGGCTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev  TGATGATGAGCGTGCTGAGCGCCGCACGGGGCGCGTAACTGGATTTGAAGCACAGC
AAGCTGTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 H276A  
For GTTCCGACACCACGTTCTCACGGTCTTCGATTTCCACCTGGCCTTTTTCATCAATCGT

TGCTTTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CGTCGCCCACTTGTTTTTCAAAGCAACGATTGATGAAAAAGGCCAGGTGGAAATCGA
AGACCGGCCAGTGTTACAACCAATTAAC  

UL52 C282S  
For CACGGTCTTCGATTTCCACCTGCACTTTTTCATCAATCGTTCCTTTGAAAAACAAGTG

GGCGATAGGGATAACAGGGTAATCGA  

Rev CATTCTCGTTATCAACCGCGTCGCCCACTTGTTTTTCAAAGGAACGATTGATGAAAAA
GTGCAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 C459S  For  CGTACCCGCTTTTTTTACCAAGAACCAAACCAGTACCGTGTCCCTGCTGTGCGAACTC
ATGGCTAGGGATAACAGGGTAATCGATT  
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Rev CGTTATCGTAATAGGAGCAGGCCATGAGTTCGCACAGCAGGGACACGGTACTGGTTT
GGTTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 C462S  
For TTTTTTTACCAAGAACCAAACCAGTACCGTGTGTCTGCTGTCCGAACTCATGGCCTGC

TCCTATAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev GCAGGACGACGTTATCGTAATAGGAGCAGGCCATGAGTTCGGACAGCAGACACACG
GTACTGGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 H567A  
For CCACGTCCTGCGTCAGGCAGGCGTCACGGGCATCTACAAGGCCTTTTTCTGCGACC

CGCAGTGTAGGGATAACAGGGTAATCGAT  

Rev TGACGCGGATGTTGCCGGCGCACTGCGGGTCGCAGAAAAAGGCCTTGTAGATGCCC
GTGACGCGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

UL52 C570S  
For GCGTCAGGCAGGCGTCACGGGCATCTACAAGCACTTTTTCTCCGACCCGCAGTGCG

CCGGCAATAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev CCTCGTTGGTGACGCGGATGTTGCCGGCGCACTGCGGGTCGGAGAAAAAGTGCTTG
TAGATGCGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 

 UL52 C574S  
  

For CGTCACGGGCATCTACAAGCACTTTTTCTGCGACCCGCAGTCCGCCGGCAACATCC
GCGTCACTAGGGATAACAGGGTAATCGATT 

Rev 
  

CGAAGAGCACGGCCTCGTTGGTGACGCGGATGTTGCCGGCGGACTGCGGGTCGCA
GAAAAAGTGCCAGTGTTACAACCAATTAACC 
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Figure S1. Plaque formation assay in MRC-5 cells after transfection of HCMV-BAC-UL52 WT 
(AD169) or recombinant virus strains for the conserved region I, II and III. Green fluorescent foci 
were observed with the wild-type HCMV-BAC-UL52 and single infected cells were observed with the 
other recombinant viruses. Eleven days after transfection of human fibroblasts, we observed no 
cytopathic effect for the different mutants except the recombinant strain AD169-UL52-C229S and 
AD169-UL52-C570S. These mutations dramatically impaired viral replication and propagation in cell-
culture. 
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Figure S2. pUL52 is not required for viral late gene expression. MRC-5 were transfected with 
HCMV-BAC WT or one the mutant of each conserved region. Day 5 post-transfection, immunostaining 
was performed for early (IE1/IE2) and late (gB) viral proteins (black arrows). (Magnification : 100X). 
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Travaux complémentaires : implication de pUL52 dans le 

mécanisme d’action du letermovir ? 

La comparaison du polymorphisme des souches cliniques naïves de tout traitement et 

celles issues de patients traités nous a permis d’identifier dans pUL52 les 6 substitutions 
suivantes : L66F, G115V, S392P, E335Q, 408del, H420N. Ces substitutions ont été étudiées 

afin d’écarter leur implication dans une résistance au letermovir.  

Ainsi 6 virus recombinants ont été générés par la méthode des BAC (Chromosome Bactérien 
Artificiel). Après avoir validé la présence de la mutation introduite par séquençage Sanger, 

l’évaluation de la capacité réplicative et de la résistance au letermovir a été effectuée. Le 
tableau 8 reprend le génotype et phénotype de ces 6 virus recombinants. Comme supposé 

dans l’article, ces mutations ne confèrent pas de résistance au letermovir. Par ailleurs, elles 
ne changent pas la capacité du virus à répliquer (Figure 25).  

 

Tableau 8 : Concentrations efficaces inhibant 50 % de la croissance virale (EC50) pour les 
6 virus recombinants. 

Souche Mutations EC50 (nM) 
  Letermovir 
  Moyenne Ecart-type N1 Ratio2 
AD169 WT 2,462 1,000 15 1,000 
AD169 UL52 L66F 2,268 0,633 3 0,921 
AD169 UL52 S392P 2,527 0,368 4 1,026 
AD169 UL52 G115V 1,845 0,731 5 0,749 
AD169 UL52 E335Q 2,321 0,430 3 0,943 
AD169 UL52 E408del 3,555 0,264 3 1,444 
AD169 UL52 H420N 3,012 0,189 3 1,223 
1 Nombre de réplicats, 2 Rapports des valeurs EC50 à celles de la souche témoin sauvage AD169 WT. 
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Figure 27 : Analyse des courbes de croissances des 6 virus recombinants pUL52. 
 A. Courbes de croissance des souches virales recombinantes AD169-UL52-L66F, AD169-UL52-
G115V ; AD169-UL52-E335Q en comparaison avec la souche parentale AD169-UL52-WT. B. Courbes 
de croissance des souches virales recombinantes AD169-UL52-S392P, AD169-UL52-408del ; AD169-
UL52-H420N en comparaison avec la souche parentale AD169-UL52-WT. Les foyers fluorescents ont 
été comptés quotidiennement du jour 1 au jour 7. Les courbes représentent la moyenne d’au moins trois 
expériences indépendantes en triplicat. Le test de Mann-Whitney a été appliqué pour l'analyse 
statistique et les souches recombinantes ont été comparées à la souche parentale. Aucune différence 
significative n’a été observée.  
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PARTIE 3 : Production des protéines pUL56 et pUL89 

3.1. Objectifs  

Les protéines du complexe d’encapsidation sont la cible du letermovir. Cependant, 
aucune donnée ne permet d’expliquer le fonctionnement exact de cette molécule. Les 

mutations de résistance se situant dans les gènes codant les protéines pUL56, pUL89 et 

pUL51 permettent de supposer que le letermovir interagit à ce niveau en bloquant la fonction 
du complexe (Cherrier et al., 2018; Chou, 2017; Chou et al., 2018; Ligat et al., 2020; Muller et 

al., 2022). 

La résolution tridimensionnelle de la structure du complexe terminase de l’HSV-1 

(PDB : 6M5R) représente une avancée majeure et nous a permis de reporter toutes les 
mutations de résistance au letermovir décrites dans cette structure (Figure 28) (Muller et al., 

2022). Ces résultats suggèrent que le letermovir bloque l’interaction entre les protéines pUL51, 
pUL56 et pUL89 ou encore l’assemblage du complexe en hexamère (Figure 28).  

Cette hypothèse pourrait être validée par l’utilisation de la technologie ALPHA (Perkin Elmer, 
USA) en présence d’une gamme de concentration de letermovir.  

La technologie ALPHA, développée par Perkin Elmer, est une méthode très sensible 

utilisée pour étudier les interactions entre deux protéines. Le principe repose sur la proximité 
physique entre deux billes, une bille donneuse et une bille acceptrice qui peuvent se coupler 

de manière non covalente aux étiquettes hémagglutinine (HA) ou polyhistidine (6xHIS) 
ajoutées aux protéines d’intérêt (Figure 29).  

L’objectif de ce travail est de produire les protéines pUL56 et pUL89 respectivement 
marquées des étiquettes HA et 6xHIS afin de les étudier et d’effectuer des tests d’interaction 

en présence de letermovir ou de peptides thérapeutiques.  
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Figure 28 : Structure tridimensionnelle du complexe terminase de HSV-1 incluant les mutations de 
résistance au letermovir. 
pUL15, pUL28 et pUL51 sont respectivement représentés bleu, vert et violet. Les résidus impliquant 
une résistance au letermovir dans pUL56, pUL89 sont rapportés dans pUL28 et pUL15 comme décrit 
dans le tableau. Les résidus impliquant une résistance au letermovir dans pUL51 sont directement 
rapportés dans la structure. Les mutations sont représentées rouge. Adapté de Muller et al. 2022. 

 

 

 

Figure 29 : Schéma d’un test d’interaction protéine-protéine avec la technologie ALPHA. 
Dans un test d’interaction avec la technologie ALPHA, les protéines portant l’étiquette HA se fixent de 
manière non covalente à des billes donneuses. Celles portant l’étiquette 6xHIS à des billes acceptrices. 
En cas d’interaction, la bille donneuse est amenée à proximité de la bille acceptrice. L’excitation de la 
bille donneuse entraîne la génération d’un signal dépendant de la présence d’une interaction. 
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3.2. Production des protéines pUL89 et pUL56 : état des lieux  

 

Une protéine recombinante est une protéine produite dans un organisme/cellule ne 
produisant pas cette protéine naturellement. Avec l’essors des biotechnologies le siècle 

dernier, différents systèmes de production de protéines recombinantes ont été développés. 
Les systèmes couramment utilisés comprennent ceux dérivés de bactéries, de levures, de 

baculovirus en cellules d’insectes et de cellules de mammifères.  

 Au sein de notre équipe, différents systèmes de production ont été employés pour 
produire les protéines pUL89 et pUL56. Les premiers essais ont été effectués dans un système 

procaryote (E.coli) avec le plasmide pGEX-6P-1 (Sigma-Aldrich, USA). Les protéines étaient 

produites en large quantité, mais formaient des corps d’inclusion difficiles à solubiliser (Hantz, 
thèse d’université, 2009) (Tableau 9). Une autre méthode a donc été envisagée ; la production 

en cellules de mammifères (HEK-293T ; ATTC : CRL-11268™) en transfection transitoire. Les 
plasmides utilisés étaient pour pUL56 un dérivé du vecteur pGEM® 3z (Promega, France) 

donné par le Pr Chou et pour pUL89 le vecteur pCIneo (Promega, France). Les 
protéines pUL56 et pUL89 étaient avec ces vecteurs respectivement marquées avec les 

étiquettes HA et 6xHIS en N-terminal. Les western blots et les tests d’interaction par la 
technologie ALPHA ont permis de valider la production protéique cependant la difficulté de 

reproduire ces expériences ne nous a pas permis d’utiliser ce système pour ce travail de thèse 

(Ligat, thèse d’université, 2017) (Tableau 9). 

À la vue de ces difficultés rencontrées, notre choix s’est porté sur la production en 
cellules d’insectes avec des baculovirus recombinants. D’après les données de la littérature, 

cette méthode a été largement employée pour la production de protéines virales de grande 
taille (Savva et al., 2004; Scheffczik, 2002; Yang et al., 2020). Le tableau 9 présente les 

informations relatives aux constructions envisagées pour la production des protéines pUL89 
et pUL56. 
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Tableau 9 : Informations relatives aux protéines pUL56 et pUL89 du CMVH. 

 

  

 pUL89 pUL56 

Localisation cellulaire Intracellulaire 
Cytoplasmique 

Intracellulaire 
Cytoplasmique 

Nucléaire 

Précédentes expériences 
Formation corps d’inclusions en bactéries 

Production en trop faible quantité dans des cellules de mammifères 
(HEK 297T) 

Constructions envisagées 

 

Nombre d’acides aminés 684 896 

Poids moléculaire théorique 
(KDa) 78,19 101,34 

pHi théorique 8,56 6,03 

Index de stabilité théorique Stable Instable 

Données bio-informatiques recueillies par l’utilisation de l’outil ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) 
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3.3. Expériences de production par baculovirus en cellules d’insectes  

3.3.1 Les baculovirus 

Les baculovirus sont des virus à ADN double brin infectant principalement les larves 
de lépidoptères. Ce sont des virus enveloppés en forme de bâtonnets, d’une longueur et d’un 

diamètre d’environ 350 et 50 nm avec la particularité d’exprimer, en phase tardive du cycle 
viral, deux protéines ; (I) la protéine P10 qui forme des structures fibrillaires dans le noyau et 

le cytoplasme, (II) la polyédrine impliquée dans la formation de polyèdres (ou corps 

d’occlusion de polyédrine) nécessaires à la dissémination du virus dans le milieu extérieur. La 
polyédrine est une protéine non essentielle au cycle de réplication du virus en cellules 

d’insectes (Smith et al., 1983) et forme donc des polyèdres majoritairement nucléaires visibles 
au microscope optique. La séquence codante de la polyédrine se trouve sous le contrôle d’un 

promoteur très fort, appelé promoteur Pe.  

Ces caractéristiques sont exploitées dans le processus de sélection des baculovirus 

recombinants, du fait du remplacement de la séquence codant la polyédrine virale par la 
séquence codant une protéine d’intérêt. Ainsi, le baculovirus recombinant aura, sous son 

promoteur fort Pe, la séquence de la protéine d’intérêt.  

Ce système implique donc une recombinaison homologue dans les cellules d’insectes 

comme les cellules Sf9 entre l’ADN viral extrait du baculovirus sauvage et un vecteur de 

transfert recombinant contenant la séquence d’intérêt. Le vecteur de transfert comporte de 
part et d’autre de la séquence d’intérêt des fragments de génome de baculovirus identiques 

aux séquences en amont et en aval du site d’insertion souhaité afin de faciliter et cibler la 
recombinaison homologue (Figure 30). 
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Figure 30 : Représentation schématique de l’obtention d’un virus recombinant par recombinaison 
homologue. 
Pe : promoteur Pe, SR : séquences de recombinaison. 
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Le baculovirus le plus couramment utilisé pour l’expression de protéines 

recombinantes est AcMNPV ou Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (Jarvis, 
2009; Pennock et al., 1984). Des remaniements du génome viral ont permis d’obtenir le virus 

modifié AcSLP10, pour lequel le promoteur Pe est remplacé par le promoteur fort P10. Dans 
ce virus, la synthèse de la polyédrine dépend alors du promoteur P10 (Chaabihi et al., 1993).  

Ce système d’expression présente plusieurs avantages par rapport aux systèmes 
d’expression bactériens et mammifères. Il se démarque notamment par son haut potentiel de 

production de protéines recombinantes avec un rendement variant de quelques milligrammes 

à une centaine de milligrammes par litre de culture selon la protéine étudiée (Jarvis, 2009). 
Par ailleurs, contrairement aux systèmes d’expression bactériens, la production est rarement 

associée à la formation de corps d’inclusion. Ce système possède également l’avantage 
de pouvoir accueillir de grandes séquences codantes et d’effectuer la plupart des 

modifications post-traductionnelles comme la glycosylation qui toutefois est moins 
élaborée que dans les systèmes d’expression mammaliens (Summers, 1987). Il convient 

également d’ajouter que ce système s’avère efficace pour la production de complexe 
multiprotéique (Berger et al., 2004). Enfin, les coûts d’entretien et de production sont 

relativement faibles (plus onéreux que les systèmes d’expression bactériens, mais moins par 

rapport aux systèmes d’expression en cellules de mammifères). 
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Figure 31 : Organigramme, du design des inserts à la construction des baculovirus recombinants, pour 
la production de protéines pUL56 et pUL89. 
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3.4. Matériels et méthodes 

3.4.1 Cellules et infection 

Le sous-clone Sf9 des cellules Sf21 de Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977) 

est maintenu à 28 °C dans un milieu de croissance TC-100 supplémenté par 5 % de sérum de 
veaux fœtal décomplémenté, 50 U.mL-1 de pénicilline et 50 μg. mL-1 de streptomycine. Les 

cellules adhérentes sont ensemencées entre 100 000 et 120 000 cellules par cm2 tous les deux 

à trois jours pour leur maintien dans des flacons de 25 cm². Elles sont infectées ou co-infectées 
par du baculovirus (sauvage ou recombinant), dont le titre viral est maximal (1.107 à 

1.108 particules virales par mL en moyenne) avec un inoculum correspondant à 10 % du 
volume de total de travail. Après 45 minutes d’incubation à 28 °C avec les suspensions virales, 

du milieu de culture est ajouté et les cellules sont incubées à 28 °C jusqu’à récupération (3 à 
6 jours après selon les cas).  

3.4.2 Constructions plasmidiques 
Génération des inserts par PCR et sous-clonage  

Les inserts UL56 et UL89 représentés dans la première ligne de l’organigramme 

(Figure 31) sont générés par deux étapes de PCR avec les amorces présentées dans 
l’annexe 5, tableau 1. La matrice d’ADN utilisée pour la première PCR est celle des plasmides 

pCIneo [UL89-N-HIS] et SC784 [UL56-N-HA] préalablement décrits (Ligat et al., 2017). Les 
produits obtenus sont déposés sur gel d’agarose (0,8 %), purifiés (PCR clean up system, 

Promega, France) puis réamplifiés avec la seconde paire d’amorces permettant d’introduire 
les séquences souhaitées. Les produits obtenus sont déposés sur gel d’agarose (0,8 %), 

purifiés (PCR clean up system, Promega, France) puis introduits par TA cloning dans le 
plasmide pGEM-T easy (#A1360, Promega, France) suivant le protocole du fournisseur en 

utilisant la polymérase Extaq® (#RR001, TaKaRa, Japon). La transformation bactérienne du 

mélange de ligature est réalisée selon les instructions du protocole PT5055-2 Stellar™ 
competent cell (Clontech, Japon). Les colonies se développant sur gélose LB amp+ 

correspondent aux bactéries transformées ayant intégrées la construction plasmidique 
possédant le gène de résistance à l’ampicilline.  

Des digestions par les enzymes de restriction Xba I ou Bgl II sont effectuées à partir 

des extractions plasmidiques effectuées sur les colonies recombinantes (NucleoSpin Plasmid 
Mini, Macherey Nagel, Allemagne). Les digestions des plasmides pGEMT [UL56] et pGEMT 
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[UL89] sont analysées après migration sur gel d’agarose 0,8 %. Les inserts UL56 et UL89 

libérés par digestion sont purifiés sur gel (PCR and gel clean up system, Promega, France). 

Clonages des inserts dans les vecteurs de transfert 

Les inserts UL89 et UL56, préalablement digérés et purifiés, sont respectivement 
insérés en aval du promoteur P10 ou Pe, comportant entre autres un site unique Bgl II ou Xba 

I selon le vecteur de transfert baculovirus choisi p119 (Chaabihi et al., 1993) ou pGmAc116T 
(Poul et al., 1995). La transformation bactérienne est réalisée selon les instructions du 

protocole PT5055-2 Stellar™ competent cell (Clontech, Japon). Les plasmides recombinants 
sont sélectionnés par PCR de criblage avec les couples d’amorces UL56-3F/UL56-6R et 

UL89-3F/UL89-6R (Annexe 5, tableau 2). L’orientation de l’insert dans la construction 
plasmidique est validée par séquençage Sanger. Les amorces utilisées pour le séquençage 

Sanger sont présentées dans le tableau 2 de l’annexe 5.  

 

Préparation du vecteur de transfert pour la transfection 

Après avoir validé les constructions pGmAc116T [UL56] et p119 [UL89] par 
séquençage, des extractions plasmidiques sont effectuées avec le kit NucleoBond Xtra Midi 

(Macherey Nagel, Allemagne). L’ADN plasmidique ainsi purifié est ensuite concentré par 
précipitation à l’éthanol et repris stérilement à une concentration de 1 µg.µL-1 dans du tampon 

TE 1X (Tris - HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). 

3.4.3 Obtention des baculovirus recombinants AcMNPV [UL56] et 

AcSLP10 [UL89] 

Les cellules Sf9 sont co-transfectées avec 5 μg de vecteur de transfert recombinant et 

1 µg d’ADN viral purifié à l’aide d’une méthode de lipofection (Transfast®, Promega, France). 
Deux préparations d’ADN viral distinctes sont utilisées : (I) l’ADN viral extrait du virus de type 

sauvage Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), lorsqu’un vecteur 

de transfert spécifique de la polyédrine (pGmAc116T) est utilisé et, (II) l’ADN viral extrait du 
baculovirus AcSLP10 (Chaabihi et al., 1993) pour lequel l’expression du gène de la polyédrine 

a été mise sous la dépendante du promoteur tardif P10 lorsque le vecteur de transfert 
spécifique de P10 (p119) est utilisé. Dans chaque cas, les baculovirus recombinants sont 

sélectionnés par la technique classique des plages de lyse et distingués de la descendance 
de type sauvage par leur phénotype négatif Ob -, c’est-à-dire par l’absence de polyèdres dans 

le noyau des cellules infectées dans une plage de lyse donnée (Figure 32). Le criblage et la 
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purification des baculovirus recombinants ont été effectués par la technique des plages de 

lyse comme décrite précédemment (Summers, 1987). Afin de s’assurer d’une recombinaison 
effective et de la présence des inserts, l’extraction des ADNs est effectuée par la méthode de 

Hirt (Hirt, 1967). 

 

 

 

 

Figure 32 : Isolement d’un baculovirus recombinant par la méthode des plages de lyse. 
Les plages de lyse Ob+ et Ob- se caractérisent par des plages de cellules infectées avec ou sans 
polyèdres. Elles sont respectivement présentées par des cercles blancs avec ou sans points dedans. 
Les plages de lyses Ob- sont prélevées par carottage et purifiées par la même méthode jusqu’à 
l’obtention d’un baculovirus recombinant pur. Le prélèvement d’une plage de lyse Ob- bien isolée permet 
d’obtenir le baculovirus recombinant pur plus rapidement. 
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3.4.4 Lyse cellulaire et purification des protéines pUL56 ou pUL89 

Des cellules d’insecte Sf9 sont ensemencées dans des flacons de 75 cm² et infectées 

avec des inoculi de baculovirus recombinants. Les cellules sont récupérées 3 jours après 
l’infection et centrifugées à 100 g pendant 5 minutes avant d’être lavées par 10 mL de tampon 

PBS puis de nouveau centrifugées. Deux méthodes de lyses sont utilisées avant d’effectuer 
une purification de pseudo-affinité sur billes d’agarose Ni-NTA (#36113, Qiagen, Allemagne). 

La première est la lyse par cycle de congélation/décongélation, la seconde est la lyse par 

désintégration ultrasonore en utilisant le tampon A recommandé pour la purification (50mM 
NaH2PO4, 300mM NaCl, 10 mM Imidazole, pH 8). Le pHi théorique des protéines 

recombinantes pUL56 et pUL89 est respectivement de 6,03 et 8,56 (Tableau 9). Brièvement, 
les culots sont repris dans 500 µL de tampon A puis laissé 30 minutes à 4 °C sur roue. Ils sont 

ensuite soit (I) congelés/décongelés 5 fois ou (II) soniqués 5 fois de suite à une amplitude de 
10 % en utilisant des pulses de 5 secondes espacés de 10 secondes. Les échantillons sont 

ensuite centrifugés pendant 30 minutes à 4 °C à 21 000 g (Centrifuge 5424 R, Eppendorf®, 
Allemagne). Les lysats sont mis en contact avec les billes magnétiques Ni-NTA agarose 

(#36113, Qiagen, Allemagne), préalablement équilibrées dans le tampon A, et sont laissés 
une nuit à 4 °C en agitation rotative. Deux lavages sont effectués avec le tampon B (50mM 

NaH2PO4, 300mM NaCl, 20 mM Imidazole, 0,005% Tween 20, pH 8) suivi de 3 élutions dans 

30 µL à l’aide du tampon C (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazole, 0,005% 
Tween 20, pH 8). L’annexe 6 détaille la composition des tampons et le protocole de 

purification. 

3.4.5 Méthodes d’analyse et de détection des protéines 
SDS-PAGE et Western blot  

Les échantillons à étudier sont dilués dans un tampon de charge 5X selon Laemmli 

(Laemmli, 1970) en conditions dénaturantes et réductrices (Annexe 7). Ils sont chauffés à 
95 °C et déposés en gel d’électrophorèse à 12 % de polyacrylamide (SDS-PAGE). Après 

séparation, les protéines sont (I) mises en évidence par coloration du gel avec une solution de 

bleu de Coomassie ou (II) transférées sur des membranes en polyfluorure de vinylidène 
(PVDF) par l’utilisation du kit Trans-Blot® Turbo RTA (BioRad, USA). Le programme de 

transfert (1,3 A, 25V pendant 10 minutes) est utilisé pour 1 mini gel turbo® avec l’appareil 
Trans-Blot® Turbo™ (BioRad, USA). La membrane est saturée 1 h à température ambiante 

avec une solution commerciale « Blocker™ Casein » (#37532, Thermofisher Scientific, USA) 
puis incubée à 4 °C sous agitation douce 16 h à 18 h en présence de l’anticorps primaire anti-
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HIS (#MA1-21315, ThermoFisher Scientific, USA), dilué au 1:2500 dans la solution de 

saturation. Après 3 lavages successifs de 15 minutes avec du TBS-Tween 0,05 %, l’anticorps 
secondaire anti-IgG de souris couplé à la peroxydase (#A28177, Thermofisher Scientific, USA) 

est dilué au 1:2500 dans la solution de saturation et, est incubé 1 h à température ambiante 
sous agitation douce. Après 3 lavages successifs de 15 minutes avec la solution de TBS-

Tween 0,05 %, le substrat chimioluminescent commercial « HRP Immobilon Western » (Merck 
Millipore, USA) est ajouté suivant les recommandations du fournisseur. Les signaux sont 

visualisés à l’aide de l’imageur ChemiDoc (BioRad, USA). Les compositions des solutions sont 

présentées en Annexe 7. 

 

Spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est une technique analytique sensible utilisée dans notre 
cas pour confirmer la présence des protéines pUL56 et pUL89. Cette technique a été réalisée 

par la plateforme BISCEM de l’université de Limoges. Trois grandes étapes sont à distinguer ; 
(I) la digestion des échantillons à partir d’un gel SDS-PAGE (II) l’analyse par spectrométrie de 

masse (III) la recherche dans les bases de données.  

À partir des gels SDS-PAGE colorés au bleu de Coomassie, les bandes d’intérêts sont 

excisées puis découpées en petits cubes afin d’exercer une digestion in-gel suivant le 

protocole adapté de Promega (https://france.promega.com/resources/guides/protein-
analysis/protease-digestion-for-mass-spec/). Brièvement, après décoloration des bandes 

excisées-découpées, les protéines ont été réduites avec du DTT (5 mM) pendant 30 minutes 
à 56 °C et alkylées avec de l’Iodoacetamide (10 mM) pendant 30 minutes dans l’obscurité. La 

digestion a été réalisée avec 500 ng de trypsine (#V5280, Promega, France) à 37 °C pendant 
un minimum de 16 heures. Les peptides ont été extraits deux fois avec 50 µL d’ACN 50 % TFA 

5 %, évaporés, solubilisés dans 40 µL de solvant de charge (eau/ACN/TFA 98/2/0,05 (v/v) et 
finalement filtrés sur une colonne de spin de 0,22 µm (Agilent Technologies, USA). 

Les peptides obtenus ont été analysés par microLC-MS/MS à l’aide d’un système 
nanoLC 425 en mode micro-flow (Eksigent, Irlande) couplé à un TripleTOF 5600+ (Sciex, 

USA) fonctionnant en mode positif. La chromatographie liquide en phase inverse a été réalisée 

via une configuration « trap and elute » en utilisant une colonne de concentration 
(cartouche C18 Pepmap100, 300 µm ld x 5 mm, 5 µm ; Thermo Scientific, USA) et une colonne 

analytique (colonne ChromXP C18, 150 x 0,3 mm i.d., 120 Å, 3 µm ; Sciex) avec les phases 
mobiles suivantes : solvant A (0,1 % (v/v) de FA dans l’eau) et solvant B (eau/ACN/TFA 
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5/95/0,1% (v/v)). Tous les échantillons ont été chargés, concentrés et dessalés en utilisant un 

débit de 10 μL/min avec la phase mobile (ACN 2 %, TFA 0,05 %) pendant 5 minutes. La 
séparation chromatographique a été réalisée à un débit de 3 µL/min avec le cycle suivant : 

conditions initiales 5 % du solvant B en augmentation jusqu’à 25 % en 43 minutes puis 95 % 
en 3 minutes et maintenu pendant 7 minutes et enfin diminué à 5 % pour entamer le cycle 

suivant. 5 µL de chaque échantillon ont été soumis à une acquisition traditionnelle dite data-
dependent acquisition (DDA) : Les données MS et MS/MS ont été enregistrées en continu 

avec jusqu’à 40 composés fragmentés sélectionnés à partir de chaque balayage MS. La 

sélection des composés fragmentés était basée sur l’intensité de l’ion et sur le fait qu’il avait 
ou non été précédemment sélectionné (exclusion dynamique). Les ions ont été fragmentés en 

utilisant l’énergie de collision roulante.  

Tous les fichiers du spectromètre de masse DDA ont été analysés par le logiciel Protein 

Pilot (version 5.0, Sciex) pour effectuer une recherche dans la base de données UniProt CMV 
(version 2021_03) via le logiciel Mascot (version 2.2, Matrix Science, UK) avec les critères 

suivants : tolérance de 0,01 et 0,05 Da respectivement pour les masses du précurseur et du 
fragment, un seul site de clivage manqué autorisé pendant la digestion à la trypsine, et 

carbamidométhylation des résidus cystéine (due à l’alkylation des groupes -SH par 

l’iodoacétamide) comme modification fixe et oxydation de la méthionine comme modification 
variable. L’identification des protéines a été validée manuellement. 
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3.5 Résultats 

3.5.1. Amplification des inserts et sous-clonage 
 

Génération des inserts : Les figures 33, A et B représentent les migrations des PCR-1 et -2 
pour la génération des inserts UL56 et UL89 présentés dans l’organigramme (Figure 31). Bien 

que des bandes non spécifiques soient observées pour la PCR-1, l’amplification des inserts 
est validée. Concernant la PCR-2, une bande spécifique est observée aux tailles attendues de 

2 711 et 2 075 pb pour les inserts UL56 et UL89. Ces produits de PCR-2 sont purifiés. 

Validation du sous-clonage : Les figures 31, C et D représentent les migrations des produits 
de digestion par Bgl II ou Xba I des extractions plasmidiques, réalisées sur différents clones 

pGEMT [UL89] ou pGEMT [UL56] potentiellement recombinants. La présence d’une bande à 
la taille de l’insert valide l’obtention de la construction.  

Une purification sur gel des inserts libérés par digestion a été réalisée pour effectuer leur 
clonage dans les vecteurs de transfert baculovirus pGmAc116T et p119. 

 
Figure 33 : Amplification des inserts UL56 et UL89 et validation du sous-clonage. 
A. Migration de l’amplification des inserts UL56 et UL89 à partir des matrices SC784 [UL56] et PCIneo 
[UL89], PCR-1. B. Migration de la deuxième amplification (PCR-2) à partir de la PCR-1. C. Migration du 
plasmide pGEMT [UL89] digéré par Bgl II ou non. D. Migration des plasmides pGEMT et pGEMT [UL56] 
digérés par Xba I. Les migrations sont effectuées sur un gel d’agarose 0,8 %. Le marqueur de taille 
utilisé (MT) est le Smartladder (Eurogentec, Belgique). 
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3.5.2. Validation des vecteurs de transferts recombinants pGmAc116t 
[UL56] et p119 [UL89] 
 

Validation par PCR de criblage sur colonie : La figure 34 (A et B) reporte les migrations des 
produits de PCR de criblage pour la validation de la présence de l’insert UL56 ou UL89 dans 

les vecteurs pGmAc116T et p119 respectivement.  

Les colonies possédant un plasmide à partir duquel une amplification d’UL89 ou UL56 à 1 157 

et 1 406 pb est obtenue avec les couples d’amorces UL89-3F/UL89-6R et UL56-3R/UL56-6R 
sont sélectionnées. La bonne orientation des inserts dans les vecteurs de transfert sera 

ensuite vérifiée par séquençage de l’ADN plasmidique extrait de ces bactéries positives. 

 

Figure 34 : Amplification des inserts UL56 et UL89 par PCR de criblage sur colonie. 
A. Amplification insert UL56 des colonies transformées avec pGmAc116T [UL56]. B. Amplification 
insert UL56 des colonies transformées avec p119 [UL89]. Les migrations sont effectuées sur un gel 
d’agarose 0,8 %. Le marqueur de taille utilisé (MT) est le Smartladder (Eurogentec, Belgique). T+ 
amplification à partir des plasmides pGEMT [UL56] et pGEMT [UL89]. Les produits attendus pour les 
amplifications sont 1 406 pb pour UL56 et 1 157 pb pour UL89. 
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Validation de l’orientation de l’insert par séquençage Sanger : Dans la mesure où le 

clonage est effectué au niveau d’un site unique de restriction, la bonne orientation de l’insert 
est à vérifier avant de générer les baculovirus recombinants nécessaires à la production des 

protéines d’intérêt dans les cellules d’insectes. Ainsi, le séquençage des constructions 
plasmidiques a permis de sélectionner les vecteurs de transfert recombinants ayant intégré 

l’insert dans la bonne orientation. Les séquences obtenues (couvrant l’insert et les zones 
flanquantes du vecteurs) sont alignées avec les constructions théoriques. Les résultats pour 

les constructions plasmidiques pGmAc116T [UL56] et p119 [UL89] valident l’absence de 

mutation.  

3.5.3. Obtention des baculovirus recombinants  
 

Sélection, purification et amplification des baculovirus recombinants nommés AcMNPV 

[UL56] et AcSLP10 [UL89] : Suite à la transfection de l’ADN viral sauvage (AcMNPV) ou 

modifié (AcSLP10) avec le vecteur de transfert recombinant approprié dans les cellules 
d’insectes Sf9, une recombinaison homologue s’effectue. Pour identifier les baculovirus 

recombinants potentiellement générés par la recombinaison (en général : 1 % de 
recombinaison), la technique classique des plages de lyse repose sur l’observation des plages 

infectieuses au microscope optique. Alors que les baculovirus « sauvages » génèrent des 
polyèdres ou corps d’occlusion de polyédrine dans le noyau des cellules infectées (plage 

Ob+), les baculovirus recombinants n’en possèdent plus la faculté. Les plages de lyse qu’ils 
produisent sont nommées Ob -, du fait de l’absence de polyèdres (Figure 35). Les plages 

identifiées avec un phénotype Ob - sont prélevées par carottage pour réaliser une suspension 
virale. Plusieurs étapes successives de purification par cette même technique de plage de lyse 

sont réalisées jusqu’à obtention de 100 % de plages Ob -. Le baculovirus recombinant est 

alors considéré comme étant pur et peut être amplifié par infections successives des cellules 
d’insectes Sf9. 
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Figure 35 : Observation microscopique des plages de lyses après transfection. 
Deux types de plages de lyse se distinguent ; les plages Ob+ pour lesquelles les corps d’occlusion 
formés par la polyédrine (ou polyèdres) sont visibles et les plages Ob - (sans polyèdres) qui résultent 
de cellules infectées par le baculovirus recombinant. Une coloration au rouge neutre (colore les cellules 
vivantes en rouge) est effectuée afin de visualiser ces plages (apparaissant en blanc par exclusion du 
colorant). A. est représentatif d’une plage de lyse Ob+. B. comporte une plage de lyse Ob - qui sera 
prélevée malgré sa proximité avec une plage Ob+. A partir de la suspension virale obtenue, le 
baculovirus sera purifié par la technique des plages de lyse (répétée n fois jusqu’à obtention de 100 % 
de plages Ob -). Grossissement : X100. 
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Validation de l’obtention des baculovirus recombinants AcMNPV [UL56] et AcSLP10 

[UL89] : La figure 36 présente les migrations des amplifications des produits PCR des 
inserts UL56 et UL89 à partir des extractions d’ADN effectuées avec la méthode de Hirt sur 

des cellules respectivement infectées par les baculovirus AcMNPV [UL56] et AcSLP10 [8L89]. 
Les baculovirus isolés ont correctement inséré les séquences codantes souhaitées (PCR + 

Séquençage). De plus, les résultats de séquençage attestent de l’absence de mutation dans 
la partie amplifiée. 

 

Figure 36 : Validation de l’obtention des baculovirus recombinants par PCR sur Hirt. 
1 : Amplification insert UL56 à partir du Hirt AcMNPV [UL56] 
2 : Amplification insert UL89 à partir du Hirt AcSLP10 [UL89] 
T+ : Témoin positif. Ils sont réalisés à partir d’un Hirt d’AD169 pour UL56 et du plasmide pGEMT [UL89] 
pour UL89. Les migrations sont effectuées sur un gel d’agarose 0,8 %. Le marqueur de taille utilisé (MT) 
est le Smartladder (Eurogentec, Belgique). Les produits obtenus pour les amplifications migrent bien 
aux tailles attendues : 1400 pb pour UL56 et 1100 pb pour UL89. 
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3.5.4. Production et purification de la protéine recombinante pUL89 
 

La production de pUL89 recombinante est validée par western blot et par spectrométrie 
de masse : Le profil de migration électrophorétique, après coloration du gel de polyacrylamide 

au bleu de Coomassie (Figure 37, A), ne montre pas de bande protéique plus intense à la 
taille attendue pour pUL89 (± 78 kDa) dans l’extrait protéique des cellules infectées par le 

baculovirus recombinant, ce qui aurait pu attester de la surproduction de la protéine 

recombinante. Par ailleurs, le profil de migration pour les cellules Sf9 non infectées ressemble 
à celui normalement obtenu pour du surnageant de culture, avec une bande très 

caractéristique de l’albumine à environ 66 kDa (probablement une erreur expérimentale). Le 
western blot effectué avec l’anticorps anti-HIS sur les mêmes échantillons permet de visualiser 

un faible signal à environ 72 kDa pouvant correspondre à la protéine d’intérêt (Figure 37, B). 
L’extraction par excision des bandes encadrées en rouge sur le gel Coomassie (correspondant 

à la bande observée par western blot) a été réalisée afin d’en analyser la composition 
protéique par spectrométrie de masse. Les résultats de ces analyses valident la présence de 

pUL89 dans le lysat des cellules infectées par le baculovirus recombinant AcSLP10 [UL89] 
avec une couverture de 70,8 % (Figure 37, C). La protéine pUL89 est donc bien produite 

dans l’extrait cellulaire des cellules Sf9 infectées par le baculovirus recombinant 

AcSLP10 [UL89]. 
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Figure 37 : Validation de la présence de pUL89 dans le lysat de cellules Sf9 infectées. 
Migration électrophorétique des lysats de cellules non infectées ou infectées par le baculovirus sauvage 
ou par le baculovirus recombinant AcSLP10 [pUL89]. Après migration, le gel est soit A. coloré au bleu 
de Coomassie soit B. transféré pour réaliser un western blot. MT : marqueur de taille (NEB #P7719). 
Piste 1 : Lysat de cellules Sf9 non infectées. Piste 2 : Lysat des cellules Sf9 infectées par le baculovirus 
sauvage. Piste 3 et 4 : Lysats des cellules Sf9 infectées par le baculovirus recombinant AcSLP10 
[pUL89]. C. Tableau des résultats de l’analyse en spectrométrie de masse pour la production de pUL89 
dans le lysat cellulaire de cellules infectées par AcSLP10 [UL89]. 
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Purification de la protéine pUL89 recombinante : Deux protocoles de lyse ont été utilisés 

pour la purification par billes magnétiques Ni-NTA de la protéine pUL89, la première est une 
lyse par des cycles répétés congélations/décongélations, la seconde est par sonication. 

L’objectif est de trouver les conditions expérimentales permettant d’obtenir une quantité 
suffisante de protéine pUL89 sous forme soluble afin de la purifier dans des conditions non 

dénaturantes. Afin de pouvoir comparer les deux méthodes, celles-ci sont effectuées en même 
temps, de l’infection virale jusqu’à révélation du western blot. Les résultats semblent favoriser 

une meilleure extraction des protéines par la méthode de sonication (Figure 38, B). 

Néanmoins, nous ne pouvons pas conclure sur la quantité et la solubilité des protéines pUL89 
extraites. Les profils de migration électrophorétique révèlent plusieurs bandes protéiques pour 

les fractions d’élution (E1 et E2) mais la bande caractéristique visible pour la protéine pUL89 
vers 72 kDa n’est pas majoritaire. Les analyses par western blot ne nous ont pas permis de 

détecter spécifiquement la présence de la protéine pUL89 dans le lysat ou dans les fractions 
récupérées à chaque étape de purification. pUL89 est probablement faiblement exprimée et/ou 

exposée la dégradation protéique. 

 
Figure 38 : Purification sur billes de la protéine pUL89 après différentes méthodes de lyse. 
A. Méthode congélation/décongélation et B. méthode par sonication.  
MT : Marqueur de taille (NEB #P7719), FI : Fraction Insoluble, L : Lysat, NR : Non retenu, W1 et W2 : 
lavage 1 et 2, E1, E2 et E3 : Élution 1,2 et 3. 
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D’autres purifications ont été réalisées après une lyse par sonication. Les profils de migration 

électrophorétique sont représentés dans la figure 39, A et B. L’extraction des bandes 
encadrées en rouge sur les gels colorés au bleu de Coomassie est effectuée pour analyse de 

la composition protéique par spectrométrie de masse (Figure 39, A et B). La présence de 
pUL89 est confirmée dans le lysat cellulaire (L), dans le lavage 1 (W1), dans les élutions (E1-

E2) et dans les billes (Figure 39, C). Cependant, entre deux purifications réalisées (A et B), 
des résultats différents sont obtenus.  

Dans le cas A : pUL89 est identifiée dans le lysat (bande A1 ; 18 peptides — 27,8 % de 

couverture et bande A2 ; peptides : 23 – 24,1 % de couverture), dans le lavage (bande A3 ; 
peptides : 26 – 34,7 % de couverture) et dans l’élution (bande A4 ; peptides : 25 – 23,5 % de 

couverture). Ces résultats sont en faveur d’une perte protéique au cours de la purification. 
Dans le cas B : pUL89 est formellement identifiée sur les billes après purification (bande B5 : 

peptides : 51 – 39,7 % de couverture) mais pas dans les autres bandes excisées 
correspondant au lysat, à la fraction non retenue, au lavage 1 et aux élutions (B1, B2, B3 et 

B4).  

 

Figure 39 : Purification des protéines pUL89 et analyse de pUL89 par spectrométrie de masse. 
Migrations et colorations au bleu de Coomassie après purification histidine (A — B). A et B représentent 
deux expériences indépendantes de purification des protéines pUL89 à partir de lysat soniqués. 
MT : Marqueur de taille (NEB #P7719), FI : Fraction Insoluble, L : Lysat, NR : Non retenu, W1 et W2 : 
lavage 1 et 2, E1, E2 et E3 : Élution 1,2 et 3. Les encadrés rouges correspondent aux bandes analysées 
par spectrométrie de masse. C. Tableau des résultats d’analyses par spectrométrie de masse. 
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3.5.1 Production et purification de la protéine pUL56 recombinante 

Les western blots réalisés sur les lysats de cellules Sf9 infectées ou co-infectées par 
les baculovirus recombinants (AcMNPV [UL56] et AcSLP10 [UL89]) n’ont pas permis 

d’identifier pUL56. Les résultats sont identiques, quel que soit l’anticorps utilisé (anti-HIS, anti-
HA et anti-TEV). Une purification sur billes magnétiques Ni-NTA est tout de même réalisée 

afin de comparer les profils d’élution des lysats issus de cellules infectées par AcMNPV [UL56] 
et co-infectées par les virus AcMNPV [UL56] et AcSLP10 [UL89] (Figure 40). Les profils ne 

permettent pas une identification de la protéine pUL56 dans la piste 1 et des protéines pUL56 

et pUL89 dans la piste 2 (Figure 40, A et B). Une analyse par spectrométrie de masse est 
effectuée sur l’ensemble des bandes majoritaires dans les pistes 1 et 2 à partir du gel coloré 

bleu de Coomassie. Seule la présence de pUL89 est validée dans l’élution 1 de la piste 2 
(encadré en rouge) correspondant aux cellules co-infectées (Figure 40, A et C). Aucun signal 

à cette taille n’est observé par western blot (Figure 40, B). 

La coloration au bleu de Coomassie du gel (Figure 40, A) et le western blot (Figure 40, B) 

révèlent de faibles bandes de faible intensité dans le témoin négatif correspondant à des 
cellules infectées par un baculovirus recombinant produisant une protéine intracellulaire ne 

portant pas l’étiquette polyhistidine. Ces bandes constituent donc un ensemble de protéines 

se fixant de manière non spécifique aux billes magnétiques et reconnues de manière non 
spécifique par l’anticorps utilisé (#MA1-21 315, ThermoFisher Scientific, USA). 
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Figure 40 : Purification des protéines pUL56 et pUL89 à partir de lysats infectés AcMNPV [UL56] ou co-
infectés AcMNPV [UL56] et AcSLP10 [UL89]. 
A. Analyse électrophorétique sur gel coloré au bleu de Coomassie des protéines contenues dans les 
fractions d’élution après purification de pUL56 (piste 1) ou co-purification de pUL56 et pUL89 (piste 2) 
sur billes magnétiques Ni-NTA. B. Western blot effectué en parallèle. C. Tableau des résultats de 
l’analyse en spectrométrie de masse.  
T- : Lysat de cellules infectées produisant une protéine intracellulaire non étiquetée. Rectangle rouge 
représente une des bandes protéiques analysées par spectrométrie de masse, qui contient pUL89. MT : 
marqueur de taille (NEB #P7719).  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Mécanisme d’action du letermovir 

Le letermovir est une molécule ciblant l’étape d’encapsidation de l’ADN viral. Son 
mécanisme d’action n’est pas totalement compris, mais l’apparition de mutations de résistance 

est en faveur de l’implication des protéines pUL56, pUL89 et plus récemment de la 

protéine pUL51. Suite à des expériences de sélection in vitro en présence de letermovir, une 
mutation de résistance (P91S) a émergé dans pUL51. Cette mutation n’a jamais été retrouvée 

dans des souches cliniques.  

L’étude détaillée dans la PARTIE 1 a permis la mise en évidence l’implication de la 

protéine pUL51 dans le mécanisme de résistance du CMVH au letermovir.  

Nous avons séquencé le gène codant pUL51 en plus de ceux codant pUL56 et pUL89 

chez 16 patients non répondeurs au letermovir. Afin d’identifier de potentielles mutations de 
résistance dans pUL51, nous avons comparé ces résultats avec les données de 

polymorphisme que nous avons déterminées en parallèle. Ainsi, nous avons détecté 
4 nouvelles mutations par séquençage Sanger et NGS (D12E, 17del, A95V, V113L). Ces 

4 substitutions proviennent de patients différents, certains d’entre eux possèdent également 

une mutation de résistance déjà caractérisée dans pUL56. (Tableau 10).  

Tableau 10 : Caractéristiques des échantillons cliniques. 

Numéro 
d’accession UL56 UL89 UL51 Transplantation Traitement Charge virale 

 (log IU.mL-1) 
ON505132 L257I WT A95V HSC LMV prophylaxie 3,21 
ON505138 C325Y WT V113L HSC LMV prophylaxie 3,12 
ON505141 C325F WT D12E Rein LMV curatif 3,40 
ON505147 WT WT 17del Poumons LMV curatif 5,40 
LMV : letermovir, WT : Wild Type, del : délétion, HSC : cellules souches hématopoïétiques. 

 

Afin d’étudier ces substitutions, des virus recombinants ont été générés par la méthode 

des BAC. Seule la mutation UL51-A95V confère une résistance au letermovir. Par ailleurs, les 

4 substitutions étudiées n’impactent pas la capacité de croissance du virus. Des virus doubles 
mutants (UL56/UL51) ont été construits selon le tableau 10 afin d’évaluer l’impact des deux 

mutations sur la résistance au letermovir. 

Seule, la combinaison des mutations UL51-A95V et UL56-L257I augmente la résistance au 

letermovir d’un facteur 127,8. Les autres combinaisons ne nous permettent pas de définir le 
niveau de résistance précis, car celui-ci est trop élevé.  
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D’un point de vue clinique, il serait intéressant d’analyser l'émergence respective des 

mutations dans les protéines pUL51 et pUL56 pour comprendre les mécanismes de 

résistance. Cependant nous n’avons pas accès aux échantillons antérieurs pour effectuer ces 

recherches, les seules informations disponibles sont recensées dans le tableau 10.  

La caractérisation d’une substitution non décrite constitue un travail essentiel pour 

l’établissement des cartes de résistance et de polymorphisme. En effet, elles permettent 
d’améliorer la prise en charge d’un patient par l’adaptation du traitement et constituent un 

ensemble d’informations importantes pour la compréhension du fonctionnement du complexe 
et du mécanisme d’action du letermovir. 

Néanmoins, la génération d’un virus recombinant est une méthode relativement 
onéreuse et chronophage. Bien qu’il soit essentiel de développer des cartes des mutations de 

résistance et de polymorphisme exhaustives, ces caractérisations ne permettent pas 
d’apporter une réponse rapide suite à la découverte d’une ou plusieurs nouvelles mutations. 

Ainsi une approche bio-informatique permettrait d’anticiper les résultats et d’adapter la prise 

en charge clinique plus rapidement.   

 Grâce à l’essor des calculs permettant la modélisation protéique et au modèle 

structural du complexe terminase de l’HSV-1, nous pouvons visualiser en 3D les hot spots des 
mutations de résistance. Une nouvelle substitution figurant dans ce hot spot serait à prioriser 

plutôt qu’une située dans une région hébergeant beaucoup de polymorphismes.  

Ainsi les outils bio-informatiques et la caractérisation phénotypique de mutations sont 

des moyens complémentaires à la compréhension du fonctionnement du virus. 
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Identification et validation de cibles thérapeutiques  

La compréhension des protéines impliquées dans le complexe terminase est 

essentielle pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et pour le développement de 
nouvelles molécules. Par une approche bio-informatique puis de mutagenèse dirigée nous 

avons pu identifier des motifs essentiels à la réplication virale dans les protéines pUL51 et 
pUL52. 

 

L’étude de pUL51 a permis (I) d’identifier des leucines conservées chez les bêta-
herpèsvirus présentes à espace régulier dans la région C-terminale de cette protéine et (II) de 

montrer leur importance dans la réplication virale. En effet, les substitutions de ces leucines 
en alanines altèrent la réplication virale ce qui suppose que ce motif est essentiel pour la 

structure-fonction de pUL51. (III) De tester l’efficacité d’un peptide mimant ce motif pour inhiber 
la réplication virale. 

Les motifs de type Leucine Zipper sont fréquemment présents dans des protéines 
régulatrices ou dans des facteurs de transcription (Alber, 1992) et sont présents dans de 

grandes variétés d’organismes (aussi bien chez les plantes, que les animaux et les virus) 
(Alber, 1992). Ils sont impliqués dans des interactions protéine-protéine ou protéine-ADN. 

Ainsi, cette approche visant au développement d’une molécule mimant ce motif comportait un 

risque d’entraîner une toxicité cellulaire due à des reconnaissances/interactions non 
spécifiques du peptide. Néanmoins, l’alignement de notre séquence dans la Genebank en 

utilisant les fonctions BlastP ne nous a pas permis d’identifier de motifs similaires chez des 
protéines humaines. Par ailleurs, les tests de cytotoxicité effectués ne montrent pas de toxicité 

aux concentrations testées. Une stratégie similaire à la nôtre a été envisagée par l’équipe du 
Dr Jean-Luc Poyet (UMR-S 940) ; un peptide imitant le motif leucine zipper d’une protéine 

impliquée dans les mécanismes de régulation de l’apoptose chez l’homme (AAC-11) a été 
développé. Cette protéine (AAC-11) est surexprimée dans la plupart des cellules cancéreuses, 

ainsi son inactivation constitue une approche intéressante pour le développement de nouvelles 
thérapies contre le cancer. Le peptide anti-AAC-11 développé n’entraine pas de toxicité pour 

les cellules et son administration chez des souris inhibe la croissance des xénogreffes de 

tumeurs de mélanome (Jagot-Lacoussiere et al., 2016; Rigou et al., 2009). Bien que ces 
données soient très encourageantes pour le traitement du mélanome (et probablement 

d’autres cancers), notre peptide TAT-KH29 mimant le motif LZ de pUL51 nécessite d’être 
optimisé puisqu’il présente une faible activité anti-CMVH (diminution d’environ 25 % du 
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nombre de foyers infectieux 5 jours post-infection). Il constitue cependant un point de départ 

potentiel pour le développement de thérapies. 

Le développement de peptides ciblant le motif dans pUL56 décrit par notre unité est en 

cours, ils valident la cible thérapeutique publiée et brevetée en 2017 (Ligat et al., 2017). Les 
premiers résultats obtenus pour des peptides ciblant l’interaction pUL56-pUL89 permettent 

une diminution du nombre de foyers infectieux à 5 jours post-infection d’environ 20 à 30 % à 
des concentrations micromolaires. De façon similaire au peptide TAT-HK29, ces peptides 

semblaient former des précipités en milieu de culture (données non publiées). 

L’inconvénient principal de notre approche est probablement l’acheminement du 
peptide jusqu’à sa cible in vitro. Nos séquences peptidiques, principalement hydrophobes 

apparaissent peu solubles et forment des précipités limitant alors la pénétration cellulaire.  

Après la reconstitution tridimensionnelle de la capside du KSHV, les auteurs Dai et 

Gong ont identifié une zone d’interaction forte entre la SCP et la MCP. Par le développement 
de plusieurs peptides mimant ce motif d’interaction, ils ont pu montrer que leur expression 

réduit la production de virions d’environ 90 % (Dai et al., 2018). À la différence de notre 
stratégie, Dai et Gong ont transfecté des cellules infectées par le KSHV avec des vecteurs 

permettant la production des différents peptides, ainsi ils s’affranchissent des problèmes de 

solubilité.  

Ces travaux fournissent de nouvelles données sur la structure et la fonction de 

pUL51. Le motif LZ de pUL51 pourrait devenir un point de départ possible pour le 
développement de nouvelles thérapies ciblant le CMVH. 
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La protéine pUL52, peu étudiée est une protéine essentielle pour la réplication virale 

et pour le bon déroulement de l’étape d’encapsidation. Bien que son rôle dans cette étape ne 
soit pas élucidé, l’étude menée sur pUL52 nous a permis d’identifier des motifs essentiels à la 

réplication virale. Ces motifs sont situés dans les régions conservées I, II et III. Les régions 
conservées II et III se situent dans la partie C-terminale de la protéine où le polymorphisme 

naturel est faible. La construction d’un virus recombinant par Borst et al. en 2008 portant une 
étiquette sur la partie C-terminale de pUL52 entrainait l’absence de réplication virale (Borst et 

al., 2008). Ces deux observations suggèrent que la partie C-terminale de pUL52 est essentielle 

pour sa fonction. Nos résultats sont en accord avec ceux décrits en 2008.  

Au cours de notre travail, nous avons pu montrer que la protéine pUL52 est une protéine 

riche en cystéines composée de 3 régions conservées et de 2 régions variables. Elle 
comprend des motifs de type doigt de zinc et CXXC essentiels pour la réplication virale.  

La comparaison du polymorphisme des souches cliniques naïves de tout traitement et celles 
issues de patients traités nous a permis d’identifier 6 substitutions dans pUL52. Les 

6 substitutions identifiées ont été étudiées afin d’écarter leur implication dans une résistance 
au letermovir. Comme supposé, ces mutations ne confèrent pas de résistance au letermovir 

et ne changent pas la capacité du virus à répliquer. L’implication de cette protéine dans le 

mécanisme d’action et de résistance au letermovir est écartée.  

De nos jours, les protéines pUL77, pUL93 demeurent peu étudiées bien que leur 

implication dans le mécanisme d’encapsidation ait été démontrée. L’étude de ces protéines 
par notre approche pourrait permettre d’identifier de nouvelles cibles.  
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Études des protéines pUL56 et pUL89 

La production des protéines est une étape délicate, mais nécessaire pour la 

compréhension du complexe terminase et du fonctionnement du letermovir. Le dernier objectif 
de ce travail de thèse était de produire les protéines pUL56 et pUL89, afin de les étudier 

notamment en effectuant des tests d’interaction en présence de letermovir.  

En raison de nos précédentes expériences (système d’expression bactérien et 

mammalien), le système d’expression baculovirus-cellules d’insectes a été choisi (Hantz, 

thèse d’université, 2009; Ligat, thèse d’université, 2017). Ce système repose en la construction 
d’un baculovirus recombinant ayant intégré, après recombinaison homologue, la séquence 

codant la protéine d’intérêt en aval du promoteur fort et tardif du gène de la polyédrine (Pe) ou 
de celui du gène de la protéine P10.  

Obtention de baculovirus recombinants pour exprimer pUL56 et pUL89 dans les cellules 
d’insectes Sf9 

Pour construire un baculovirus recombinant, plusieurs étapes sont nécessaires allant 
du design des inserts souhaités à l’obtention par recombinaison homologue d’un baculovirus 

après transfection des cellules d’insectes Sf9.  

Ici, notre objectif était de tester par la technologie ALPHA, l’interaction des 

protéines pUL56 et pUL89 en présence de letermovir. L’ajout des étiquettes HA et 6xHIS s’est 

respectivement porté sur les extrémités N-terminales des protéines pUL56 et pUL89 en raison 
des études démontrant l’importance des régions C-terminales pour leur interaction (Ligat et 

al., 2017; Thoma et al., 2006). Dans l’objectif de purifier pUL56, nous avons également ajouté 
à son extrémité C-terminale une étiquette 6xHIS clivable, du fait de l’ajout du site de clivage 

de la protéase TEV en amont de celle-ci. Enfin, des sites de restriction sont ajoutés de part et 
d’autre des séquences afin de pouvoir les cloner dans les vecteurs de transfert 

baculovirus pGmAc116T (Pe) et p119 (P10). Les amplifications non spécifiques observées à 
la première PCR n’ont pas d’impact sur l’exécution de la deuxième PCR où le profil de 

migration ne révèle qu’une bande à la taille attendue. 

En raison d’une probable digestion partielle de leurs extrémités, le clonage direct des 

produits de PCR dans les vecteurs de transfert a été infructueux. Une étape de sous-clonage 

dans le pGEM-T easy a été nécessaire afin de libérer les inserts d’intérêt correctement digérés 
à leurs deux extrémités. Après purification et ligature des fragments d’intérêt dans les vecteurs 

de transfert baculovirus (pGmAc116T ou p119), la bonne orientation des inserts au niveau de 
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sites uniques a été vérifiée par séquençage, en vérifiant particulièrement les jonctions 

vecteurs-inserts. 

La méthode que nous avons utilisée pour générer des baculovirus recombinants est la 

méthode classique non commerciale. Elle repose sur la recombinaison homologue entre le 
génome viral et un vecteur de transfert portant la séquence d’intérêt sous le contrôle du 

promoteur fort Pe ou P10 après transfection des cellules d’insectes Sf9.  

La sélection des baculovirus recombinants repose sur la technique des plages de lyse. 

Cette technique consiste à identifier visuellement au microscope optique les plages 

infectieuses de phénotype Ob -, c’est-à-dire des cellules infectées sans polyèdres. Son 
principal inconvénient est sa très faible fréquence de recombinaison (en général, 1 plage de 

lyse sur 100 est potentiellement Ob -), ce qui rend le processus de sélection virale fastidieux. 
Une optimisation de la méthode utilisée aurait pu être envisagée en linéarisant l’ADN viral au 

niveau d’un site de restriction unique avant l’étape de co-transfection avec les vecteurs de 
transfert. Cela permettrait d’augmenter le pourcentage de recombinaison et faciliter ainsi 

grandement la recherche de plage de lyse Ob - (van Oers, 2011). 

La purification du baculovirus recombinant nécessite une étape de carottage de la 

plage Ob - identifiée et la réalisation d’une suspension virale par dilution dans du milieu TC-

100 sans sérum de veau fœtal. La première étape de sélection du baculovirus par la technique 
des plages de lyse à partir des surnageants de co-transfection génère comme dit 

précédemment 99 % de plages virales sauvages Ob+. Afin de s’assurer de la pureté de la 
suspension virale précédemment prélevée, plusieurs étapes de plages de lyse sont parfois 

nécessaires jusqu’à obtention de 100 % de plages Ob -. Une fois pur, le baculovirus 
recombinant est amplifié jusqu’à un titre maximal par 3 étapes successives d’infections. Cette 

technique classique nécessite un minimum de 6 à 8 semaines entre la co-transfection et 
l’obtention d’un baculovirus recombinant pur et amplifié à son maximum. 

Dans les cas des co-transfections réalisées pour produire pUL89 et pUL56 dans les 
cellules Sf9, seules deux plages de lyse Ob - (pouvant être assimilés à deux clones différents) 

ont été identifiées par la technique des plages de lyse. Étant donné que l’obtention des 

baculovirus recombinants se fait par recombinaison homologue et toujours au même locus, il 
n’est pas attendu pour un même baculovirus de différences majeures de stabilité et de pouvoir 

infectieux entre deux clones (issus de plages Ob - différentes). Cependant, il n’est pas exclu 
que dans certains cas, des remaniements génétiques puissent affecter la réplication et/ou la 

stabilité virale. Afin de comparer le niveau de production des différents clones, nous avons 
effectué des western blot. Malheureusement, la faible spécificité des anticorps utilisés en 
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western blot ne nous a pas permis de comparer le profil d’expression de chaque protéine 

recombinante en fonction des différents clones isolés. Nous avons donc choisi pour produire 
pUL89 et pUL56 de continuer avec le clone viral recombinant qui semblait avoir le meilleur 

pouvoir infectieux. Par ailleurs, nous avons choisi la technique de Hirt pour montrer, après 
extraction d’ADN viral et PCRs spécifiques, que les baculovirus recombinants sélectionnés 

avaient bien intégré les séquences souhaitées en aval des promoteurs forts Pe ou P10.  

Après validation de l’obtention de baculovirus recombinants purs et amplifiés, les 

étapes de production et de purification des protéines recombinantes pUL56 et pUL89 ont pu 

être effectuées. 

Production des protéines recombinantes pUL56 et pUL89 

La production des protéines est effectuée avec les baculovirus recombinants AcMNPV 
[UL56] et AcSLP10 [UL89] préalablement validés, purifiés et amplifiés. Seule la 

protéine pUL89 a été formellement identifiée par western blot et par spectrométrie de masse 
dans les lysats de cellules infectées avec le baculovirus AcSLP10 [UL89]. En raison des 

difficultés d’identification des protéines par western blot, les quantités de protéines 
recombinantes produites n’ont pas pu être déterminées. Néanmoins, nous pensons qu’elles 

sont faibles à la vue des profils de migrations de lysats cellulaires analysés par SDS-PAGE 

après coloration du gel au bleu de Coomassie. En effet, aucune surexpression majeure n’a pu 
être révélée pour pUL56 et pUL89. 

La durée d’infection et la multiplicité d’infection (MOI), qui correspond au nombre de 
particules virales infectieuses par cellule, sont deux paramètres importants à déterminer pour 

optimiser la production des protéines recombinantes. Infecter avec différentes MOI et sur des 
temps différents permettrait de déterminer les meilleurs paramètres possibles pour la 

production. Les protéines pUL89 et pUL56, étant des protéines intracellulaires et nucléaires, 
nous avons favorisé une infection de 2 à 3 jours pour éviter une lyse trop importante des 

cellules infectées. En effet, en cas d’infection trop longue ou avec une MOI trop forte, les 
cellules finissent par être totalement lysées, augmentant ainsi le risque de protéolyse des 

protéines d’intérêt. Cette protéolyse est un problème connu dû à l’expression de protéases 

virales telles que la cathepsine et la chitinase (van Oers, 2011). Nous pouvons suggérer ici 
une dégradation des protéines pUL89 ou pUL56 par ces protéases. Pour pallier ce problème, 

les gènes codant ces enzymes peuvent être délétés ou des inhibiteurs peuvent être ajoutés 
au milieu de production. Avec les difficultés rencontrées pour le suivi des protéines par western 

blot, nous n’avons pas pu déterminer les meilleurs paramètres pour la production. Par ailleurs, 
pour optimiser les rendements de production, la culture de cellules en suspension pourrait être 
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envisagée et permettrait d’obtenir un plus grand nombre de cellules infectées (jusqu’à 

1 107 cellules par mL) dans un volume plus restreint (50 mL), ce qui est en plus un gain de 
temps et d’argent. De plus, plusieurs milieux de culture commerciaux tel que le milieu EX-

CELL 420 (Sigma-aldrich, USA) sont spécialement formulés et optimisés pour la production 
de protéines recombinantes par les cellules Sf9 en l’absence de sérum de veau fœtal. 

L’expression des protéines et la production de virus s’en trouvent améliorées par rapport aux 
milieux contenant du sérum, tel que le milieu TC-100 supplémenté utilisé lors de ce projet. 

Lors de la production de protéines, il a été également décrit que le choix des étiquettes 

ajoutées aux protéines pouvait largement impacter la qualité de la production (production, 
stabilité et reconnaissance des protéines) et remettre en question tout le processus. Pour la 

technologie ALPHA, nous étions contraints de produire une protéine avec une étiquette 6xHIS 
et l’autre étiquetée HA. Nous avons fait le choix de les placer aux extrémités N-terminales 

sachant que les extrémités C-terminales sont essentielles pour les interactions (Ligat et al., 
2017; Thoma et al., 2006). Nos précédentes expériences par western blot nous ont appris que 

les anticorps anti-HA ne nous permettaient pas de détecter facilement pUL56 (Ligat, thèse 
d’université, 2017 ; données personnelles). Ainsi, pour faciliter le suivi par western blot et pour 

faciliter la purification, nous avons rajouté à l’extrémité C-terminale le site de clivage de la 

protéase TEV suivi de six histidines. L’objectif était d’éliminer l’étiquette 6xHIS après action de 
la protéase TEV, libérant ainsi l’extrémité C-terminale de pUL56 nécessaire aux interactions 

protéine-protéine, conditionnant la réussite de la technologie ALPHA.  

Cette solution, plutôt satisfaisante de prime abord, est peut-être devenue une limite à 

notre travail de production de protéine. Étant donné l’importance de la partie C-terminale de 
pUL56 pour sa fonction, nous aurions plutôt dû ajouter ces étiquettes à l’extrémité N-terminale. 

De plus, compte tenu des difficultés rencontrées pour le suivi des protéines par western blot, 
le choix de ces étiquettes est à remettre en question. Contrairement aux étiquettes 6xHIS, HA 

et TEV, l’étiquette V5 (14 résidus) peut être identifiée de manière très spécifique par les 
anticorps anti-V5. Enfin, il se pourrait que les protéines pUL56, pUL89 et pUL51, ensemble, 

se protègent les unes les autres de la protéolyse (Neuber et al., 2017). D’après les données 

bio-informatiques, la protéine pUL56 est prédite comme non stable. Ainsi, coproduire 
simultanément ces protéines pourrait faciliter l’assemblage du complexe et améliorer leur 

stabilité afin d’augmenter les rendements (impliquant alors l’absence d’étiquette aux 
extrémités C-terminales). Une expérience de purification à partir de cellules co-infectées par 

AcMNPV [UL56] et AcSLP [UL89] a été réalisée. Uniquement pU89 a été identifiée dans la 
fraction d’élution (25 peptides — 28 % de couverture) (Figure 38, C). De plus, ces résultats 

sont similaires à une des purifications réalisées à partir de cellules infectées avec AcSLP 
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[UL89] (25 peptides — 23 % de couverture) (Figure 37, C). Par ailleurs, cette approche 

pourrait limiter les expériences d’interaction protéine-protéine avec la technologie ALPHA. 

La résolution tridimensionnelle du complexe d’encapsidation de l’HSV-1 a été 

notamment réalisée par la co-production des protéines pUL28, pUL15 et pUL33 en cellules 
d’insectes avec différent baculovirus recombinants. Dans cette étude, seul pUL15 (homologue 

de pUL89) portait une étiquette 6xHIS suffisante pour la reconnaissance et la purification de 
tout le complexe (Yang et al., 2020). La purification avait ensuite été effectuée sur colonne 

avec l’appareil ÄKTA. Une étude similaire pourrait être envisagée pour le CMVH. 

Purification des protéines recombinantes pUL56 et pUL89 

Les étapes de purification ont également pu être limitantes. Nous avons favorisé, dans 

un premier temps, l’utilisation de billes magnétiques chélatées au nickel (billes Ni-NTA) pour 
tenter de purifier les protéines étiquetées 6xHIS. Cette méthode sensible annonce pour 50 µL 

de billes un rendement de 15 µg de protéines pures. Les profils de migration des fractions 
d’élution montrent une multitude de bandes confirmant la présence de contaminants. Les 

analyses par spectrométrie de masse de deux expériences indépendantes montrent des 
résultats disparates concernant pUL89. 

Dans un des cas, les analyses par spectrométrie de masse ont montré qu’une large quantité 

de protéines était éluée lors de l’étape de lavage 1 (26 peptides — 34,7 % de couverture) 
(Figure 38, A). Afin de limiter l’élution précoce, les tampons de liaison et de lavage (tampon 

B et C) pourraient contenir moins d’imidazole. Par ailleurs, les conditions expérimentales ne 
permettent peut-être pas une accessibilité de l’étiquette 6xHIS du fait des repliements 

protéiques. Des tentatives de purification en conditions dénaturantes pourraient alors être 
envisagées, elles permettraient certainement une meilleure fixation des protéines aux billes 

magnétiques. Cependant la dénaturation des protéines implique une étape délicate pour 
assurer le bon repliement de la protéine afin d’exercer les tests d’interaction. 

Dans le second cas, les analyses par spectrométrie de masse ont montré qu’une large quantité 
de protéine restait fixée aux billes magnétiques (51 peptides — 39 % de couverture) (Figure 

38, B). Afin de favoriser l’élution des protéines après les étapes de lavages, un tampon 

d’élution (tampon C) plus concentré en imidazole et/ou avec un pH plus faible pourrait être 
envisagé. Cependant un équilibre doit être trouvé puisqu’un pH trop proche du pHi des 

protéines entrainerait leur précipitation et une concentration plus importante en imidazole 
favoriserait la présence de contaminant (déjà présents dans nos conditions). Par ailleurs, une 

très faible identification des protéines pUL89 a été validée par spectrométrie de masse dans 
les étapes de lavage 1 et dans les élutions, ces résultats ne permettent pas de valider sa 
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présence. De plus, les bandes prélevées dans les pistes correspondant au lysat et à la fraction 

non retenue ne présentent pas la protéine pUL89 après analyses par spectrométrie de masse. 
À la vue de la quantité de protéines pUL89 identifiées dans les billes, il est surprenant de ne 

pas avoir également identifié les protéines pUL89 dans le lysat. Une erreur expérimentable 
lors de l’excision des bandes sur le gel de polyacrylamide est à envisager.  

 

Ces résultats, bien qu’encourageants ne nous permettent pas d’obtenir des 

fractions de protéines pures. Un ensemble d’optimisation doit être envisagé pour (I) 

produire en plus large quantité, (II) être en mesure de suivre la production par western 
blot et (III) pour purifier la protéine et tenter des tests d’interaction. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons ainsi identifié de nouvelles cibles 

potentielles au niveau des protéines pUL51 et pUL52 impliquées dans l’encapsidation de 
l’ADN viral qui pourraient permettre de conduire au développement de nouvelles thérapies 

anti-CMVH présentant peu d’effets secondaires du fait de leur grande spécificité.  

Nous avons participé à améliorer la compréhension du mécanisme d’action du 
letermovir, grâce à l’apport d’un modèle tridimensionnel théorique du complexe terminase 

basé sur l’homologie structurale avec HSV-1. Nous avons également confirmé l’absence de 
rôle de pUL52 dans le mode d’action du letermovir. 

Nous espérons que ces travaux contribueront à optimiser, à terme, la prise en charge 
des infections à CMVH, en disposant de stratégies thérapeutiques alternatives pour éviter les 

effets indésirables et efficaces en cas de multirésistance. 
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Annexe 1. Revue : Infection de la femme enceinte par le cytomégalovirus ; du 
dépistage au traitement 
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Annexe 2. Revue: Structure and divergent mechanisms in capsid maturation and 
stabilization following genome packaging of human cytomegalovirus and 
herpesviruses 
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Annexe 3. Revue : Le complexe terminase, une cible de choix dans le traitement de 
l’infection à cytomégalovirus humain 
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Annexe 4. Article : Potentiel of anti-CMV immunoglobulin cytotect CP® in vitro and ex 
vivo in a first trimester placenta model 
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Annexe 5. Génération des inserts UL56 et UL89 pour la production de protéines 
recombinantes 

 

Tableau 1 : Amorces et protocole d’amplification pour la génération des inserts UL56 et 
UL89 destinés à la production de protéines recombinantes. 

Amorces Séquence 5’ à 3’ 

UL89-F-1 GGA GGA GGA ATG TTG CGC GGA GAC TCG GCC GCC AAG 

UL89-F-2 GAAGATCTTC ATG CAC CAC CAC CAC CAC CAC GGA GGA GGA ATG TTG CGC GGA GAC 

UL89-R GAAGATCTTC CTA GCT GAC CCT GAA ACG GAT 

UL56-F GCTCTAGAGC ATG TAC CCA TAT GAC GTC CCT 

UL56-R-1 GTG GTG GTG GCC CTG AAA ATA AAG ATT CTC ACC ACG CAG ACT ACC AGG CAC 

UL56-R-2 GCTCTAGAGC CTA GTG GTG GTG GTG GTG GTG GCC CTG AAA ATA AAG ATT CTC ACC 

Code 
couleur :  

Site BglII ou XbaI, Codon Start ou Stop, Site de clivage TEV, TAG HISx6 ouTAG HA, Linker 

 

 
 
Protocole d’amplification : 5 min de dénaturation initiale à 98°C, 35 cycles composés de : 10 secondes à 98°C, 15 secondes à 
55°C et de 2 minutes d’élongation à 72°C. Ces 35 cycles sont suivis de 5 minutes d’élongation finale à 72°C.  
Le Mix PCR est composé de :  

- 260-400 ng d’ADN 
- 25µL PrimeStar® HS DNA Polymerase (TaKaRa, USA)  
- 1,5 µL par amorce (10mM) 
- qsp 50µL d’eau PPI 

 

Tableau 2 : Amorces utilisées pour les PCR de criblage et le séquençage Sanger. 
Amorces Séquence 5’ à 3’ 

UL89-2R GGA TGA TGA ACC AAG TCT TGC 

UL89-3F GAT CCG CAG TTT CAG CAG AT 

UL89-4R CTG TCC GGT GCT TAA GAA CC 

UL89-5F TAG GCT TCC AGT CGA GCG T 

UL89-6R CCT CAG AAC TCT CGG AGA GGT 

UL89-7F ACA GCA CGC TCA ACA CCA AC 

UL56-2R ATA GGC TTT TGA GGG CCG A 

UL56-3F CCG TCA AGC CAG TCC GAT 

UL56-4R CCT CTG ACT GTG AGT ACT GCT GT 

UL56-5F GCA TAT TCT CGA GGA GAT TCG 

UL56-6R TTC TGC AGC ACG TTT AGG TC 

UL56-7F CTG CAC CGA TCG TTA TCC CCT 
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Annexe 6. Protocole de purification sur billes magnétiques Ni-NTA 

 

1- Equilibration des billes 

Remettre en suspension les billes d'agarose magnétique Ni-NTA en les agitant au vortex 
pendant 2 s. Prélever 100 µL de billes et déposer dans un tube Eppendorff de 1,5 mL posé 
sur le portoir magnétique (PM). Après 3 minutes, retirer le tampon initial et ajouter 500µL de 
tampon A.  

2- Mise en contact des billes avec le lysat cellulaire 

Remettre en suspension les billes d'agarose magnétique Ni-NTA en les agitant au vortex 
pendant 2 s. Laisser 3 minutes sur le PM et retirer le tampon A. Ajouter 500µL de lysat 
cellulaire puis incuber une nuit à 4°C en agitation douce sur une roue tournante. Conserver 
une fraction 30 µL de lysat dans un tube annoté L (lysat). 

3- Fraction non retenue 

Placer le tube sur le PM et laisser 3 minutes. Récupérer la fraction non retenue et conserver 
30 µL dans un tube annoté NR (non retenu).  

4- Lavages 

Ajouter 500 µL de tampon B, resuspendre les billes par agitation douce sur une roue tournante 
pendant 5 minute puis placer le tube sur le PM. A effectuer 2x. A la fin de chaque lavage 
conserver une fraction de 30µL dans des tubes annotés W1 et W2 (Wash). 

5- Elutions 

Une fois les billes lavées et le tampon B retiré, ajouter 30 µL de tampon C.  Suspendre les 
billes par agitation douce sur une roue tournante pendant 5 minutes. Placer le tube sur le PM 
et laisser 3 minutes. Récupérer l’éluât et le conserver dans un tube annoté E1 (Eluât). Effectuer 
3 élutions.  

Les échantillons sont prêts pour être analysés.  
Tampon A: 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10 mM Imidazole, pH 8 ; Tampon B: 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 
20 mM Imidazole, 0,005% Tween 20, pH 8 ; Tampon C: 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 250 mM Imidazole, 0,005% 
Tween 20, pH 8 
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Annexe 7. Réactifs migration, coloration SDS-PAGE et western blot 

 

Tampon de migration Tris-Glycine-SDS 10X (1L) 

  Concentration finale 
Tris Base 30,2g 25mM 
Glycine 144g 192mM 
SDS 10g 0,1%   
H2O qsp 1L 
 
Gel acrylamide 12% pour 3 mini-gels Biorad 0,75 mM 
Pour d’autres concentrations de gel, ajuster les quantités d’acrylamide et d’eau. 
 Separating  Stacking  
Acrylamide/bis- 37,5:1 30% 8 mL 0,83 mL 
Tris-HCl 5 mL 1,5M pH8,8 0,630 mL 1M pH6,8 
SDS 10% 200 µL 50 µL 
H2O 6,6 mL 3,4 mL 
TEMED (avant-dernier) 20 µL 5 µL 
APS 10% (dernier) 200 µL 50 µL 
 

Tampon de charge Laemmli 5X (20 mL) 

  Concentration finale 
Tris 1M pH6,8 6,24 mL 62,5mM 
Glycérol 87% 11,5 mL 10% 
SDS 2,3 g 2,3%   
bleu de bromophénol une petite pointe 
H2O qsp 20 mL 
 

Solution de coloration au Bleu de Coomassie (1L) 

Ethanol  460 mL 
Acide Acétique  80 mL 
H2O qsp 1L  460 mL 
Bleu Coomassie R250 2,5 g 

Solution de décoloration 

Ethanol 30% 
Acide acétique 7,5% 

 

TBS (Tris-Buffered Saline) 10X (1L) 

Tris Base  24 g 
NaCl  88 g 
H2O qsp 1L   
Adjust pH to 7.6 with 12 N HCl 
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Étude des protéines du cytomégalovirus humain impliquées dans l’étape 
d’encapsidation en vue du développement de nouvelles thérapies  

Le cytomégalovirus humain (CMVH) est pathogène opportuniste majeur en cas d’immunodépression et représente 
la principale cause d’infection congénitale d’origine virale. Bien qu’efficaces, l’utilisation des molécules antivirales 
conventionnelles est limitée par leur toxicité et l’émergence de résistances. Face à ces constats, il est nécessaire 
de développer de nouvelles thérapies. L’étape d’encapsidation de l’ADN viral est essentielle à la réplication du 
CMVH. Les protéines impliquées dans cette étape (pUL56, pUL89, pUL51, pUL52, pUL77, pUL93, pUL104) sont 
des cibles privilégiées par le degré de conservation et de spécificité chez les herpèsvirus. Le développement récent 
du letermovir ciblant le complexe terminase (pUL56, pUL89 et pUL51) conforte ce choix. Cependant son 
mécanisme d’action exacte demeure inconnu et devant l’émergence de mutations à haut niveau de résistance il 
est nécessaire de poursuivre l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.  Afin d’étudier le mécanisme 
d’action du letermovir et de mettre en évidence de nouvelles cibles au sein des protéines impliquées dans l’étape 
d’encapsidation, 3 axes de recherche ont été menés. (I) Etude de l’implication de pUL51 dans le mécanisme 
d’action du letermovir. Nous avons pu mettre en évidence son implication par la caractérisation d’une nouvelle 
mutation de résistance au letermovir (A95V) issue d’une souche isolée chez un patient traité. (II) Identification de 
nouvelles cibles thérapeutiques dans les protéines pUL51 et pUL52. Des approches bio-informatiques et 
expérimentales (production de virus recombinants et développement d’un inhibiteur peptidique) ont validé la 
présence d’un motif de type leucine-zipper dans la protéine pUL51 et des motifs de type CXXC et zinc-finger dans 
la protéine pUL52. Ces motifs, essentiels à la réplication virale, sont probablement impliqués dans la structure-
fonction de ces protéines et ainsi représentent un point de départ possible pour le développement de nouvelles 
thérapies. (III) Production des protéines recombinantes pUL56 et pUL89 dans l’objectif d’explorer le mécanisme 
d’action du letermovir. Nous avons initié des travaux de production protéiques dans un système d’expression 
baculovirus-cellules d’insectes. Nos résultats démontrent la production de pUL89. Cependant sa purification et la 
production de pUL56 nécessitent encore des étapes d’optimisation.  Ainsi, ce travail de thèse a permis d’identifier 
de nouvelles cibles potentielles afin de faciliter le développement de nouvelles thérapies anti-CMVH et d’améliorer 
la compréhension du mécanisme d’action du letermovir.  

Mots-clés : Cytomégalovirus, encapsidation, complexe terminase, résistance, letermovir 

Study of proteins involved in human cytomegalovirus DNA-packaging step for the 
development of new therapies 

The human cytomegalovirus (HCMV) is a major pathogen for immunocompromised patients and fetus in utero. 
Despite their efficiency, the use of conventional antivirals is limited by their toxicity and the emergence of resistance. 
Thus, it is necessary to develop new therapies targeting other stages of viral replication. The viral DNA-packaging 
step is essential for HCMV replication. Proteins involved in this step (pUL56, pUL89, pUL51, pUL52, pUL77, pUL93, 
pUL104) are privileged targets due to their degree of conservation and specificity in herpesviruses. The recent 
development of letermovir targeting the terminase complex (pUL56, pUL89 and pUL51) supports this choice. 
However, its mechanism of action remains unknown and in view of the emergence of mutations with a high level of 
resistance, it is necessary to pursue the identification of new therapeutic targets. In order to study the mechanism 
of action of letermovir and to identify new targets within the proteins involved in the packaging step, 3 lines of 
research have been carried out. (I) Study of the involvement of pUL51 in the mechanism of action of letermovir. We 
were able to demonstrate its involvement by characterizing a new letermovir resistance mutation (A95V) from a 
strain isolated from a treated patient. (II) Identification of new therapeutic targets in the pUL51 and pUL52 proteins. 
Bioinformatics and experimental approaches (production of recombinant viruses and development of a peptide 
inhibitor) validated the presence of a leucine-zipper motif in the pUL51 protein and of CXXC and zinc-finger motifs 
in the pUL52 protein. These motifs, essential for viral replication, are probably involved in pUL51 or pUL52 structure-
function and thus represent a possible starting point for the development of new therapies. (III) Production of 
recombinant proteins pUL56 and pUL89 in order to explore the mechanism of action of letermovir. We have initiated 
protein production in a baculovirus-insect cell expression system. Our results demonstrate the production of pUL89. 
However, its purification and the production of pUL56 still require optimization steps.  Thus, this thesis work allowed 
us to identify new potential targets to facilitate the development of new anti-HCV therapies and to improve the 
understanding of the mechanism of action of letermovir.   
 

Keywords : Cytomegalovirus, DNA-packaging step, terminase complex, resistance, letermovir 

 


