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Résumé

Le Virus Herpes Simplex de type 1 (HSV-1) est un agent infectieux qui cause
I'herpes chez une grande proportion de la population mondiale. I'herpes est généralement
considéré comme une maladie bénigne dont la forme la plus commune est I'herpes labial
(communément appelé « bouton de fievre »), mais elle peut se révéler tres sérieuse et causer
la céceité et I'encéphalite, voir Iétale dans certain cas. Le virus persiste toute la vie dans le
corps de son hote. Jusqu'a présent, aucun traitement ne peut éliminer le virus et aucun
vaccin na ét¢ prouvé efficace pour controler l'infection herpétique.

HSV-1 est un virus avec un génome dADN bicaténaire contenu dans une capside
icosaedrale entourée d'une enveloppe lipidique. Treize glycoprotéines virales se trouvent
dans cette enveloppe et sont connues ou supposées jouer des roles distincts dans différentes
¢tapes du cycle de réplication viral, incluant 1'attachement, 1'entrée, I'assemblage, et la
propagation des virus. La glycoprotéine M (gM) qui figure parmi ces glycoprotéines
denveloppe, est la seule glycoprotéine non essentielle mais est conservée dans toute la
famille herpesviridae. Récemment, 'Thomologue de gM dans le Pseudorabies virus (PRV),
un autre herpesvirus, a ¢ét¢ impliqué dans la phase finale de T'assemblage (i.e.
enveloppement cytoplasmique) au niveau du réseau trans-Golgi (TGN) en reconnaissant
spécifiquement des protéines tégumentaires et dautres glycoprotéines d'enveloppe ([1)).
Toutefois, il a été proposé que cette hypothese ne sapplique pas pour le HSV-1 ([2]). De
plus, contrairement a la localisation au TGN dans les cellules transfectées, HSV-1 gM se
localise dans la membrane nucléaire et sur les virions périnucléaires durant une infection.

L'objectif du projet présenté ici était déclaircir la relation de la localisation et la
fonction de HSV-1 gM dans le contexte d'une infection. Dans les résultats rapportés ici,
nous décrivons tout abord un mécanisme spécifique de ciblage nucléaire de HSV-1 gM. En

phase précoce d’une infection, gM est ciblée a la membrane nucléaire d'une maniere virus
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dépendante. Cela se produit avant la réorganisation du TGN normalement induite par
l'infection et avant que gM n'entre dans la voie de séerétion. Ce ciblage nucléaire actif et
spécifique de gM ne semble pas dépendre des plusieurs des partenaires dinteraction
proposés dans la littérature. Ces données suggerent que la forme nucléaire de gM pourrait
avoir un nouveau role indépendant de l'enveloppement final dans le cytoplasme. Dans la
deuxieme partie du travail présenté ici, nous avons concentré nos efforts sur le role de gM
dans T'assemblage du virus en phase tardive de linfection et en identifiant un domaine
critique de gM. Nos résultats mettent en valeur limportance du domaine carboxyl-terminal
cytoplasmique de gM dans le transport de gM du réticulum endoplasmique (RE) a
l'appareil de Golgi, dans I'enveloppement cytoplasmique et la propagation intercellulaire du
virus. Ainsi, Texport du RE de gM a été completement compromis dans les cellules
transfectées exprimant un mutant de gM dépourvu de sa région C-terminale. LLa délétion la
queue cytoplasmique de gM cause une réduction 1égere du titre viral et de la taille des
plaques. L'analyse de ces mutants par microscopie électronique a démontré une
accumulation des nucléocapsides sans enveloppe dans le cytoplasme par rapport aux virus
de type sauvage. Etrangement, ce phénotype ¢tait apparent dans les cellules BHK mais
absent dans les cellules 143B, suggérant que la fonction de gM dépende du type cellulaire.
Finalement, le criblage de partenaires d’interaction du domaine C-terminal de gM identifiés
par le systtme de double-hybride nous a permis de proposer plusieurs candidats

susceptibles de réguler la fonction de gM dans la morphogénese et la propagation de virus.

Mots-clés : Virus Herpes Simplex de type 1 (VHS-1 ou HSV-1), glycoprotéine M (gM),
enveloppement cytoplasmique, membrane nucléaire, réseau transGolgien, domaine

carboxyl-terminal cytoplasmique, systeme de double-hybride.
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Abstract

Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) is an infectious agent causing herpes, which
affects a large population worldwide. Herpes is generally considered a benign disease
whose most common form is oral herpes (commonly called "cold sores"), but it can be very
serious and cause herpetic blindness and encephalitis, and even be lethal in some cases. The
virus can persist throughout life in the body of its host. So far, no treatment can eliminate
the virus and no vaccine has proven effective in controlling herpes infections.

HSV-1 has a double-stranded DNA genome embedded in an icosahedral capsid
surrounded by a lipid envelope. Thirteen viral glycoproteins are located in the envelope and
are known or believed to play different roles in different stages of the viral replication cycle,
including attachment, entry, assembly, and viral propagation. Among these envelope
glycoproteins, glycoprotein M (gM) is the only nonessential glycoprotein but is conserved
in all the herpesviridae family. Recently, the homologue of gM in Pseudorabies virus
(PRV), another herpesvirus, has been implicated in the final phase of assembly (e.g. the
cytoplasmic envelopment) at the transGolgi network (TGN) ([1]). However, it was
suggested that this does not apply to HSV-1 ([2]). Moreover, unlike its TGN localization in
transfected cells, HSV-1 gM localizes to the nuclear membrane and on the perinuclear
virions during infection.

The objective of the project presented here was to clarify the relationship of the
location and function of HSV-1 gM in the context of an infection. In the results reported
here, we first describe a specific and active mechanism of nuclear targeting of HSV-1 gM. In
early phase of infection, gM is targeted to the nuclear membrane in a virus dependent
manner. This occurs before the known reorganization of the TGN induced by the virus and
before gM enters the secretory pathway. This active and specific nuclear targeting of gM
seemingly does not depend on the functional interaction partners proposed in the literature.
These data suggest that nuclear gM could have a new role independent of that in the final

envelopment in the cytoplasm. In the second part of the work presented here, we focused
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our efforts on the role of gM in virus assembly in the late phase of infection and define an
important functional domain within gM. Our results highlight the importance of the
carboxyl-terminal domain of gM in the intracellular transport of gM from endoplasmic
reticulum (ER) to Golgi apparatus, in the cytoplasmic envelopment of the capsids and the
intercellular spread of the virus. Hence, gM ER export was completely compromised in
transfected cells after deletion of its C-terminal tail. Deletion of the gM cytoplasmic tail in
mutant viruses resulted in a slight reduction in viral titer and plaque size. The analysis of
these mutants by electron microscopy showed an accumulation of nucleocapsids without
envelope in the cytoplasm compared to wild-type virus. Interestingly, this phenotype is
apparent in BHK cells but not in 143B cells, hinting that the importance of gM may be cell
type specific. Finally, screening of interaction partners of C-terminal domain of gM
identified by the two-hybrid system allowed us to propose several interesting candidates

that may regulate the function of gM in the virus morphogenesis and propagation.

Keywords : herpes simplex virus type 1 (HSV-1), glycoprotein gM (gM), cytoplasmic
envelopment, nuclear membrane, transGolgi network, carboxyl-terminal cytoplasmic

domain, two-hybrid system.
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CHAPITRE I:

Introduction



I. GENERALITES

I.  Le Virus Herpés Simplex de type 1 et les maladies

1.1 Définition
Le Virus Herpes Simplex (HSV), est un agent infectieux qui cause T'herpes. Il
représente I'une des principales causes de la maladie virale chez 1'homme, et se classe au
deuxieme rang suivi par les virus de la grippe et du rhume (par exemple, virus influenza,

rhinoviruses et coronaviruses).

1.2 Historique

Le virus herpes, le HSV, est connu depuis au moins 2500 ans av. J.-C. (avant Jésus-
Christ). Bien que la recherche et le traitement disponible se soient accélérés au cours des 25
derni¢res années, le fait est que le HSV est présent depuis 45 siccles. Notre premiere
connaissance de HSV peut étre attribuée a 1'ancienne Greee, qui a inventé 1'expression
"herpes". Hippocrate avait utilisé ce terme pour décrire des I1ésions qui semblent ramper a la
surface de la peau ([3], [4]). D'autres descriptions de I'herpes sont apparues dans les 18° et 19°
siecles. Le premier lien entre I'herpes et les organes génitaux a ét¢ publié par John Astruc,
un médecin du roi de France Louis XIV, en 1736, quand les prostituées francaises étaient
sous surveillance médicale. Néanmoins, il a fallu attendre 1893 pour que le dermatologue
francais Jean-Baptise Emile Vidal reconnaisse la transmission humaine de I'herpés simplex
d'un individu a I'autre ([5)).

Au cours du XXe siecle, la recherche de HSV se developpe. Dans les années 1930,
les réponses immunitaires de 1'hote a HSV ont été minuticusement examinées et la
propriété de latence de HSV a été caractérisée ([6], [7], [8]). Dans les années 1940 et 1950, il
a ét¢ constaté que le HSV infecte plusieurs organes du corps incluant le systeme nerveux

central ([9]). Un grand développement a eu lieu entre 1952 et 1956 avec l'application de la



culture de tissus permettant disoler plusieurs membres de la famille virus herpés humaine
([1o], [ml, [12], [13], [14]). Clest Karl Schneweis qui a proposé l'existence de deux virus
distincts, soit le HSV-1, affectant la région labiale et le HSV-2, principalement associ¢ a des
lésions génitales ([15]). Dautres maladies qui résultent d'infections herpétiques ont été
définies et évaluées depuis.

LLa recherche moderne sur le HSV a été établie sur la base des découvertes dans les
années 1960 et 1970, incluant la caractérisation de 'unique architecture en multicouches de
la particule virale ([16], [17], [18]), du génome de HSV ([19], [20], [21], [22]), du grand nombre
de protéines qui composent la particule virale ([23], [24]), et de la régulation d'expression
des genes viraux ([25], [26]). La recherche sur le HSV savere réellement efficace a partir de
1982 et produit une quantité considérable dinformations sur la fonction des genes viraux et
linteraction entre les protéines virales et cellulaires, grace a de nouvelles techniques
moléculaires comme la digestion de restriction, le clonage dADN, le séquencage de

’ADN, la construction de nouveaux virus par l'ingénierie génétique.

1.3 Classification

Le virus herpes simplex de type 1 fait partie de la grande famille des virus herpes, les
Herpesviridae, qui sont omniprésents chez les vertébrés dans la nature. Dans la mesure ou
la plupart des especes animales produit au moins un virus herpes et peu de virus herpes
infectent naturellement plus d'une espece, il nous est permit de croire qu’il existe plus de 130
herpesvirus. Cette famille est subdivisée en trois sous-familles : les Alphaherpesvirinae, les
Betaherpesvirinae et les Gammaherpesvirinae. 1 .a classification est basée sur les propriétés
biologiques des virus. Par exemple, les membres d’ Alphaherpesvirinae dont fait partie le
HSV infectent une gamme d'hotes variables, se reproduisent et se propagent rapidement en
culture, tuent les cellules infectées et sont capables détablir des infections latentes
principalement mais pas exclusivement dans les ganglions sensoriels. Contrairement a cela,
la gamme d’hotes des membres de Betaherpesvirinae et de Gammaherpesvirinae est plus

limitée, leurs cycles reproductifs plus long, et sont latents dans les lymphocytes ou autres



tissus.

A ce jour, huit virus herpes humains ont ét¢ identifiés (Human Herpes Virus
(HHV), Table 1) et classifiés dans les trois sous-familles, incluant le virus herpes simplex de
type 1 (HSV-1 ou HHV-1) et de type 2 (HSV-2 ou HHV-2); le virus varicella-zoster (VZV ou
HHV-3) qui cause la varicelle et le zona; le virus d'Epstein-Barr (EBV ou HHV-4), qui
provoque la mononucléose infectieuse ainsi que le lymphome de Burkitt; le
Cytomégalovirus (CMV ou HHV-5) qui provoque un syndrome mononucléosique, la
rétinite; le ros¢olovirus (HHV-6A et HHV6B) qui provoque la roséole et le HHV-7 qui
pourrait egalement étre associ€ a la roséole, et finalement le virus herpes associé au sarcome
de Kaposi (KSHV ou HHV-8) qui provoque un lymphome. Les especes hotes des virus
herpes sétendent dans le monde animal incluant les autres mammiferes (les animaux de la
ferme, les primates), les oiseaux, et méme les animaux poikilothermes (les reptiles, les
huitres, le poisson zébré). Dans la littérature scientifique on retrouve le virus pseudorabies
(PRV), I'agent causal de la maladie d'Aujeszky chez les porcs, qui est étudié comme un
modele pour le processus de l'infection lytique et pour comprendre les mécanismes
moléculaires de neurotropisme du virus herpes. Le virus herpes de bovin de type 1 (BHV-1),
l'agent causal de la rhinotrachéite infecticuse chez bovin, est quant a lui souvent étudié¢ pour
¢lucider les mécanismes moléculaires de latence. Dautres virus herpeés animaux mentionnés
dans la présente étude comprennent le virus équine de type 1 et de type 4 (EHV-1 et 4) qui
causent I'avortement et des désordres neurologiques ou respiratoires chez les chevaux, le
virus de la laryngotrachéite (IL'TV) qui cause les maladies respiratoires chez les poulets et le
virus de la maladie de Marek (MDV) qui cause le désordre lymphoprolifératif chez les

poulets.



Table1
Human herpesviridae
Subfamily Name Abbreviation
Alphaherpesvirinae Herpes Simplex Virus Type-1 HSV-1/HHV-1
Herpes Simplex Virus Type-2 HSV-2/HHV-2
Varicella-Zoster Virus VZV/HHV-3
Betaherpesvirinae Cytomegalovirus CMV/HHV-5
Human Herpesvirus-6 HHV-6
Human Herpesvirus-7 HHV-7
Gammaherpesvirinae Epstein-Barr Virus EBV/HHV-4
Kaposi’s Sarcoma Associated Virus KSHV/HHV-8

Adapté de Paul E. Boehmer et al., 2003 [27]

1.4 Pathogénése et manifestations cliniques

Il existe une grande variabilité¢ de la symptomatologie clinique de I'infection primaire
de HSV-1. Beaucoup de personnes infectées ont peu, voire aucun symptome visible. Les
manifestations physiques les plus courantes se trouvent au niveau de la peau et des
muqueuses: Therpes labial (classiquement appelé bouton de fievre ou feu sauvage),
gingivostomatite herpétique (infection de la bouche); panaris herpétique (infection des
mains), herpes génital (1ésions génitales), et eczéma herpétique. Des troubles plus graves se
produisent lorsque le virus infecte I'ceil (conjonctivite, kératite herpétique), ou envahit le
systtme neuronal central (encéphalite herpétique). les patients ayant un systeme
immunitaire immature ou supprimé comme les nouveau-nés, les receveurs de greffe, ou les
sidéens sont sujets a de graves complications de l'infection de HSV-1, incluant des maladies
de la cornée de I'ceil, différents troubles du systeme nerveux et des problemes sérieux causés

par une co-infection avec le virus HSV-1 et dautres pathogenes. Les conséquences peuvent



étre tres importantes et voir létale dans certain cas. Linfection de HSV-1 a également été
associée a plusieurs autres maladies. Bien que la cause exacte de la paralysie de Bell, un type
de paralysie faciale, reste inconnue, il a été constaté que le virus HSV-1 a été détecté dans le
nerf facial de plus de 60% des patients atteints de cette maladie et que ces patients sont plus
sujets aux réactivations fréquentes de HSV-1, ce qui suggere que le virus pourrait étre
impliqué dans la pathogénese de cette maladie ([28], [29]). I a ét¢ aussi proposé que le virus
HSV-1 soit un facteur important étiologique dans la maladie d'Alzheimer, une maladie
neurodégénérative. Dans ce cas, TADN de HSV-1 est retrouvé dans les plaques de béta-
amyloide qui caractérisent la maladie d'Alzheimer, et dans certaines conditions, HSV-1
semble étre particulicrement dommageable pour le systeme nerveux et augmente le risque
de développer la maladie d'Alzheimer ([30], [31], [32]). Puisque le virus HSV persiste de
facon permanente chez T'hote, il y a un risque élevé dlinfections concomitantes par des
pathogenes multiples, par exemple, le VIH (le virus de I'immunodéficience humaine). Ainsi,
des résultats des travaux de recherche récents ont montré que la séropositivité pour le HSV
peut augmenter le risque d'infection par le VIH chez les personnes VIH négatives.
L'infectiosité des personnes co-infectées par le VIH et le HSV peut aussi augmenter

pendant les périodes de réactivation du HSV ([33], [34], [35)).

1.5 Traitement et prévention

Le développement de vaccins pour prévenir linfection par le virus herpes suscite
l'intérét des scientifiques depuis le milieu des années 1920. Les textes font état de plus de 60
vaccins prophylactiques et thérapeutiques de HSV jusque dans les années 2000.
Malheureusement aucun vaccin n'a été prouvé efficace pour la prévention de telles
infections. En absence de vaccins efficaces pour controler les infections herpétiques, les
drogues antivirales sont a la base du traitement clinique depuis leur développement dans les
années 1970. Actuellement, presque tous les médicaments anti-herpesvirus cliniquement
utiles sont des analogues nucléosidiques, tels que 1'acyclovir, communément disponible

sous forme de valacyclovir (Valtrex), et le famciclovir qui tous deux ciblent I'ADN



polymérase virale, inhibant ainsi la réplication virale ([36], [37]). Ces analogues de
nucléosides sont en fait des « prodrogues » dont l'activité et la sélectivité est en grande partie
due a leur phosphorylation par la thymidine kinase virale (TK). Ils sont ensuite convertis en
triphosphates par les kinases cellulaires en vue de rivaliser avec les triphosphates
désoxyribonucléotides (AN'TPs) comme substrats pour 1'ADN polymérase virale.
Lincorporation des formes triphosphate de ces médicaments dans I'ADN viral stop
I'¢longation de I'ADN et inactive la polymérase a ADN. Outre la polymérase a ADN virale,
des protéines qui fonctionnent au cours de plusieurs étapes de la réplication du virus herpes
représentent des cibles utiles pour les nouveaux médicaments antiviraux. Ceux-ci incluent,
par exemple, les glycoprotéines virales permettant 1'attachement et l'entrée du virus ((38]),
les produits de plusieurs genes nécessaires a 1'expression des genes viraux ([21], [22], [23],
[24]) et le complexe hélicase-primase au cours de la réplication dADN viral ([25], [26], [27]).
L'efficacité clinique des inhibiteurs de protéase anti-VIH (en combinaison avec d'autres
médicaments anti-VIH) a conduit par analogie a de nombreux efforts afin d’'exploiter les
protéines virales impliquées dans les dernicres étapes (I'assemblage et la sortie) du cycle viral
de HSV-1 comme nouvelles cibles thérapeutiques. Plusieurs inhibiteurs prometteurs ont
déja ét¢ identifiés. Par exemple, le maribavir, un composé D-ribosylbenzimidazole, inhibe la
protéine kinase Ul.g7 d’un autre virus herpes, cytomégalovirus humain (HCMV), qui
savere étre importante pendant la réplication virale, I'encapsidation de TADN viral et la
sortie nucléaire (passage des nucléocapsides du noyau vers le cytoplasme) (1391, [40], [41],
[42]). Tous les médicaments thérapeutiques décrits ci-haut agissent au niveau de protéines
virales, ce qui garanti leur sélectivité¢ et limite leur toxicité. Cependant, ces antiviraux
classiques sont actifs seulement contre une gamme étroite de virus et, plus important,
exercent une pression sélective pour I'émergence spontanée de virus mutants résistants aux
médicaments. La recherche de nouveaux agents antiherpétiques, soriente donc vers des
cibles cellulaires essentielles a différentes étapes de son cycle viral. Pour les virus herpes, la
premicre démonstration que les protéines cellulaires peuvent servir de cibles de

médicaments antiviraux efficaces impliquait 1'utilisation de I'inhibiteur de la kinase cycline-



dépendante (CDK) roscovitine, qui est efficace contre le HCMV ((43], [44], [45], [46).
Bien que certains soient convaincus du fait que ces médicaments seraient intrinsequement
cytotoxiques et produiraient des effets secondaires indésirables chez les patients, des essais
en cours indiquent que la toxicité pourrait ne pas étre un probleme insurmontable in vivo.
Le but ultime du développement de médicaments anti-herpesvirus devrait étre de
combuattre la persistance du virus. Tous les médicaments sur le marché ciblent seulement les
virus en réplication active et non ceux qui sont latents. Ils peuvent réduire la production
virale et restreindre la transmission, ce qui permet datténuer la sévérité des symptomes,
mais le risque de réactivation est toujours présent. Il est donc nécessaire d'identifier les
protéines virales et cellulaires essentielles pour maintenir la latence, qui demeure assez
nébuleux pour linstant. Une nouvelle stratégie de découverte de médicaments sera donc

nécessaire.

2. Caractéristiques du virus herpes simplex de type 1

2.1 Structure du virion

LLe HSV-1 consiste en un noyau dense aux électrons contenant le génome d'ADN
bicaténaire linéaire enfermé dans une capside icosacdrale. I.a capside est elle-méme
englobée par une couche de protéines amorphes, parfois asymétriques, désignées sous le
terme générique de tégument, et ensuite par une enveloppe lipidique dérivée de la cellule
hote (Fig. 1). Récemment, la composition des particules de plusieurs membres de la famille
de virus herpes a été analysée par spectrométriec de masse. Une multitude de protéines
virales et plusieurs protéines cellulaires, aussi bien que des ARNs viraux et cellulaires ont
été détectés dans les virions extracellulaires purifiés ((47], [48], [49], [50], [51], [52], [53D.
Pour le HSV-1, 8 protéines associées a la capside, 13 glycoprotéines virales, 23 protéines de

tégument potentielles et 49 protéines de la cellule hote ont été identifiées ([54).

2.1.1 Le génome viral



Le séquencage complet du génome viral de HSV-1 (souche 17+; numéro d'accession
Xig4112) décerit le génome comme étant de 152 kbp ((55)). Ce génome consiste en deux
segments li¢s de facon covalente, soit une séquence unique longue (U;) et une séquence
unique courte (Ug) qui sont toutes deux flanquées dune paire de séquences répétées
inversées (R, : ab et ba’; Ry: ac’et ca, respectivement) (Fig. 2). Les études en cours
indiquent que le HSV-1 code pour au moins 74 génes parmi lesquels 58 se trouvent dans le
segment long, 13 dans le segment court et 3 genes en deux copies dans les séquences
répétées inversées ([56]). Cependant, certains chercheurs ont suggéré I'existence de genes
viraux supplémentaires, incluant ULS8.5, UlLg.5, ULio.5, ULi2.5, Ul20.5, Ul27.5, ULL43.5
et USt.5. HSV-1 possede aussi deux origines de réplication, oriS (en deux copies) et oril.
(en une copie), qui se localisent dans les séquences répétées flanquant Ug et au milieu de la
U, , respectivement. Ces deux origines semblent étre redondantes dun point de vue
fonctionel, mais il est aussi possible quelles soient activées différentiellement en fonction du
type cellulaire, i.e. les neurones durant la réactivation de latence vs. les cellules épithéliales

durant I'infection lytique.
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Fig. 2 Schéma représentant le génome de HSV-1 (adapté et modifié de Paul E. Boehmer et

al. 2003 [27]
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2.1.2 [ capside virale

La capside virale de HSV-1 se compose de 162 capsomeres disposées en icosaedre,
dont 150 hexons, chacun composés de six copies de la protéine majeure de la capside VP
(UL19), et 12 pentons, chacun contenant cing copies de VP5 ([57], [58], [59]). Les pentons et
hexons sont reliés entre eux par 320 triplex composés de deux exemplaires de VP23 (ULI1S)
et une copie de VP1gC (UL 38) ([60]). Un des vertex de la coquille est composé de 12 copies
de la protéine codée par le gene UL6 et sert de « portal » a travers lequel I'ADN génomique
viral peut étre incorporé ([57], [61]).

La coquille décrite ci-haut est pratiquement identique dans la capside mature et
immature. LLa capside immature est appelée procapside. Elle contient a lintérieur de la
coquille 1a protéine d'échafaudage VP22 (UlL49), qui aide a I'assemblage de la capside, et
un petit nombre de molécules de protéase codée par Ul.26, qui est éventuellement
autoclivée en VP24 et VP21 ((62], [63], [64], [65], [66]). Les procapsides sont plutdt
sphériques et beaucoup moins stables a basse température, ce qui les rend plus difficile a
isoler ([67], [68], [69)). A partir des cellules infectées, trois types de capsides stables,
angulaires (capsides A, B et C) peuvent étre isolés sur des gradients de densité ((24], [70],
[71]). La capside A manque a la fois de protéines d'échafaudage et d'ADN viral ([72]); la
capside B ne contient pas d'ADN viral mais plutot les formes clivées de protéines
déchafaudage ([73], [74)); alors que la capside C contient le génome viral et peut poursuivre
sa maturation pour évoluer en virions infectieux ([71]). Certains chercheurs pensent que les
trois formes de capsides sont dérivées de la procapside immature, mais les capsides A et B

sont plutot un sous-produit de I'encapsidation sans maturation subséquente.

2.1.3 Le tégument
Le tégument du virion est une couche de protéines diverses située entre la capside et
l'enveloppe virale. I analyse par cryo-microscopie électronique a montré que le tégument
n'est pas ordonné, méme si une petite quantit¢ de la densité¢ de ce tégument est observée

pres des pentons ([75], [76]). Une analyse protéomique récente des virions extracellulaires de
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HSV-1 suggere que le tégument se compose principalement de 23 protéines virales (UL 7,
UL, ULz, ULy, ULi6, Ulz2i, Ul23, UL36, Ulzy, Ul4r, UlL46, Ulg7, Ul4S8,
UlL49, Ul 50, ULs1, Ulss, US2, US3, USio, RL1, RL2, ICP4). Des traces des protéines
de la cellule hote sont également présentes ([54.]). De nombreuses études suggerent que
l'acquisition des protéines tégumentaires des nucléocapsides est séquentielle et peut se
produire en différentes sites dans la cellule hote, ce qui implique un réseau complexe
d'interactions capside-tégument, tégument-tégument, et tégument-enveloppe ([77], [78],
[79], [8c], [81], [82], [83], [84], [85], [86], [87], [88]). Les protéines tégumentaires possedent
des fonctions clés tout au long du cycle viral de HSV-1. Ces fonctions incluent, mais ne sont
pas limitées: au ciblage des composants virales vers les sites de réplication, d'assemblage, de
bourgeonnement ou d’'enveloppement; le transport du virus via le recrutement de moteurs
cellulaires et linteraction avec différentes composantes du cytosquelette lors de I'entrée et
de la sortie; la régulation de T'expression des genes et des protéines viraux ou cellulaires, et

I'assemblage des virions ([89], [85], [9o], [91], [92],[93], [83], [77)).

2.1.4 L'enveloppe virale

Lenveloppe du virion mature est une membrane qui se compose d'une bicouche
lipidique provenant dun compartiment cellulaire et sur lequel sont hérissés des spicules, i.e.
des glycoprotéines dorigines virales. Pour HSV-1, l'enveloppe du virion mature est enrichie
en sphingomy¢line et en phosphatidylsérine qui est typique des membranes dérivées de
lappareil de Golgi (trans-Golgi, TGN et membrane plasmique), ce qui est cohérent avec
TI'hypothese selon laquelle le TGN est le compartiment cellulaire d'ou vient I'enveloppe finale
du virus HSV-1 ([94]). Lenveloppe du virion mature de HSV-1 contient 11 glycoprotéines
virales (désignées gB, gC, gD, gE, ¢G, gH, gl, gJ, gK, gl., gM,) et 2 protéines
membranaires non glycosylées (UL2o, ULL49A ou gN) ([54]). Plusieurs autres protéines
sont aussi présentes dans l'enveloppe virale dans les autres familles de virus herpes, i.e.
UlL43, Ulgs, ULs6, USg ([54)). Les glycoprotéines de I'enveloppe peuvent former des

homodimeres ou des hétérodimeres tant via des liaisons covalentes que noncovalentes.
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Trois familles de complexes de glycoprotéines immunologiquement distinctes, ont été
décrites chez le HSV: gCI, représentée par un homodimere de gB liée par un pont
disulfure; gCII, le complexe de gM/gN li¢ par des liaisons covalentes et/ou noncovalentes;
et gCIII, qui consiste en un complexe de gH/gl. li¢ par des liaisons covalentes et
noncovalentes ([95]). En terme de fonction, les glycoprotéines de l'enveloppe peuvent
¢galement étre divisées en deux catégories : les glycoprotéines non essentielles, qui sont
dispensable pour la réplication productive, et les glycoprotéines essentielles, dont la
présence est requise pour la réplication en culture cellulaire ([96]). Ces glycoprotéines de
Ienveloppe jouent un role important dans plusieurs étapes du cycle viral pendant
l'attachement du virus aux cellules et la pénétration du virus dans la cellule, la relache

nucléaire du virus ([97]), et la morphogénese du virion ([98], [99], [2], [1]).

2.21e cycle de réplication de I'infection lytique
2.2.1 L'entrée
La premicre étape de linfection est le passage de la capside virale a travers la
membrane plasmique de la cellule hote, ce qui marque une étape cruciale dans la
pathogénese virale. Le virus enveloppé accompli généralement cette ¢tape en catalysant une
réaction de fusion membranaire entre 1'enveloppe virale et la surface de la cellule, entrainant
ainsi la libération de la nucléocapside virale dans le cytoplasme. Contrairement aux autres
virus enveloppés qui utilisent une ou deux glycoprotéines de I'enveloppe pour effectuer cette
entrée, THSV-1 requiert quatre glycoprotéines, soient gD, gB, gH, gl.. Ces glycoprotéines
sont nécessaires et suffisantes pour T'entrée. Toutefois, HSV-1 peut utiliser une porte
dentrée différente selon le type cellulaire qu'il infecte: 1) via la fusion directe entre
I'enveloppe virale et la membrane plasmique dans les cellules Véro, Hepz2 et les cellules
neuronales ([100], [101], [102]); 2) par endocytose classique, qui est pH-dépendante, dans les
cellules épithéliales Hel.a, CHO-K1 et les keratinocytes ([101], [103]); 3) ou par une
endocytose alternative pH-indépendante dans les melanoma B78H1 ([104]). Malgré des

mécanismes distincts, ils ont en commun l'attachement des virus a une membrane cellulaire
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via une liaison avec un récepteur cellulaire et un processus de fusion. e virus HSV-1
sattache tout dabord a la cellule hote en interagissant avec les héparans sulfates de
protéoglygan (HSPG) en surface cellulaire via la glycoprotéine d'enveloppe virale gB ou gC
(1051, [106], [107]). Bien que cette étape soit importante pour l'efficacité¢ de I'entrée, elle n'est
pas essentielle du moins en culture ([108]). I.'attachement du virus permet I'accumulation
des virus a la surface cellulaire ainsi que la reconnaissance des ligands viraux avec leurs
récepteurs cellulaires. Pour HSV-1, la glycoprotéine gD constitue le ligand viral. Elle
interagit indépendamment avec un des récepteurs cellulaires de surface : la nectin-1 ([109]),
le médiateur de I'entrée des virus herpes (HVEM) ([110]) ou une forme spécifique d’héparan
sulfate modifiée par des 3-O-sulfotransferase ([111]). I1 a été suggéré que linteraction de gD
avec son récepteur puisse transmettre un signal a la machinerie de fusion, gB et
I'hétéromere gH/gl., qui mene au changement de conformation dans ces protéines et
finalement a la fusion membranaire ([112]). I.a compréhension du mécanisme précis de
l'activation médiée par ces récepteurs et la fusion membranaire nécessite des investigations
supplémentaires.

Apres Tentrée dans la cellule hote, les nucléocapsides désenveloppées mais
contenant plusieurs des protéines tégumentaires se dirigent vers le noyau. Les protéines
tégumentaires sont indispensables pour cibler les capsides vers le noyau via une interaction
avec les microtubules ([113], [114], [115], [116], [117]). Apres ce transport intracytoplasmique,
les capsides s'accumulent a la membrane nucléaire et sassocient avec le complexe du pore
nucléaire qui servira de passage pour linsertion du matériel génétique viral dans le noyau.
Au noyau, la transcription du génome viral, la réplication dADN viral de méme que
l'assemblage des capsides et I'encapsidation du génome viral peut alors avoir lieu ([118], [119],

[120], [121], [122], [123]).

2.2.2 Les évenements précoces de la réplication virale
Les évenements clés de la réplication virale, qui se produit dans le noyau,

commencent par la transcription du génome viral. ['ADN viral est transcrit par la
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polymérase II d'ARN de la cellule hote, mais avec la participation des facteurs viraux
([124], [125]). La synthese des produits des genes viraux (Iles ARN et les protéines) est
régulée de facon coordonnée et ordonnée séquentiellement en cascade. Les protéines du
virus HSV-1 sont organisées en trois classes, selon la régulation de leur expression. La
premicre série de produits des genes viraux se compose de cing protéines connues comme
des protéines alpha ou des protéines précoces-immédiates (ou IE pour « immediate early »)
et incluent ICPo, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47. Leur transcription ne nécessite pas la
synthese de novo de protéines virales, puisquune protéine transactivatrice VP16 présente
dans le tégument des virions qui entrent dans la cellule est responsable de T'initiation de la
transcription ([126]). La présence des protéines alpha est toutefois requise pour la synthese
de la deuxieme série de produits de génes viraux connu sous le nom de béta ou les protéines
précoces (ou E pour «early»). La plupart des protéines béta sont responsables du
métabolisme de I'acide nucléique viral et de la réplication du virus. Par exemple, ICPS8 est
essentiel pour la réplication de ITADN et Ul23 code pour la kinase thymidine. Linitiation
de la réplication du génome viral permet I'expression de la troisicme classe de protéines, les
protéines gamma ou tardives (ou L pour «late »), qui sont pour la plupart des composantes
structurales du virion, incluant des protéines de la capside, du tégument et les
glycoprotéines de T'enveloppe. Elles sont regroupées dans deux groupes : les gamma-1 qui
requicrent absolument la réplication ADN viral pour étre exprimées, alors que les
gamma-2 ne dépendent pas strictement de la réplication virale mais sont stimulées par celle-
ci.

Lorsque les protéines béta sexpriment, plusieurs entre elles sont recrutées sur le
génome dADN parental dans des sites spécialisés localisés pres des domaines nucléaires
NDio dans le noyau de la cellule hote, ot est initiée la synthese ADN ([127], [128]). Au fur
et a mesure que la synthese progresse, les molécules ADN nouvellement synthétisées et
les facteurs de réplication saccumulent en une structure nommée compartiment de
réplication ([129]). L.e génome viral est répliqué sous le modele de «cercle roulant » qui

produit une longue chaine de concatémeres du génome viral. Cette chaine sera par la suite
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clivée en unité unique et incorporée dans la capside lors de I'encapsidation ([130]). Sept
protéines virales sont requises pour la réplication de TADN viral: la protéine initiatrice
UlLg; la proteine liant TADN linéaire simple brin, UlL29; le complexe hélicase-primase
composé des protéines ULz, ULS et ULs2 ainsi que TADN polymérase viral formée de
Ulz0 et UL42 ([131).

Le processus de l'assemblage de la capside chez le virus herpeés sapparente au
processus utilisé par des bactériophages a génome d’ADN bicaténaire, ce qui laisse croire a
un ancétre commun pour ces deux microorganismes. En effet, dans les deux cas, il y a tout
d'abord l'association de protéines de la capside avec des protéines d'échafaudage, entrainant
la formation de procapsides sphériques immatures ((67], [132]). L.a maturation de ces
procapsides implique simultanément la protéolyse de I'échafaud par sa protéase associée,
I'expulsion des produits d'échafaudage de la capside, le clivage de I'ADN génomique en
unité unique, et lempaquetage de 'ADN génomique dans la capside. Les événements ci-
dessus sont accompagnés morphologiquement dune angularisation de la capside en
configuration icosaédrique stable ([70]). In vivo, 1a protéolyse de I'échafaud par sa protéase
semble étre le facteur clef dans linitiation du processus de maturation des capsides. Pour
HSV-1, sept protéines virales sont impliquées dans le clivage et I'encapsidation du génome :
le portal UL6; le complexe de terminase (nucléase site-spécifique) ULis et UL28, ainsi que
ULy, Ul2s, UL32, Ul33 qui sont requises pour I'encapsidation ([133], [134], [135], [136],
(1371, [138], [139], [140], [141], [142], [143], [144]). Les nucléocapsides fraichement synthétisées

sont ensuite prétes a sortir du noyau dans le but de poursuivre l'infection.

2.2.3 LLa maturation
Les prochaines étapes du cycle de réplication de HSV-1 consistent en la sortie des
nouvelles capsides du noyau, l'acquisition du tégument et dune enveloppe et enfin la relache
de virions matures de la cellule hote. I.es mécanismes exacts restent nébuleux pour le
moment et soulevent plusieurs débats intéressants. Trois modeles de mécanisme sopposent

pour tenter dexpliquer le processus de sortie, désignés respectivement comme «modele de
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dé-enveloppement et ré-enveloppement» ([145] et Fig. 3); «<modele luminal» ([146], [147]); et
«modele des pores €élargis » ([148]).

Un processus du bourgeonnement des capsides intranucléaires au travers la
membrane nucléaire interne (INM) sapplique aux deux premiers modeles. Apres
I'assemblage, les nucléocapsides dispersées dans le noyau sorientent vers et prennent
contact avec la INM avant le bourgeonnement. Le mouvement intranucléaire des capsides
dépend des filaments d’actine nucléaire qui est induits par l'infection de HSV-1 ([149]). Pour
que les capsides puissent accéder a la membrane interne, ce qui est normalement empéché
par le réseau de lamines nucléaires, une kinase cellulaire, la protéine kinase C est recrutée
par le complexe de deux protéines virales, UL31 et UL34 ([150], [151]). Elle est impliquée,
avec une kinase virale Us3 ([152]), dans la phosphorylation des lamines A/C et/ou B. Il en
résulte une dissolution locale du réseau laminaire, ce qui permet ainsi un contact étroit entre
les nucléocapsides et la membrane nucléaire interne. Il a été suggéré que le complexe
UL 31/UL 34 soit non seulement nécessaire mais aussi suffisant pour le bourgeonnement.
Lexpression de ces deux protéines dans des cellules transfectées cause la formation de
vésicules dans la membrane nucléaire interne qui ressemble par microscopie électronique a
lenveloppe primaire ([153]). Ces deux protéines peuvent ainsi remodeler directement la
conformation des lamines nucléaires et Tarchitecture denveloppe nucléaire sans
Iimplication de kinase ([152], [154], [155]). Du coté des nucléocapsides, cependant, aucune
protéine ne sest avérée de manicre concluante responsable de médier le contact du
complexe Ul 31/34 a la INM. Dans les deux premier modeles, «modele de dé-
enveloppement et ré-enveloppement> et «modele luminal», les nucléocapsides
bourgeonnées au travers de la membrane nucléaire interne, acquicrent une enveloppe et
génerent ainsi des particules virales enveloppées dans I'espace périnucléaire (i.e. I'espace
entre les membranes nucléaires interne et externe).

Dans le mode¢le de «dé-enveloppement et ré-enveloppement», les particules virales
enveloppés dans T'espace périnucléaire (nommés virions primaires) se débarrassent de leur

enveloppe primaire en fusionnant avec la membrane nucléaire externe pour se retrouver
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sans enveloppe dans le cytoplasme. Ces nucléocapsides nues acquirent leurs téguments et
ensuite leurs enveloppes finales au niveau du site d'enveloppement final, le TGN (1Trans-
Golgi network). Dans le «mode¢le luminal», les virions périnucléaires entrent dans le
compartiment luminal du réticulum endoplasmique, qui est en continuité avec I'espace
périnucléaire, et sont transportées le long de la voie classique de séerétion des protéines en
gardant I'enveloppe acquise a la membrane nucléaire interne ([146], [156], [157]). Dans ce
second modele, toutes les composantes du virion mature doivent faire partie du virion
périnucléaire, et vice versa toutes les composantes du virion périnucléaire doivent étre
retenues dans le virion mature. Ce n'est clairement pas le cas pour la UL31 et UL34 qui
nont été détectées que dans les virions périnucléaires ([158]). De plus, certaines des
composantes majeures du tégument du virion mature, i.e. UlL47, ULL49 ou possiblement
UI48, sont absentes sur les virions périnucléaires ([159], [160], [161]). En outre, dans une
¢tude récente, la délétion simultanée des glycoprotéines gB et gH, qui sont des
composantes de base de la machinerie de fusion lors de I'entrée, perturbe la sortie nucléaire
du virus et cause I'accumulation de virions périnucléaires, ce qui éclaircit quelque peu la
base moléculaire du mécanisme de fusion entre lI'enveloppe primaire et la membrane
nucléaire externe ([97]). Il est intéressant de noter que le mécanisme et la régulation
moléculaire des deux processus de fusion au niveau de la membrane plasmique et de la
membrane nucléaire semble étre différents I'un de l'autre, malgré le fait quils impliquent
tous les deux les méme glycoprotéines fusogéniques ([162], [163], [164]).

Plus récemment, un troisiecme mode¢le sest ajouté, le « modele des pores €largis» qui
suggere que les pores nucléaires sont dilatés durant Tl'infection pour atteindre une taille
capable d'accommoder le passage passif des nucléocapsides vers le cytoplasme ([148], [165],
[166]). Ce modele exclut le bourgeonnement entre les capsides intranucléaires et la
membrane nucléaire interne. Toutefois, d'autres études ont démontré que les pores
nucléaires ne semblent pas étre touchés dans leur morphologie ([167]), et conservent leur
fonction de « gating » ([168]) jusqu'a la fin de l'infection. De plus, les changements dans le

réseau des pores nucléaires, qui se produisent tres tard dans l'infection, ne sont pas une
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condition préalable a la sortie des capsides intranucléaires de HSV-1 ([169]). Par
conséquent, il semble que les évidences biochimiques, génétiques et morphologiques
supportent le modele de déenveloppement/réenveloppement.

Nous ne savons pas clairement comment les capsides cytoplasmiques sont dirigées
vers le site d'enveloppement final. Il a ét¢ montré que le tégument interne UL 36 est requis
pour la mobilité des capsides le long des microtubules in vitro ([115]) et in vivo ([116]), alors
que UL37, qui interagit avec Ul 36, augmente cette mobilité ([170], [116]). Néanmoins,
aucune interaction directe entre UL 36 et des protéines motrices cellulaires associées aux
microtubules na ét¢ identifiée jusqu'ici ([171]). Plusieurs autres protéines virales ont été
identifiées comme interagissant avec les composantes des moteurs kinésine, mais aucune ne
s'est montrée cruciale pour le transport de capside jusqu'a présent ([171], [172]).

Il semblerait que I'enveloppement final ait lieu au TGN ([173], [174], [175], [176]).
Quoi qu'il en soit, le compartiment ERGIC (ER-Golgi intermediate compartiment) et les
endosomes ont aussi été proposés comme sites alternatifs de I'enveloppement ([177], [178],
(1791, [176)).

I1 a déja ét¢ proposé qu'un réseau complexe d'interactions protéine-protéine avec
une redondance importante favorise la tégumentation et I'enveloppement du virus herpes
(1801, [181], [167], [182], [183], [184], [185], [186], [91], [187], [188], [87]). Certaines protéines
tégumentaires sajoutent a la capside soit dans le noyau, soit dans le cytoplasme, ce qui
incluant possiblement UI36 et Ulj37 («tégument interne»). Dautres protéines
tégumentaires saccumulent au site denveloppement, via linteraction avec le domaine
cytoplasmique de la protéine d'enveloppe virale («tégument externe»). Ces protéines
sincorporent dans les virions lors de I'enveloppement, ce qui inclue entre autre les protéines
associées a la membrane, UL et ULL49. Pour sa part, ULi1 se lie au TGN via une chaine
lipidique myristoyl et palmitoyl. UL interagit elleeméme avec deux autres protéines
tégumentaires UL16 et Ula2r (18], [88], [19o]). Quant a elle, Ul49 interagit
physiquement avec les queues cytoplasmiques des glycoprotéines gl& et gM. Elle se lie aussi

avec la protéine tégumentaire ULL48 qui, a son tour, interagit avec la queue cytoplasmique
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de gH ([8o]) et gD ([78]). Il a ét¢ proposée que UL 48 joue un role central pour relier le
tégument interne et externe ([191], [192]). La délétion de certaines protéines du réseau des
protéines de tégument/enveloppe a des effets minimes sur la maturation des virions, alors
que I¢limination de plusieurs dentre elles, par exemple UL 36 ([193)), UL37 ([194]) ou
UIL48 ([191]), compromet sérieusement la tégumentation et I'enveloppement final des
virions. Il en résulte alors d'énormes accumulations intracytoplasmiques de capsides non
enveloppées. Dans certains cas, la délétion simultanée de deux ou trois protéines est
nécessaire pour avoir des effets décrits ci-haut, par exemple, UL1/gM (98], [99]) et
gD/gE/gl ([2]), ce qui suggere une redondance des interactions et des fonctions des

composantes structurales virales.
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Le modeéle de Ré-envelopment de la sortie de HSV-1
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Fig. 3 Schéma du modele de dé-enveloppement et ré-enveloppement de la sortie de HSV-1
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Fig. 4 Schéma des interactions moléculaires lors de la formation du virion HSV-1 et/ou

PRV. (Adaptée de Mettenleiter TC. 2006 [182])
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2.2.4 Sortie du TGN

La sortie des virions enveloppés hors de la cellule hote implique leur transport dans
des vésicules contenant les virions enveloppés du site d'enveloppement final a la membrane
plasmique. La relache subséquente des virus dans le milieu extracellulaire a lieu par fusion
de ces vésicules avec la surface de la cellule, sans provoquer la lyse complete de celle-ci. Tres
peu de détails sont connus en ce qui concerne la base moléculaire de ce processus. Des
¢quipes ont propos¢ que les protéines virales UL20 et gK jouent un role dans ce processus.
Leur role précis, cependant, demeure toujours obscur et il a été suggéré que Ul.20 et gK
jouent un role avant ou pendant I'enveloppement plutot que durant la relache du virus a la
membrane plasmique ([195], [196]). Par contre, les études récentes dans notre laboratoire
ont révélées que le HSV-1 emprunte une voie de transport conventionnelle impliquant une
protéine cellulaire, la protéine kinase D pour quitter le site denveloppement, le TGN, et
atteindre la membrane plasmique ([197]). Cependant, le mécanisme moléculaire de la sortie

des particules virales au niveau de la membrane plasmique reste toujours nébuleux.

2.3 Propagation du virus

Les étapes initiales de I'infection virale sont généralement décrits comme Ia liaison
de virions libres avec des cellules permissives suivie par I'entrée et la réplication. Bien que
cette route de l'infection est sans doute important, de nombreux virus enveloppées, y
compris le HSV-1, peuvent également se propager efficacement par passage direct d'une
cellule a l'autre sans diffusion dans I'environnement extracellulaire. La propagation virale de
cellule a cellule facilite non-seulement la transmission virale rapide, mais peut également
favoriser 1'évasion immunitaire ainsi influencer les maladies.

Durant le processus de la propagation intercellulaire, les virions nouvellement
assemblés sont dirigés vers des domaines spécialisés de la surface cellulaire, i.e. les jonctions
des cellules épithéliales ou les synapses des cellules neuronales. Les virions enveloppés
libérés dans les espaces ¢troits entrent dans les cellules adjacentes par un processus similaire

a l'entrée des particules virales extracellulaires, ce qui implique les mémes effecteurs.



24

Toutefois, a Texception des ces glycoprotéines, le complexe hétéromere des glycoprotéine

glk/gl. est également impliqué ((198], [199]).

2.4 Infection Latente

In vivo, outre l'infection lytique, il existe une autre phase d'infection particuliere chez
le virus herpes, linfection latente. ILa capacité du virus herpes a persister toute la vie chez ses
hotes naturels est I'un des aspects les plus intellectuellement stimulants de la biologie du
virus herpes. Chez le HSV, suivant la propagation dans le tissu au site primaire de
l'infection, les cellules épithéliales de la muqueuse buccale, les virus pénetrent par fusion
dans les neurones sensoriels aux extrémités des axones et les nucléocapsides se déplacent
par transport rétrograde axonal vers le corps cellulaire des neurones du ganglion de Gasser
ou la persistance sétabli. Dans un état latent, le génome viral existe sous forme d’épisomes
circulaires qui ne possedent pas de fragments terminauy, et ainsi n'est pas capable de se
répliquer ([200], [201], [202], [203]). De plus, Texpression des genes viraux lytiques est
¢galement réprimée durant linfection latente due a I'association des promoteurs de genes
lytiques viraux avec des formes hétérochromatines des histones ([204]). Malgré la
répression de la réplication et de lexpression des genes viraux lytiques, il y a une
maintenance de transcription. L.'unité de transcription du gene LAT (Transcrits Associés a
la Latence) qui se trouve dans la région répétitive inversée flanquant la séquence U,
produit plusieurs especes d'ARN par épissage, collectivement dénommés les LLATs ([205],
[206], [207]). Ces ARN ne sont pas traduits en protéines ([208], [209]). Le virus latent
conserve la capacité de se reproduire et de provoquer des maladies lors de la réactivation.
Le niveaux de transcription LLAT baisse ([210]) et les transcrits des genes lytiques
saccumulent ([211], [212], [213]). Le virus commence a passer de I'état latent a I¢tat lytique.
Les virus infectieux ainsi assemblés sont menés par transport antérograde axonal aux tissus
périphériques, généralement des cellules pres de I'emplacement de l'infection initiale. En
fonction de plusieurs facteurs, y compris le statut immunitaire de I'hote, la réactivation peut

¢tre asymptomatique ou entrainer une Iésion récurrente, dont la gravit¢ peut varier
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considérablement. La réactivation peut étre provoquée par divers stimuli locaux, tels que
des blessures aux tissus innervés par les neurones abritant des virus latents, ou par des
stimulis syst¢miques (par exemple, le stress physique ou ¢émotionnel, I'hyperthermie,
l'exposition a la lumicre UV, la menstruation, le déséquilibre hormonal,
Iimmunosuppression).

Plusieurs hypoth¢ses ont été émises pour expliquer le mécanisme de I'établissement,
la maintenance et la réactivation de I'infection latente des neurones sensoriels par le HSV. 11
est probable que plusieurs de ces mécanismes se combinent pour conduire a I'infection
latente : 1) Répression de 1'expression des genes viraux lytiques par des facteurs de la cellule
hote ([214], [215]); 2) L.e manque de facteurs dans la cellule hote. Ainsi, plusieurs études ont
soulevé I'idée que les neurones sensoriels manquent de facteurs essentiels pour 1'expression
des genes o de HSV, par exemple les facteurs de transcription ([216], [217], [218]); 3)
L'inhibition de I'expression des genes viraux lytiques par des fonctions virales. Bien
quaucun gene viral ne soit absolument essentiel pour linfection latente, certaines études ont
montré que les LATs conduisent a une répression de lI'expression des genes au cours de
I'infection lytique ([219]) et de I'infection latente ([220]) dans les ganglions de Gasser murin;
4) L'inhibition de la réplication virale par la réponse immunitaire. I1 a été¢ rapporté que des

cellules T CD8* ou IFN-y peuvent bloquer I'expression des genes viraux et la réplication

conduisant a la réactivation dans les ganglions ([221], [222], [223]).

Un autre aspect de l'infection latente concerne le transport du virus dans les cellules
neuronales. Certain équipes ont proposé ([224]) que pendant le transport antérograde
axonal de HSV-1 (sortie du virus) lors de la réactivation, les nucléocapsides et les
glycoprotéines de I'enveloppe sont transportées séparément, et que la formation du virion et
la sortie se produisent le long I'axone dans les varicosités ([225], [226]), au niveau des
synapses ou des cones de croissance terminale, ce qui représente le « modele séparé » de
transport axonal ([227], [228], [229], [230]). Par contre, chez un autre membre des

alphaherpesvirus, PRV, le virus est assemblé et enveloppé au niveau du corps du neurone,
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et voyage ensuite le long de T'axone dans des vésicules de transport, ce qui correspond au
«modele marié¢ » ([231], [232], [233]). Clairement, des expériences supplémentaires sont
nécessaires pour clarifier les différences putatives dans les phénotypes respectifs des deux

alphaherpesvirus.

3. Que sait-on au sujet de gM?

3.1 La glycoprotéine gM dans I'herpesviridae

L'enveloppe de virus herpes contient de multiples glycoprotéines qui sont présumées
comme jouant divers roles dans l'attachement, l'entrée, l'assemblage, la sortie et la
propagation des virus. Certaines de ces glycoprotéines semblent spécifiques a chacun des
membres ou sous-familles de virus herpes, ce qui reflete probablement des adaptations
spécialisées. Par exemple, gC, gD, gE, gG, gl, gK sont trouvées seulement dans la sous-
famille alphaherpesvirinae. Toutefois, d'autres glycoprotéines virales sont conservées dans
toute la famille d’herpesviridae, reflétant une origine évolutive commune et suggérant une
fonction particulicrement importante dans la biologie du virus. Cinq glycoprotéines, gB,
gH, gl., gM and g sont conservées dans toutes les sous-familles herpesvirales. Parmi ces
glycoprotéines, gM est unique parce qu'elle est non essentielle pour la réplication virale en
culture cellulaire pour la plupart des membres d’alphaherpesvirus, incluant HSV-1, PRV,
BHV-1, EHV-1, ILTV et VZV ([234], [235], [236], [237], [238], [239]). Toutefois, des études
récentes démontrent que gM est essentielle pour la réplication de l'alphaherpésvirus MDV
([240]), du virus herpes le plus complexe, i.e. le betaherpesvirus HCMV ([241]) et du
gammaherpesvirus EBV ([242]). Par conséquent, différent virus herpes semblent avoir des

exigences différentes pour gM au cours de leur réplication virale.

3.2 Propriétés structurelles et biochimiques de gM
3.2.1 Homologie

La protéine gM a été identifié¢ pour la premicre fois dans le HCMV en tant que
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composante structurelle de 'enveloppe du virion ([243]). Jusqu'ici, des homologues de gM
ont ¢t¢ identifiés dans tous les virus herpes analysés. Parmi ces virus herpes analysés, HSV-1

gM présente des homologies allant de 20% (EHV-2) a 80% (HSV-2).

3.2.2 Structure et topologie

La glycoprotéine gM d'HSV-1 est codée par le gene UlLio, et se compose de 473
acides aminés. Ianalyse de gM démontre que bien que la similitude globale entre les
homologues de virus herpes soit faible, celles-ci ont plusieurs caractéristiques communes: i)
une courte région hydrophile d'environ 20 acides aminés a leurs extrémités amino-
terminales; ii) labsence de signal clivable au N-terminal; iii) huit domaines
transmembranaires potentiels; iv) un terminus carboxyl hydrophile et hautement chargé
dont la longueur varie entre 18 aa (HHV6) et 134 aa (HSV-1); v) deux sites potentiels de N-
glycosylation et vi) les substitutions conservatrices se trouvent en grande partie dans les
régions hydrophobiques de la protéine, alors que les régions des amino- et carboxyl-
terminus sont considérées assez variables. En résumé, ces caractéristiques suggerent que
gM est une glycoprotéine transmembranaire de type 111 avec possiblement des queues N-
et C- terminales cytoplasmiques. Cette hypothese a été confirmée par les expériences in

vitro ([244))
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Intracellular

Extracellular

Fig.5 Schéma illustrant la topologie membranaire prédite de gM (SOSUI
transmembrane topology prediction server). lLes acides aminés en rouge
correspondent aux sites potentiels de N-glycosylation; les acides aminés en bleu

correspondent aux clusters acidiques.
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3.2.3 Synthese et modifications post-traductionnelles

Conformément a son caractere hydrophobe, gM a tendance a précipiter lorsque on
la chauffe a 95°C en présence de dodéceyl sulfate de sodium ([245], [246], [235], [237]). 11 est
donc commun et essentiel de préparer gM pour analyse par SDS-PAGE par chauffage a
56°C pour éviter quelle ne se trouve exclusivement coincée dans les puits. Dans ces
conditions, HSV-1 gM est exprimée comme un précurseur de 47 kDa mais migre a des
poids multiples en raison de modifications post-traductionnelles (N-glycosylation), soit a 50
kDa sous sa forme immature (forme « high mannose »), ou sous forme mature a 53-63 kDa
([245)). Bien que gM soit formellement classée comme une protéine tardive, son produit de
transcription et de traduction peuvent ¢tre détectés des 2 hpi (heures post-infection) i.e.

bien avant la réplication de ' ADN qui se produit vers 5-6 heures ([247],[248], [249]).

3.3. Les partenaires fonctionnels de gM

3.3.1 Le complexe gM/gN

Les protéines virales interagissent souvent les unes avec les autres et forment ainsi
des unités fonctionnelles. Dans le cas des glycoprotéines de I'enveloppe, quatre complexes
ont ét¢ identifiés: un complexe homodimérique de gB lié par des ponts disulfures; un
complexe hétérodimérique gk/gl li¢ de facon noncovalente; gH/gl. un autre complexe
hétérodimérique li¢ de facon noncovalente ou par des ponts disulfures et le quatricme
complexe récemment découvert est gM/gN. La glycoprotéine gN est une protéine
membranaire de type I qui est O-glycosylée dans PRV, EBV et HCMV. Chez HSV-1,
BHV-1, VZV, elle nest pas glycosylée et désignée ULL49A ([238], [250], [251]). Des études
précédentes ont suggéré que gN nest pas essentielle pour la réplication in vitro des
alphaherpesvirus (12521, [253], [254], [255], [237]). Liinteraction physique entre la gM et la gN
a été décrite pour le PRV, BHV-1, EBV, MDV, HCMV, HHVS et IL'TV ([252], [255],
(2501, [240], [241], [257], [258]). Ceci suggere que ce complexe est conservé dans les alpha-,
beta-, and gammaherpesvirus, quoique cela nait pas encore ¢t¢  démontré

expérimentalement pour HSV-1. L.e complexe gM/gN a été détecté¢ dans les cellules
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infectées ainsi que les virions extracellulaires ([252], [255], [256], [240], [241], [257], [258]). La
formation de ce complexe est requise pour la stabilit¢ et la modification traductionnelle
réciproques de ces deux protéines ([252], [250]), [257], [258], [259], [260]). En outre, la
suppression de PRV gM conduit a I'absence de gN dans I'enveloppe des virions matures
extracellulaire ([252]). Il a donc été proposé que la gM et la gN forment un complexe au
RE, ce qui permet leur transport commun au compartiment de I'assemblage post-RE ot
elles sont incorporées dans les virions ([252], [241], [259]). Dans le HCMV, le complexe
gM/gN se forme via un pont disulfure qui se forme entre le résidu cystéine C44 de gM et
Cogo dans gN et une liaison noncovalente entre l'extrémité amino-terminale de gM et
Iectodomaine de gN. Le lien noncovalent joue un role clé dans la formation et le transport

intracellulaire du complexe ([259)).

3.3.2 Autres partenaires

La protéine gM interagie avec plusieurs autres protéines virales. Cette propriété
implique son domaine carboxyl-terminal. Par exemple, dans le contexte dune transfection,
elle redirige les glycoprotéines gD, gH, gl de la membrane plasmique vers le TGN via les
vésicules de recouverts de clathrine, impliquant possiblement un signal d'endocytose
présent sur gM. Néanmoins, on ignore pour le moment si cette interaction est directe ou
nécessite dautres protéines intermédiaires ([261]). Un autre partenaire d'interaction est la
protéine tégumentaire UlL49 (a ne pas confondre avec UL.49A ou gN), qui elle-méme
interagit avec gE ([262]). Plus récemment, il a été suggéré que la localisation nucléaire de
gM a la phase tardive de l'infection dépend en partiec de UL3r et Ulz4 ([263).
Derni¢rement, des études de double hybride dans la levure en utilisant la pleine longueur de
gM comme appat ont révélé plusieurs autres protéines virales ([188], [91], [264]). Ces

diverses interactions contribuent tres probablement a réguler les fonctions de la gM.
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3.4 Fonctions de HSV-1 gM

Malgré le fait que gM n'est pas essentielle a la réplication virale in vitro, on peut tout
de méme détecter Iimpact de cette protéine dans la plupart des cas. Ainsi, la délétion du
gene ULio (qui code pour gM ) de HSV-1, PrV, BHV-1 ou EHV entraine une réduction
des titres viral de 10 a 100X, une réduction de la taille des plaques et un retard dans la
cinétique de pénétration du virus, par rapport aux virus de type sauvage ((234], [235], [236],
[237]). [235]). De méme, une atténuation in vivo a également été notée apres l'infection des
animaux par des mutants dépourvus de gM ([265], [266], [267]). En outre, contrairement a
la fonction nonessentielle de gM dans ces alphaherpésvirus, les homologues de gM dans
MDV, HCMV, EBV, MHV-68 ([240], [241], [242], [268]) sont essenticls pour la
réplication. Ensemble, ces données font valoir que gM a presque certainement un role dans
une ou plusieurs étapes du cycle infectieux de HSV-1 (entrée, morphogénese, relache des

virus infectieuse, propagation de cellule a cellule ... ).

3-4.1 Role de gM dans I'enveloppement final

Des chercheurs ont récemment suggéré un role possible de gM dans
enveloppement final du virus, mais ce phénotype est clairement visible uniquement en
combinaison avec la suppression de multiples glycoprotéines nonessentielles. Par exemple,
un triple mutant de délétion gM~/gE™/gl"de PrV ou EHV-1 ([1], [269]) accumule des
nucléocapsides nonenveloppées dans le cytoplasme. Ce phénotype est restauré par
lIexpression de gM ou gE in trans, suggérant des effets synergiques ([1], [270]). Il est
intéressant de noter quun phénotype similaire a ét¢ décerit pour des doubles mutants de PrV
et HSV-1 dans lesquels les genes codant pour gM et la protéine tégumentaire ULi1 ont été
supprimés ([98], [99]). Les études suivantes montrent que les domaines cytoplasmiques des
glycoprotéines PRV g€ et gM interagissent avec la protéine tégumentaire UlL49 et ainsi
favorisent son incorporation dans les virions ([262]). Ceci a amené les chercheurs a émettre
T'hypothese selon laquelle gM est impliquée dans le ciblage de nucléocapsides tégumentés

vers le site de bourgeonnement pour l'enveloppement final, et que sa fonction peut étre
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redondante et n'étre caractérisée que lorsque plus d'une unité fonctionnelle sont délétées.
Une ¢tude antérieure complique toutefois la situation. Contrairement aux résultats avec
PRV, un mutant de HSV-1 dépourvu de gM et gE n'est pas compromis au stade tardif de la
maturation du virion ([271]). En revanche, il a été suggérée quune autre glycoprotéine, gD,
en coopération avec gk soit impliquée dans ce processus ([2]), menant a la conclusion que
différents herpesvirus peuvent avoir des exigences différentes pour les glycoprotéines durant

leur morphogénese.

3-4.2 Role de gM dans la fusion membranaire et la propagation de cellule a cellule

Il a dé¢ja ét¢ démontré que 1'expression des glycoprotéines essentielles de I'enveloppe
de HSV-1, ie. gB, gD, gH, et gl., est nécessaire et suffisante pour induire la fusion
membranaire dans les syst¢emes de culture cellulaire ([272]). Fait intéressant, gM ou le
complexe de gM/gN empéchent la fusion membranaire médiée par ces glycoprotéines dans
un contexte dune transfection ([273]). La glycoprotéine gM de PRV a des caractéristiques
un peu différentes. Elle est capable d'inhiber la fusion des membranes en 1'absence de gN,
alors que gM de HSV-1, HHV-8, I'EH V-1 et ILL'TV ont tous besoin de la présence de leurs
partenaire gN ou homologues respectifs ([273], [257]). L'activit¢ inhibitrice de gM sur la
fusion membranaire semble avoir une faible spécificité, puisque PRV gM inhibe aussi la
fusion membranaire induite par la protéine F de virus respiratoire syncytial bovin (BRSV).
De plus, les complexes gM/gN dHSV-1 et FHHV-8 inhibent aussi la fusion membranaire
induite par la protéine Env de virus leucémie murine Moloney (MoMLV) ([273], [257]). Par
ailleurs, I'expression de la protéine F de BRSV par des virions BoHV-1 recombinants n'a
pas conduit a la formation de syncytia, sauf si le gene de gM a été perturbé dans ce virus
([236)). Finalement, Crump et al. ([261]) ont présenté¢ des preuves indiquant que gM
pourrait inhiber la fusion en réduisant la présence des glycoprotéines fusogeniques gD, gH
et gl a la surface cellulaire. Les auteurs ont ensuite argumenté que gM/gN pourrait étre

impliqué dans la localisation correcte des glycoprotéines denveloppe virale aux sites de
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Ienveloppement final, permettant ainsi lI'assemblage et la sortie du virus pendant une
infection.

I1 est a noter que le phénomene d'inhibition de la fusion par gM/gN dans les essais
de transfection ne semble pas représenter une capacité d'inhibition de fusion cellulaire par
ce méme complexe lors de I'infection. La propagation du virus d’une cellule infectée a une
cellule non infectée met en cause la fusion limitée des cellules infectées et noninfectées (i.c. la
formation de syncytium), dont Tefficacité peut étre mesurée par la taille des plaques. La
délétion de gM conduit, par contre, a une diminution de la taille des plaques et de la fusion
cellulaire dans tous les membres de virus herpes analysés jusqu'ici ([234], [235], [236], [237],
[267], [274]), ce qui soutient Ihypothese selon laquelle la gM favorise la propagation du

virus de cellule a cellule.

3.4.3 Autres roles potentiels de gM

Dans certains membres de virus herpes, la pénétration du virus mutant gM ™ a été¢
retardé, ce qui attribue a gM un role durant I'entrée ([235], [236], [237]). Deuxiemement, il a
¢t¢ démontré que les virus mutants EBV qui nexpriment pas gN ni gM accumulent en
grande partie leur capsides au sein de la chromatine dans les noyaux ([242]). Il reste a
confirmer si ce phénotype implique un role de gM/N dans la relache nucléaire du virus.
Finalement, BHV gN inhibe la translocation des peptides antigéniques en modifiant la
conformation de TAP (un transporteur essentiel a la présentation dantigenes dans le
contexte du complexe majeur dhistocompatibilit¢ de classe I) puis en induisant sa
dégradation. La protéine gM pourrait donc réguler négativement cette inhibition en

formant le complexe avec gN ([260]).



34

II QUESTIONS ET OBJECTIFS DE RECHERCHE

Parce que l'infection est rarement mortelle et souvent latent, le virus herpes simplex
de type 1 est capable de transmettre facilement chez 'homme ainsi affecter une large portion
de la population dans le monde entier et quon estime que plus de 70-80% des séropositifs
([275), [276], [277]). Cette haute prévalence, la gravit¢ des symptomes et la présence de
comorbidités potentiellement causées par HSV-1 exigent que nous approfondissions nos
connaissances de la biologie fondamentale du virus et trouvions des moyens pour lutter
contre lui. Notre laboratoire a concentré ses efforts sur les dernieres étapes du cycle de
réplication virale, soit la maturation et la sortic de HSV-1, qui attire I'attention intensive de
nombreux chercheurs depuis 40 ans, mais qui reste un casse-téte en grande partie non
résolu. Ces étapes sont cruciales pour la production des virions infectieux ainsi que leur
capacité¢ de produire des maladies. Puisquune infection initiale in vivo nimplique souvent
quun MOI (multiplicity of infection) tres faible, Tefficacité de la sortie du virion en pleine
maturité et l'infection de nouvelles cellules est obligatoire pour la pathogenese. Dans une
cellule, T'assemblage du virus implique un processus dans lequel une multitude de
macromolécules distinctes sont transportées, souvent par différentes voies, jusqu'a un point
dans la cellule ou elles sont assemblées en un virion mature qui par la suite sort de la cellule.
Pour ce faire, le virus a développé diverses stratégies qui exploitent le processus endogene
de la cellule hote, particulicrement la machinerie de transport intracellulaire. Par
conséquent, I¢lucidation de ce mécanisme permettrait non seulement d'identifier la cible
potenticlle de nouvelles drogues antivirales, mais ¢également de souligner le transport
intracellulaire dans les termes de la biologie cellulaire.

Une attention spéciale a ét¢ portée a une des glycoprotéines de I'enveloppe, gM et
son role dans la maturation et la sortie du virus. La raison qui motive lintérét détudier
davantage cette protéine est basée sur plusieurs constatations : premicrement, gM est

conservée dans toute la famille de Herpesviridae, ce qui suggere un role essentiel.
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Deuxiemement, le site intracellulaire ou la phase finale de I'assemblage (i.e. l'enveloppement
final) se déroule est le plus souvent défini par I'accumulation des glycoprotéines virales a un
endroit précis le long de la voie de sécrétion de la cellule. Cela implique également qu'il
existe une reconnaissance spécifique des glycoprotéines de 1'enveloppe virale par les
nucléocapsides cytoplasmiques pour qu'un processus de bourgeonnement se produise.
Ainsi, les interactions entre les protéines virales sont elles-mémes au coeur du processus
d'assemblage. Un tel role dans I'enveloppement final a récemment été assigné a PRV gM
(98], [1], [269], [270]), et une protéine tégumentaire UlLL49 a également été trouvée interagir
avec gM ([262]). Cependant, dans le HSV-1, les autres glycoprotéines remplissent
probablement le role de gM dans I'enveloppement final ([2], [271]). De plus, il a récemment
¢été rapporté que contrairement a la localisation au TGN dans les cellules transfectées
([261]), HSV-1 gM est localisée aux enveloppes nucléaires et sur des virions périnucléaires
pendant une infection ([278]). La redistribution concomitante au noyau des marqueurs du
Golgi et TGN avec gM, suggere un mécanisme selon lequel gM pourrait étre passivement
relocalisée dans le noyau ([278]) suite a la perturbation virale du TGN ([279], [280], [281],
[92], [176]). Toutefois, la modulation de la localisation nucléaire de gM par UL 31 et UL34
([263]) suggere un mécanisme plus actif. Ces données invitent a mettre en question
Iimplication de gM dans Tenveloppement final compte tenu de son absence au site
d’enveloppement et suggerent un role potentiel de gM dans le noyau.

Lobjectif principal de ce projet était détablir un lien entre les événements
controversés décrits ci-dessus en éclaircissant la relation de la localisation et la fonction de
HSV-1 gM dans le contexte dune infection. L'objectif secondaire était dé¢lucider la
spécificité et le mécanisme du ciblage nucléaire de HSV-1 gM. Ultimement, le dernier
objectif dimportance était déclaircir le role de gM dans Tenveloppement final durant
l'infection, et didentifier le(s) déterminant(s) pour la localisation et la fonction de HSV-1
gM. Dans ce dernier cas, nous avons concentré nos efforts sur le domaine fonctionnel de
gM., plus précisément, le domaine carboxyl-terminal de gM et son role dans la localisation

de gM et la maturation de HSV-1.



CHAPITRE II:

Résultats
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ABSTRACT

Thirteen different glycoproteins are incorporated into mature herpes simplex virus
type 1 (HSV-1) virions. Five of them play important roles during entry, while others
intervene during egress of the virus. Although HSV-1 gM is not essential in cell culture, its
deletion reduces viral yields and promotes syncytium formation. Furthermore, gM is
conserved among herpesviruses, is essential for several of them, and can redirect the gD and
gH/gl. viral glycoproteins from the cell surface to the transGolgi network, where gM
presumably modulates final capsid envelopment. Late in infection, gM reaches the nuclear
envelope and decorates perinuclear virions. This process seemingly requires Ul31 and
Ul 34 and occurs when several markers of the trans-Golgi network have relocalized to the
nucleus. However, the precise mechanism of gM nuclear targeting is unclear. We now
report that gM is quickly and specifically targeted to nuclear membranes in a virus-
dependent manner. This occurs prior to the HSV-1-induced reorganization of the trans
Golgi network and before gM enters the secretory pathway. The presence of a high-
mannose glycosylation pattern on gM further corroborated these findings. While gM was
targeted to the inner nuclear membrane early in infection, its partners gD, gH, gN, VP22,
ULzt and UL34 did not colocalize with gM. These data suggest that nuclear gM fulfills an
early nuclear function that is independent of its known interaction partners and its function

in viral egress.
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INTRODUCTION

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) virions are composed of a DNA core, an
icosahedral capsid, a tegument layer, and an envelope containing 13 different glycoproteins
(52). These glycoproteins are involved in various aspects of the viral life cycle, including
entry, egress, and acquisition of the final envelope. Hence, gB, gC, gD, and the gH/gl.
complex mediate attachment and fusion of the virus at the cell surface (70). Following new
protein expression, these proteins, along with gM, are eventually localized in the nuclear
envelope (7, 15, 24, 35, 40, 79, 84). While it has been suggested that some of the viral
glycoproteins mediate the passage of the viral capsids through the nuclear membranes,
others have argued that this process is independent of these proteins (24, 39, 48, 93). Late
during the viral life cycle, gB, gD, gK, Ul.20, and the gk/gl, gH/gl., and gM/gN
complexes anchor the progeny capsids to the transGolgi network ('GN) via partially
redundant interactions with components of the tegument (29, 47, 50, 57). The presence of
the viral glycoproteins at the TGN, the presumed site of final envelopment (30-33, 41, 68,
69, 85, 89-91), ensures their incorporation into mature virions and proper viral egress. The
viral glycoproteins are thus important players in the biology of herpesviruses. The UlLio
gene codes for a glycoprotein of 473 amino acids referred to as gM. This N-glycosylated
viral glycoprotein, which is predicted to contain eight transmembrane domains (18), is
expressed as a precursor of 47 kDa, modified with highmannose-type oligosaccharides to
yield a 50-kDa molecule, and finally processed into a 53- to 63-kIDa mature protein (6).

Though formally classified as a late protein, its transcript can be detected as early as
2 h postinfection (p.i.) and before DNA replication takes place (72, 8o). HSV-1 gM is not
essential in cell culture but is conserved throughout the herpesvirus family (58), arguing for
a significant role during the viral life cycle. Consistently, its deletion reduces viral titers by
10- to 100-fold in various herpesviruses, including HSV-1 (5, 21, 27, 42, 48). Interestingly, a

synergistic reduction of viral yields occurs when gM is depleted in combination with ULt
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or gk/gl in the related pseudorabies virus (PRV), a swine herpesvirus, but surprisingly not
for HSV-1 (9, 10, 43, 48). The accumulation of unenveloped, tegumented capsids in the
cytosol in these mutants indicates that gM may play a role during secondary envelopment of
the virus. Furthermore, gM prevents syncytium formation mediated by gB, gD, and
gH/gl. (40, 44, 86) and has also been reported to have a role during PRV cell entry (21).
Thus, gM seems to have multiple roles during the viral life cycle. The HSV-1 gM
glycoprotein functionally interacts with multiple viral proteins. For instance, gM redirects
gD and gH/gl. to the TGN in transfected cells (17). This is due to the presence of a
classical endocytic signal at its carboxyl terminus, which recycles gM from the plasma
membrane and promotes its accumulation at the TGN late in infection as well as in
transfected cells (17). Another interacting partner is the tegument protein VP22, encoded by
Ul 49, itself interacting with the gk/gl viral glycoproteins (26, 81). The gM proteins of
several herpesviruses also associate with gN (2, 36, 44, 45, 50, 54- 55. 73> 94), but this has not
yet been experimentally demonstrated for HSV-1 gM. Finally, the nuclear localization of
gM late during infection is partly dependent on UL31 and Ul 34 (92). These various
interactions most likely contribute to and modulate gM functions.

HSV-1 gM is localized at the plasma membrane, at the TGN, and on mature
extracellular virions (6, 17, 52). It has also recently been reported at nuclear envelopes and on
perinuclear virions (7), suggesting gM may regulate the nuclear egress of capsids, though
one study suggests gM is not involved in this process (48). The concomitant retrieval to the
nucleus of TGN and Golgi markers, along with gM, suggests a mechanism whereby gM
might be passively relocalized to the nucleus (7) upon viral disruption of the TGN (3, 4, 13,
20, 85). However, the modulation of the nuclear localization of gM by UL 31 and Ul 34 (92)
suggests a more active mechanism. Unfortunately, the functional relevance and mechanism
of targeting gM to the nucleus have remained elusive so far.

To further characterize HSV-1 gM, we probed its nuclear targeting. We found that

the protein was detected on nuclear membrane invaginations and speckles early in infection
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at a time when other HSV-1 glycoproteins (i.e., gB, gD, and gH) were not detectable in
that compartment. Experiments to evaluate the mechanism of gM targeting indicated it
was not passively recycled from the TGN but rather actively and specifically targeted to the
nucleus. Thus, the vast majority of gM was localized to the nucleus at 4 to 6 h p.i., at a time
when gB, gD, and gH had accumulated at an intact TGN and were undetectable on
nuclear membranes. Analysis of gM nuclear targeting revealed that it did not enter the
secretory pathway early during infection and therefore could not be retrieved to the nucleus
from the TGN, the Golgi apparatus, or the endoplasmic reticulum (ER) Golgi
intermediate compartment (ERGIC). The presence of a high-mannose, immature
glycosylation pattern on gM at these early infection times was consistent with its
localization on nuclear membranes. Altogether, it suggests gM most likely did not make it
past the ER during the early phase of the infection. This phenotype requires the expression
of at least one other viral protein, as transfection of gM alone does not result in gM
localization to the nuclear compartment. However, none of its known interacting partners
(gD, gH, gN, VP22, ULzt or Ul34) colocalized with gM at 4 h.p.i. Furthermore, the
previously reported interaction between gM, gD, and gH/gl. (17) did not occur on nuclear
membranes at early time points. These findings highlight an early, active, and specific gM
nuclear targeting that relies on a novel targeting mechanism that does not depend on the
reorganization of the TGN late in infection or on the gM functional partners characterized

so far.

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. BHK, Vero, and 143B tk-cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fetal bovine serum (Medicorp), 2
mM I-glutamine (Invitrogen), and antibiotics (1oo U/ml penicillin and 100 ug/ml

streptomycin) at 37°C in 5% CO2. For 143B tk- cells, 15 ug/ml 5-bromo-2 deoxyuridine
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(Sigma-Aldrich) was added to the medium, except prior to infection. Wild-type HSV-1
strain 17° and mutant viruses (see below) were all propagated on BHK cells, and their titers

were determined by plaque assay on Vero cells.

Constructs. The ER retention (KKSL) and control (KKSILAL) trafficking signals were
introduced into the gM of the previously described HSV-1 bacterial artificial chromosome
(BAC) clone pHSV-1(17*)bluelox, which contains almost the entire genome of HSV-1 strain
17+, lacZ., and a eukaryotic Cre recombinase expression cassette but lacks the gene Ul 23,
which codes for the viral thymidine kinase, and Oril. (61). The BAC genes and the
eukaryotic Cre recombinase expression cassette are flanked by LoxP sites (61). pHSV-
1(17")bluelox was maintained in the Escherichia coli strain DH1oB under chloramphenicol
selection. For mutagenesis, a selection and counterselection cassette was generated by
PCR amplification of pRpsl.neo (Gene Bridges; Germany) using the primers
acgaccecgagecegecgaggaccecgtgtacageaccgtecgeegttggggectggtgatgatgecgggatcg
(forward primer)

and ccaaaacaatgttetgttacggtegeacgegtgtegtttttaaaaaacctcagaagaactegtcaagaagecg

(reverse primer), which included sequences homologous to adjacent regions of the HSV-1
ULio stop codon (underlined), as well as to the pRpsl.neo plasmid (Fig. 1A). This
Rpsl.neo cassette was electroporated into DH1oB bacteria containing pHSV-1(17)bluelox
and pKD46, a plasmid encoding the Red recombinase (60, 97). Red expression was
induced with 1% (wt/vol) I-arabinose at 37°C for 1 h, and recombinant BACs were selected
for kanamycin resistance. In the second step, the Rpsl.neo cassette was replaced with a
second PCR product that amplified the same end region of gM and that contained a
KKSL or KKSILLAL tag (indicated in uppercase boldface letters), as well as diagnostic
restriction sites (EcoRYV in both constructions and Nhel for the KKSI.AL construct; the
restriction sites are underlined). The primers used for this second PCR were

acgaccecgagecegecgaggacceegtgtacageaccgtecgeegttggtacacegatatcgatatcgaaatgaacegeetg
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getAAGAAGTCCCT Gtagetgtttggttecgttttaataaac (KKSLL  forward  primer),
ccaaaacaatgttetgttacggtegeacgegtgtegtttttaaaaaace (KKSL reverse primer),
acgacecegageecegeegaggaccecgtgtacageaccgteegecgttggtacaccgatatcgaaatgaacegtetgggtA
AGAAGTCGCTAGCACT Atagcetgtttggtteegttttaataaac (KKSILLAL forward primer),
and ccaaaacaatgttetgttacggtegeacgegtgtegtttttaaaaaace (KKSLAL reverse primer).

After selection for the loss of streptomycin sensitivity (i.e., removing the Rpsl. gene), the
pHSV-1(17)bluelox clones were analyzed for the correct insertion by PCR, restriction
analysis, and sequencing. The BACs containing tagged versions of gM were named
HSVBAC-gM/ER and HSVBAC-gM/CTL.. BAC DNA was prepared from 500-ml
overnight E. coli cultures using the NucleoBond BACioo kit (Macherey & Nagel, Duren,
Germany) and were used to transfect 143B cells (MBS mammalian transfection kit). Once
significant cytopathic effects had developed, the cells were collected and freeze-thawed
three times, and the resulting lysates were used to generate viral stocks. These mutant
viruses were named HSV-gM/ER and HSV-gM/CTL., respectively. Note that these
viruses also contained one loxP site and lacZ for the expression of beta-galactosidase.

To evaluate the quality of the mutagenesis, the engineered viruses were analyzed by
various means. First, the insert was amplified by PCR, using wild-type HSV-1, HSV-
gM/ER, and HSV-gM/CTL viral DNAs as templates, and analyzed on an agarose gel. As
expected, the wild-type virus produced a 334-nucleotide fragment, while the two mutants
ran slightly more slowly, consistent with the additional presence of the ER and control tags
(Fig. 1B). Second, the abovementioned PCR products were digested with Nhel or
EcoRV. The control wild-type PCR sequence did not contain any Nhel and EcoRV
restriction sites and therefore yielded the same 334-nucleotide fragment as when it was not
digested (Fig. 1C, gM/W'T). In contrast, the gM/CTL. PCR fragment was cleaved once by
Nhel or once by EcoRV, as expected, to give two bands. Moreover, the gM/ER PCR
fragment was predicted to contain an EcoRV restriction site but no Nhel restriction site, as

observed experimentally (Fig. 1C). Finally, sequencing of the gM region of the viruses
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confirmed their correct mutagenesis (data not shown). The presence of the ER and control
targeting sequences had no impact on HSV-1 growth in noncomplementing cells and

consequently had no effect on viral entry, replication, assembly, or egress (Fig. 1D).
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Fig.1 Construction and generation of recombinant virus. (A) Schematic diagram of the selection
and counterselection approach to introduce gM/KKSL (ER retention signal) or gM/KKSLAL (inactive
signal) into the viral genome of HSV-1 strain 17" present in the pHSV1(17")bluelox bacmid. Shown at the top is
the viral genome map with the unique long (UL) and unique short (US) regions, the internal repeats (IR),
and the terminal repeats (TR) and the enlargement of the ULio (gM) and ULu gene regions. The
mutagenesis involved the synthesis by PCR of a selection and counterselection cassette encoding a selectable
(neo; light-gray box) and a counterselectable (RpsL.; white box) marker flanked by HSV-1 sequences (dark-
gray box). Following the insertion of this cassette into the pHSV-1(17")bluelox backbone by homologous
recombination, a second PCR fragment covering the end region of the tagged gM and containing the control
or ER retention tag was amplified from pHSVi(17")bluelox and used to subsequently remove the selection
cassette, once again by homologous recombination. The stippled box represents the tag sequences into which
restriction sites were introduced for diagnostic purposes. hm, homologous sequences; RpslL., streptomycin
sensitivity gene; neo, kanamycin resistance gene. (B and C) The recombinant BACs (HSVBAC-gM/CTL
and HSVBAC-gM/ER) were finally transfected into 143B cells to reconstitute recombinant viruses. Analyses
of these viruses by PCR (B) and restriction enzyme digestion (C) were performed to verify the mutagenesis
(see the text for details). (D) A single-step growth Kinetics assay of wild-type HSV (HSVwt), HSV-
gM/CTL, and HSV-gM/ER was performed. 143B cells were infected at an MOI of 5, and the supernatant
was harvested at the indicated time and concentrated by centrifugation. The yields of released infectious virus
were then determined by plaque assays on Vero cells. All values are the means of three independent

experiments, and the small error bars depict the standard deviations of the means.
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For transient expression, we also constructed gM/ER and gM/CTL. expression
plasmids. To this end, the gM coding sequence was amplified from the abovementioned
HSVBAC-gM/ER or HSVBAC-gM/CTL. template and subcloned into the pEGFP-C3
mammalian expression vector (Clontech). The resulting constructs, pEGFP-gM/ER and
pEGFP-gM/CTL., were sequenced to confirm the presence of the insert and the desired

tags.

Single-step growth curve. 143B tk- cells grown in six-well plates were infected at a
multiplicity of infection (MOI) of 3 with wild-type HSV-1, HSV-gM/CTL., or HSV-
gM/ER and overlaid with standard medium. At various times, culture supernatants were
harvested, and the released virions were concentrated for 1 h at 39,000 x g, resuspended in
MN'T buffer (30 mM MES [morpholineethanesulfonic acid], oo mM NaCl, and 20 mM
Tris-HCI, pH 7.4), and snap-frozen in liquid nitrogen. All samples were assayed for

infectious virus by titration on Vero cells.

HSV-1 infection. 143B tk- cells were grown overnight on glass coverslips. The cells were
mock treated or infected with wild-type HSV-1 at an MOI of 2 to 5 for 1 h at 37°C for
absorption and then grown in standard medium at 37°C for the times indicated. Two hours
later, the medium was supplemented with 20 ug/ml taxol (Sigma), which stabilizes
microtubules and limits the dispersal of the Golgi apparatus/T'GN stacks by the infection
without any effect on viral egress or host protein secretion (4, 77, 88). When indicated, the
cells were then either shifted to 15°C or 20°C in standard medium containing 20 ug/ml
cycloheximide (Sigma-Aldrich) to ensure a single pulse of viral assembly (14, 85). All

samples were treated for immunofluorescence microscopy as described below.

Dual transfection and HSV-1 infection. 143B tk- cells grown in 24-well plates were

transfected with 0.8 ug/well pPEGFP-gM/ER or pEGFP-gM/CTL. using Lipofectamine
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2000 (Invitrogen). Twenty-four hours later, the cells were either immediately fixed and
permeabilized for immunofluorescence microscopy or further infected to analyze the
subcellular localization of green fluorescent protein (GFP)-labeled gM expressed from the
transfected plasmid in the context of an HSV-1 infection. For the latter, the transfected cells
were either infected with wild-type HSV-1 or mock treated as described above. At various
times following infection, the cells were fixed and permeabilized for immunolabeling as

detailed below.

Immunofluorescence microscopy. Cells were fixed in 3% paraformaldehyde in
phosphate-buffered saline (PBS) and washed with PBS, and any remaining fixative was
inactivated with 50 mM NH4Cl in PBS. The cells were permeabilized using 0.1% Triton
X-100 for 4 min, and nonspecific protein binding sites were blocked with 10% fetal bovine
serum. The specimens were labeled for 1 h at room temperature or overnight at 4°C with
primary antibodies diluted in 10% fetal bovine serum, washed, and incubated with
secondary antibodies. The samples were mounted on glass slides in Mowiol containing o.1
ng/ml Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) to stain the nuclei. For confocal microscopy, the
nuclei were stained with Topro-3 (Invitrogen). The following antibodies were used:
PAS98o polyclonal anti-gM (courtesy of Lynn Enquist), TGN 46 (Serotec), Calnexin

(Stressgen), G1/93 anti-ERGICs3 (from Hans-Peter Hauri), Golging7 (Molecular Probes),
p230 (BD Transduction Laboratories), monoclonal antibody (MAD) 414 anti-nuclear pore
complex (NPC) proteins (Covance Research Products), ICP5 anti-VP5 (Cedarlane), I1D3
anti-gD (from Gary Cohen and Rosalyn Eisenberg), P11 anti-gH (from Helena Brown),
MAD 15betaB2 anti-gB (from David C. Johnson), anti-ICP4 and anti-ICPo (Abcam),
AGVo3r anti-VP22 (from Gillian Elliott), UL31 (from Joel Baines), and Ul.34 (two
different antibodies, one from Richard Roller and the second from Susanne Bailer [M. Ott
and S. Bailer, unpublished data]). All secondary antibodies (Alexa 350, 488, and 568) were

from Molecular Probes. Fluorescence microscopy was performed with an Axiophot wide-



50

field fluorescence microscope (Zeiss) equipped with filters and a Retiga 1300 camera (Q
Imaging). The images were acquired and analyzed with Northern Eclipse imaging
software (Empix Imaging). They were processed and assembled with Photoshop 6.0
(Adobe). Confocal microscopy was performed with a DM IRBE inverted microscope
(Leica) equipped with a Leica SP1 spectrometer and argon (488-nm), argon-krypton (568-
nm), and helium-neon (647-nm) lasers. The confocal sections were acquired using 100x

objectives and were reconstructed and processed with LLCS Lite software.

Analysis of gM glycosylation. Hel.a cells grown in suspension were infected with
wild-type HSV-1 strain 17+ or mock infected for 6 to 8 h at 37°C, pelleted, washed,
resuspended in RSB buffer (1o mM NaCl, 1o mM Tris-Cl, pH 8.4, 5 mM MgCl2), and
broken mechanically, and the nuclei were harvested as previously described (67). For cell
lysates, total-membrane preparations, and extracellular virions, 143B or Hel.a cells grown
on 10oo-mm petri dishes were infected with wild-type HSV-1 strain 17+ for 16 to 24 h at
37°C. Virions from the supernatants were harvested and concentrated by centrifugation for
1 h at 77,000 x g and then resuspended in 100 ul lysis buffer (1o mM Tris-HCI, pH 7.4, 150
mM NaCl, 1%NP-40, 1 mM EDTA, 1o mM Nak, and a cocktail of protease inhibitors).
Cell lysates were prepared from the same dishes by scraping the cells in 1 ml of ice-cold PBS
containing protease inhibitors and breaking them with three quick cycles of freezing and
thawing. The total-membrane fractions were derived by fractionation of the above-
mentioned cell lysates by centrifugation at 112,000 x g for 1 h and resuspension of the
membrane pellets in 200 ul lysis buffer. These samples were denatured in denaturing buffer
(0.5% sodium dodecyl sulfate [SDS], 1% mercaptoethanol) and digested for 1 h at 37°C with
500 U of endoglycosidase H (endo H) (New England Biolabs) according to the
manufacturer’s recommendations. The samples were analyzed by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE), transferred to a polyvinylidene difluoride membrane, and probed

with the PAS98o polyclonal antibody. The detection was performed with a Super Signal



51

West Pico chemiluminescence kit (Pierce) and Kodak BioMax light film. Quantitative
analysis of the data was performed with Image J version 1.42q using the analyze tool to
determine the integrated densities (i.e., the area of the band multiplied by its darkness). For
each glycoprotein, 100% represented the total amount of protein. The amount of the endo

H-resistant form was expressed relative to that total.

Quantification of the subcellular localization of viral glycoproteins. Where
indicated, the localization of various glycoproteins labeled by immunofluorescence was
quantified in cells arrested at 15°C or kept at 37°C as a control. Such cells were also labeled
with Hoechst stain to detect nuclei and with antibodies directed against the ERGICs3
protein as a marker for the ERGIC. Ten random microscopy fields were scored for the
number of cells exhibiting glycoproteins in either the nuclear or the ERGIC compartment
(n = 34 to 147 per condition). A glycoprotein was considered nuclear only when it was not
detected in any subcellular compartment except the nucleus. The data are presented as the

proportion of cells relative to the total number of cells, which was set to 100%.

RT-PCR. The relative levels of the mRNA transcripts for HSV-1 gM and gN were
independently determined by reverse transcription (RT)-PCR assay. Total RNA was
extracted from HSV-1- or mock-infected cells at o, 2, 4, 7, 10, and 12 h.p.i. using an SV total-
RNA isolation kit (Promega). gM and gN were specifically amplified with an AccessQuick
RT-PCR kit (Promega), which generates reversetranscribed cDNA with the following
primers: gagecttgtgggcacttatg (gM forward primer), gtgatctgeageaaccaaga (gM reverse
primer), taatacacacgeccatcgag (gN forward primer), and ggceetgttgtttgtettget (gN reverse

primer).
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RESULTS

HSV-1 gM is localized on nuclear membranes and intranuclear
invaginations. HSV-1 gM has previously been reported in nuclear membranes and on
perinuclear virions late during infection (7). To determine when gM was targeted to the
nucleus, we determined its subcellular localization at different times. For this purpose, 143B
cells were chosen for their ability to resist quite well the cytopathic effects induced by HSV-
1 (13, 85). The nuclear membranes were labeled with an antibody directed against several
proteins of the NPC (19). In 143B cells infected at an MOI of 2, gM was expressed as early
as 4 h p.i. and was distributed in a punctuated pattern throughout the entire nucleus (Fig.
2). At 13 h p.i., gM was also abundant on the nuclear rims. Given the numerous predicted
transmembrane domains in gM (18), its localization in nuclear speckles was unexpected.
The transmembrane nature of gM was confirmed, since it was found in a total-membrane
fraction prepared from cells infected at 24 h p.i. (data not shown). Upon closer examination,
it became evident that the speckles were often labeled with the NPC marker and hence
delineated intranuclear tubules and invaginations (Fig. 2, X-Z and Y-Z). gM was thus
predominantly, if not exclusively, on nuclear membranes as early as 4 h p.i. This
phenomenon was not restricted to 143B cells and was also noted in the unrelated Hel a cell

line (data not shown).
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Fig.2 gM localizes primarily in punctate extensions and invaginations of nuclear
membranes in infected cells. 143B cells were infected with wild-type HSV-1 strain 17_ at an MOI of 2. At
the indicated time points, the cells were fixed and stained for gM (green), the NPC using MAb 414 (red), and
the nucleus using Topro-3 (blue). The cells were then examined by laser scanning confocal microscopy. The
individual color channels were scanned sequentially with only the fluorescence-stimulating laser powered on.
Orthogonal slices in the X-Z and Y-Z planes were constructed in which the gray lines represent the cutting

positions for the analysis.
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gM reaches the nucleus well before the TGN is disrupted by the virus.
Several scenarios could be envisaged to explain the presence of gM on nuclear membranes.
In the first model, gM would first be delivered to the TGN and then passively retrieved to
the nucleus via a nonspecific redistribution of TGN proteins to the nucleus. This seemed a
plausible idea, given that HSV-1 profoundly alters the intracellular architecture by
remodeling the actin cytoskeleton, microtubules, Golgi apparatus, TGN, and
mitochondria (1, 4, 13, 23, 74, 85). Furthermore, Baines and colleagues (7) showed that
HSV-1 gM and various Golgi apparatus/T'GN markers relocalize to nuclear membranes at
13 to 16 h p.i. (7). However, our data indicated that gM was already at the nucleus much
earlier. We therefore examined the kinetics of these events. gM and two markers of the
TGN (TGN46 and p230) were followed during the course of an infection. gM was again
detected as early as 4 h p.i. in the nucleus, although its expression was maximal only later
(Fig. 3), in agreement with a global HSV-1 microarray analysis (8o). Interestingly, gM was
exclusively nuclear at early time points and only started to escape from the nucleus around 9
to 10 h.p.i. During the early stages of the infection, the TGN remained relatively intact and
was perturbed only thereafter. Similar results were obtained upon analyzing the Golgi
apparatus with the Golging7 marker (data not shown). These experiments suggest that
newly synthesized gM was actively retained at nuclear membranes and not passively

redirected there upon TGN disruption.
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TGN46 Merge p230 Merge

Fig.3 Nuclear membrane localization of gM occurs prior to the dispersion of the TGN. 143B
cells were infected with wild-type HSV-1 strain 17" at an MOI of 2. The infected cells were fixed at various
times during the infection and labeled for gM (green), TGN 46 or p230 (red), and Topro-3 (blue) as indicated.

"The confocal images were processed as described in the legend to Fig. 2.
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Contribution of the ER retrieval route to nuclear localization of gM.
Proteins synthesized in the ER and destined for that compartment occasionally escape and
enter the secretory route toward the Golgi apparatus. To correct their mislocalization, the
cell developed a retrieval apparatus to recycle mislocalized proteins back to the ER via
retrograde transport pathways (34, 59, 62, 63). Though they achieve the same goal, two
mechanisms operate in parallel. In the first, soluble ER proteins are retrieved via their
carboxyl-terminal KDEL sequences (64). The second mechanism operates on integral
proteins that contain a carboxyl-terminal KKXX motif. This motif interacts with COPI
components that are packaged into vesicles destined for retrograde transport toward the
ER (16, 49). Although such mechanisms are not known to direct proteins to the inner
nuclear membrane, they do target proteins to the outer nuclear membrane, since it is
continuous with the ER membrane. This is of particular interest given the presence of gM
on the outer nuclear envelope (7, 92).

To evaluate a potential contribution of the COPI recycling pathway, gM was
tagged with the ER retrieval signal KKSL.. Such an approach has been used successfully
with the herpesviral glycoproteins gD and gH (11, 79, 91). The ER tag was added to the
very carboxyl-terminal end of GFP-gM encoded by a plasmid (pEGFP-gM/ER). As a
control, an inactive form of such a tag, KKSILAL., was also generated (pEGFP-gM/CTL).
Transfected gM/CTL colocalized very well with the TGN of transfected 143B cells (Fig.
4) and occasionally with the plasma membrane. This was consistent with an untagged gM
construct (6, 17), indicating that the GFP tag did not perturb the normal localization of
gM. In contrast, the localization of gM tagged with the KKSL signal was different. It
colocalized to a significant extent with the ER and nuclear membranes, as indicated by its
partial colocalization with the ER marker protein calnexin. As described for other
KKSLtagged HSV-1 glycoproteins (11, 79, 91), some gM was also found at the TGN,
particularly in highly expressing cells, presumably because the ER retrieval apparatus had

been overloaded. Once again, the GFP moiety did not alter the ability of the KKSL
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retrieval signal to function properly, since the molecules behaved exactly as for similar non-
GFP-labeled constructions. The ER motif could therefore retrieve some of the transfected
gM that had reached the Golgi apparatus back to the ER. Moreover, labeling with a gM-
specific antibody gave the same results as the GFP signal, confirming the localization of
gM (data not shown). Recycling of gM from the Golgi apparatus was therefore possible,
but despite the presence of GFP-gM/ER at the nuclear periphery, its subcellular
localization differed considerably from that of gM in HSV-1-infected cells (Fig. 2 and 3).
Most prominently, gM expressed upon transient transfections was completely absent from
nuclear speckles and invaginations (Fig. 4). Hence, these experiments were open to other
interpretations. For instance, gM could be targeted to nuclear membranes by a different
mechanism, or some component to transfer gM from the outer to the inner nuclear
membrane might have been missing. Furthermore, viral proteins often exhibit a different
subcellular localization when expressed in isolation or in the context of an infection.
Another option would be that virus-expressed gM never gained access to the ER retrieval

machinery in the first place.
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pEGFP-gM/CTL

pEGFP-gM/ER

Fig.4 ER tag is functional. 143B cells were transfected with enhanced GFP plasmids expressing the
targeted forms of gM pEGFPgM/CTL (A and B) or pEGFP-gM/ER (C and D). Twenty-four hours later,
the cells were fixed, permeabilized, and stained in red for either TGN46 (TGN marker) or calnexin (ER

marker).
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gM accumulates in the nucleus upon infection with HSVBAC-gM/ER.
Given a potential discrepancy between transfection and infection and the efficacy of the
KKSL targeting signal to redirect gM and other glycoproteins to the ER compartment,
the KKSL or control KKSILAL sequence was introduced into the HSV-1 genome using
the BAC clone pHSV-1(17+ )bluelox (61). As detailed in Materials and Methods, the
bacmids were as expected and, given the clonal nature of our approach, devoid of any
remaining traces of wild-type gM. Tagging gM had no impact on HSV-1 growth in
noncomplementing cells and consequently had no effect on viral entry, replication,
assembly, or egress (Fig. 1D). Next, we infected 143B cells with HSV-gM/ER or gM/CTL
and analyzed the localization of gM using immunofluorescence microscopy. When infected
at the physiological temperature of 37°C for 4 h, both gM/ER and gM/CTL proteins
predominantly accumulated at the nuclear periphery and in nuclear speckles with limited
colocalization with the TGN (Fig. 5). Thus, unless the ER tag did not work properly, the
virus seemingly relocated gM from either the TGN (gM/CTL) or the ER (gM/ER) to the
nucleus. These results were consistent with a potential retrieval of gM from the TGN and
with a potential contribution of another viral factor in the targeting of gM to the nuclear
membranes. However, there remained the formal possibility that gM had never reached the

Golgi apparatus and in fact had never left the nucleus in the first place.
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Fig.5 gM/CTL and gM/ER accumulate in the nucleus in infected cells. 143B cells were infected
with HSV-gM/CTL (A) or HSV-gM/ER (B) for 4 h at 37°C. The cells were fixed, permeabilized, and
double stained for gM (green) and TGN46 (red).
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Early nuclear gM does not transit through the secretory pathway. To probe
whether gM expressed early during an infection enters the secretory pathway at all and is
subsequently retrieved to the nuclear membranes from the Golgi/ TGN, we inhibited the
transport between the KR and the Golgi/TGN and asked whether this impedes the
presence of gM at the nucleus. This approach relied on the ability of a 15°C incubation to
trap all cargo at the ERGIC (38, 53, 75). Thus, if gM transits through the TGN en route to
the nucleus, it should accumulate at the ERGIC at 15°C and colocalize with the ERGICs3
marker protein (78). Cells were infected with HSV-1 or mock treated, incubated for 4 h at
37°C to allow viral entry and replication, and then kept for an additional 4 h at 15°C. As a
control, cells were incubated in parallel for 8 h at 37°C. Note that during this time, gM was
already expressed (Fig. 2 and 3) but viral egress was still in its early stages. A MAb directed
against ERGICs3 labeled a typical perinuclear compartment (Fig. 6A to F), which was
particularly tight at 15°C, as reported before (38, 78, 82). In this experiment, gM remained
exclusively associated with nuclear membranes, suggesting that newly synthesized gM had
never gained access to the secretory pathway (Fig. 6C and D). In contrast, the HSV-1
glycoproteins gB, gD, and gH clearly colocalized with ERGICs3 after prolonged
incubation at 15°C (Fig. 6E and F and data not shown). Quantification of these results
revealed that gM was exclusively nuclear in go% of the cells, while few gB (4%), gD (0%),
and gH (11%) molecules were nuclear but rather localized at the ERGIC (Fig. 6G). The
data strongly supported a model whereby gM was actively retained in nuclear membranes
and did not enter the secretory pathway. Furthermore, this nuclear localization appeared to
a specific feature of gM.

Based on our results thus far, newly synthesized gM never seemed to reach the
TGN but was specifically retained in the nucleus shortly after its synthesis. If this were the
case, gM should mostly have an immature, high-mannose, N-linked glycosylation pattern.
We therefore evaluated the sensitivity of gM to endo H, an enzyme that cleaves only high-

mannose immature N-linked sugar chains, but not mature chains from glycoproteins (83).
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We proceeded to analyze gM from total 143B cell lysates. Unfortunately, although gM was
detected by immunofluorescence as early as 4 h p.i., it was not detected by Western blotting
at that time even upon loading up to 150 ug of total proteins per lane (data not shown).
Given that gM is exclusively nuclear at 4 h. p.i. (Fig. 2, 3, and 5), we reasoned that gM was
perhaps marginal in the sea of host and viral proteins. The obvious alternative was to enrich
the preparation for nuclei. Whereas the isolation of HSV-1-infected nuclei requires lengthy
optimization steps, our laboratory had already reported the purification of infected nuclei
from Hel a cells (67). Since Hel a cells behave the same way as 143B cells with respect to
the presence of gM on nuclear membranes early during infection (data not shown), it was
possible to use them for this purpose. Consequently, to specifically ask whether the nuclear
pool of gM had a mature glycosylation profile, we used the previously described assay to
purify nuclei from HSV-r-infected Hel.a cells at 6 to 8 h.p.i. (67). These relatively pure
nuclei were lysed, treated with endo H, and analyzed for gM by immunoblotting. The vast
majority of gM was sensitive to this enzyme (Fig. 6H), indicating that gM contained
immature glycosylation chains and therefore never reached the Golgi apparatus or the
TGN, where the N-linked sugar chains are further processed into the more mature forms.
Quantification of the results with Image J software indicated that g1.0% =+ 11.3% of gM was
endo H sensitive and hence immature. This high rate of immaturity was specific to gM, as

reprobing of the same blot indicated that gD was 37.6% £ 7% mature (Fig. 61).
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Fig. 6 The early gM nuclear pool does not transit through the TGN. 143B cells were infected with wild-type HSV-1 strain
17_ (HSVwt) at an MOI of 2 for 4 h at 37°C, followed by an additional 4 h at 37°C or 15°C. The cells were fixed and stained against the
ERGIC (red) and gM (A to D) or gB (E and F) (green). gD and gH were also analyzed, with results similar to those for gB (data
notshown). (G) Quantification of the distribution of the glycoproteins in either the nucleus (NM [nuclear membrane]) or ERGIC in
pancls A to F was done for 10 random microscopy fields. The total cell number was between 34 and 147 for each condition and was
normalized to 100%. (H) Hela cells were mock infected or infected for 8 h with wild-type HSV-1 strain 17_. At that point, the nuclei were
isolated as described in Materials and Methods and treated with endo H () or incubated in the absence of the enzyme () and loaded on
an SDS-PAGE gel. The separated proteins were transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane and probed for gM or gD by
Western blotting. Note the various forms of the glycoproteins (nonglycosylated precursor, immature high-mannose form, and mature
protein). (I) Quantification of endo H resistance by Image J. gM and gD on nuclei (H), in 24-h p.i. cell lysates, or in extracellular virions
were resolved by SDS-PAGE, digested with endo H, probed by Western blotting, and quantified (see Materials and Methods). The

error bars depict the standard deviations of the means.
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To show that gM did eventually mature, we performed two additional experiments.
First, we isolated total cell lysates at 24 h p.i. from infected 143B and Hel a cells, digested
the samples with endo H, and analyzed them as described above. As expected, a mixture of
mature and immature gM molecules was detected (54.1% + 4.5% mature) in 143B cells.
Similar results were obtained for gD (50.4% + 6.2% mature) in 143B cells or in Hel a cells
(Fig. 6I). Second, we probed the maturity of the N-linked sugars of gM and gD in
extracellular virions. Whereas gM was exclusively mature in extracellular virions (we did
not detect any endo H-sensitive band), nearly all gD displayed mature sugars in 143B cells
(92.8% £ 7%) (Fig. 6I). Once again, the data were similar in Hel.a cells (Fig. 60).
Surprisingly, mature gM was also found in HSV-gM/ER virions (data not shown).
Together, these data corroborated all previous results and indicated that gM was not
simply targeted to nuclear membranes as a result of TGN reorganization or through its
retrieval from the secretory pathway. Instead, gM was actively targeted to the nucleus
shortly after its synthesis during the early stages of the infection. gM is specifically targeted
to the nucleus. Our results suggested that the nuclear localization of gM was specific to this
HSV-1 glycoprotein. This was unexpected, given that gM interacts with the HSV-1
glycoproteins gD and gH but not with gB and redirects gD and gH from the cell surface to
the TGN upon cotransfection (17). To address whether gM interacted with gB, gD, or
gH, their subcellular localization was analyzed in infected 143B cells. Since gB, gD, and
gH are typically located at the TGN (17, 85), the infected cells were arrested at 20°C.
Incubation at that temperature favors the detection of proteins even transiently residing in
the TGN, since they cannot escape from that compartment (85). In cells infected with
cither HSVBAC-gM/ER or -gM/CTL at an MOI of 2, gM was again located on nuclear
membranes (Fig. 7), while gB was in a perinuclear compartment partially overlapping with
the TGN (85). In contrast, gD and gH were almost exclusively located at the TGN, with
no indication of a presence in the nucleus. Thus, HSVBAC-gM/ER failed to target the

other HSV-1 glycoproteins to the nuclear membranes and gM seemed to interact with these
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glycoproteins only later during infection and/or somewhere downstream in the secretory
pathway. Alternatively, this interaction may only occur after their transient coexpression

upon transfection. Most importantly, our data suggested that the early nuclear targeting of

gM is highly specific.
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Fig.7 gM/ER does not alter the targeting of other viral glycoproteins. 143B cells were infected
with HSV-gM/CTL (A to D) or HSV-gM/ER (E to H) at an MOI of 2 for 7 h at 37°C and then for 6 h at
20°C. The 20°C block, which specifically stops newly made proteins in the TGN, has been shown to arrest
several HSV-1 envelope glycoproteins in the TGN. The cells were fixed, permeabilized, and double stained

with antibodies against viral glycoprotein gBB, gD, gH, or gM (green) and TGN 46 (red).
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Nuclear targeting of gM depends on other viral proteins. Upon transfection,
gM/CTL was localized to the TGN and the cell surface (Fig. 4), in agreement with the
results of others (17). In contrast, virus-expressed gM was predominantly located at nuclear
membranes early during the HSV-1 infection (Fig. 2, 3, 5, and 6). Furthermore, the
subcellular distribution of transfected gM/ER differed significantly from gM expressed
during an infection (Fig. 4). Thus, gM localization to nuclear speckles and invaginations
may require other viral proteins. To test this directly, cells were transfected with pEGFP-
gM/CTL., subsequently infected with wild-type HSV-1, and examined at various times.
Transfected gM was indeed relocated from the TGN to the nuclear membranes during the
course of infection (Fig. 8A through F), albeit less efficiently than virus-expressed gM (Fig.
2 and 3). The nuclear localization of gM was particularly evident upon three-dimensional
reconstruction of the data generated by confocal microscopy (Fig. 8G and H). Note that
some gM was found at the TGN, but this was expected in the experimental design used,
since the cells were transfected for 24 h prior to their infection with wild-type HSV-1 to
allow the expression of the transgene. This allowed many gM molecules to reach the TGN
before inoculation of the cells with the virus. Importantly, we never saw gM nuclear
speckles in cells transfected with gM but not infected. Thus, HSV-1 actively redirected
both transfected and virus-expressed gM to nuclear membranes in a process that required

at least one other viral protein.
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Y EGFP-gM/CTL

Fig.8 HSV-1 redistributes transfected gM to the nucleus. (A to F) 143B cells were transfected
with the pEGFP-gM/CTL plasmid. T'wenty-four hours posttransfection, the cells were infected with wild-
type HSV-1 strain 17_ at an MOI of 2. Shown are confocal images of cells expressing enhanced GFP (EGEFP)-
tagged gM/CTL at the indicated times after infection. For the last time point (13 h p.i.), a zoom view (F) of
the boxed area in panel E is provided to better show the presence of gM on nuclear membranes and the TGN
(highlighted by arrows). (G and H) Enlarged images of cells expressing EGFP-gM/CTL at 13 h p.i., which
were also probed for the nuclear membrane marker NPC (red) and with the nuclear DNA dye Topro-3

(blue). Confocal microscopy and image processing were performed as described in the legend to Fig.
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Early nuclear gM does not colocalize with its partners. gM nuclear localization
may be mediated via any one of its binding partners. Wills and colleagues recently reported
the participation of UL31 and Ul 34 in this process late in infection (92).

Unfortunately, it was not known whether this also is the case at earlier time points. We
therefore sought to verify this. Cells were consequently mock treated or infected with wild-
type virus, and U3t and UL 34 localization was monitored at 4 h p.i. The data showed
that neither protein colocalized with gM at 4 h p.i. (Fig. 9). We therefore asked whether
other gM partners might contribute to the nuclear targeting of gM. VP22 (Fig. 9), which
directly binds to gM during a PRV infection (26, 81), or gD and gH (Fig. 7), which both
functionally interact with gM, were not detected in the nucleus by 4 h p.i. Although not yet
proven for HSV-1, gM from many herpesviruses forms a complex with the integral protein
gN, encoded by the UILL49.5 or UL49A gene (8, 37, 94). Interestingly, proper transport and
processing of the gM/gN complex often depends on their mutual interaction (28, 44, 51, 55,
73). Unfortunately, it was not possible to determine the subcellular localization of gN due
to the lack of antibodies, but we monitored gN expression by RT-PCR (Fig. 9F). gN was
expressed starting at 7 to 10 h p.i. and could not be detected at 4 h p.i., a time when gM was
already in nuclear membranes. gN thus could not be responsible for the nuclear retention of
gM. In conclusion, none of the described gM interaction partners could explain the early

nuclear targeting of gM.
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Fig.9 gM partners are not involved in gM nuclear localization. (A to E) 143B cells were infected
with wild-type HSV-1 strain 17_ at an MOI of 2 for 4 h at 37°C and then fixed and stained against the viral
proteins gM, VP22, UL31, and Ul34 (green) and with the nuclear DNA dye Topro-3 (blue). Confocal
microscopy and image processing were performed as described in the legend to Fig. 2. (F) Total RNA was
extracted from HSV-1-infected cells and reverse transcribed, and gM and gN were PCR amplified as
described in Materials and Methods. The upper blot shows gM RNA expression from the control mock-

infected 143B cells or cells infected for o, 2, 4, 7, 10, or 12 h. The lower blot shows the same conditions for gN.
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DISCUSSION

We initiated this study to elucidate the specificity and the mechanism of HSV-1 gM
targeting to nuclear membranes. Our time course experiments indicated that gM was
rapidly targeted to the nucleus early during HSV-1 infection in at least two different cell
lines (Fig. 2 and 3). This is in line with the results of Baines and colleagues, who focused on
late events from 13 to 16 h p.i. and convincingly demonstrated that gM is localized at both
nuclear membranes and on perinuclear virions (7). While that initial study suggested that
the nuclear localization of gM may be due to a bulk retrieval of the TGN/ Golgi
components to the nucleus at those times (7), a subsequent study by the same group
indicated that UL31 and Ul34 may actively participate in this process (92). The present
study adds an additional layer of complexity, as gM was targeted to nuclear membranes
well before the TGN was disrupted (Fig. 3). In contrast, gB, gD, and gH, as well as two
classical TGN markers and one Golgi marker, were all absent from the nucleus during the
first 8 to 10 h p.i., while gM was already detected in the nucleus as early as 4 h p.i. (Fig. 3), in
agreement with published microarray data (8o). Furthermore, gM displayed immature
sugars and never transited through the Golgi apparatus and the TGN at early time points
but acquired mature sugars later on (Fig. 6). HSV-1 gM is thus actively and specifically
recruited to nuclear membranes early in the viral life cycle and never enters the secretory
pathway. Consequently, the early gM nuclear localization cannot be explained on the basis
of the HSV-1-induced TGN reorganization.

The absence of a prominent phenotype in HSV-gM/ER may at first seem
unexpected (Fig. 1D). However, it may merely reflect the nonessential status of gM during
an HSV-1 infection (5, 21) and/or reiterate the redundant nature of herpesvirus glycoproteins
to ensure the propagation of the virus. Another explanation may be the sheer abundance of
viral proteins, in comparison to host proteins, which could therefore overwhelm the ER

retrieval machinery. However, in view of the nuclear retention of gM, the results made
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sense, since the KKSL retention signal can only function if the tagged protein escapes the
ER and reaches the Golgi apparatus/T'GN. As this occurred only late during infection, the
ER tag could not operate until then and would not play any role early during infection.
Altogether, the data confirmed that gM never transited through the ERGIC, the Golgi
apparatus, or the TGN and therefore never encountered the ER retrieval machinery early
during infection.

One surprising result was the incorporation of gM/ER into extracellular virions,
since the protein should have been retained in the ER once it left the nucleus. This
interpretation is consistent with reports regarding ER-tagged gD or gH (11, 79, 91). At this
point, we cannot explain this discrepancy. It may be that enough gM/ER leaks out and
makes it to the secondary site of reenvelopment later in the infection. This is supported by
our findings that overexpressed gM/ER ends up in the TGN (Fig. 4), just like
overexpressed gD/ER and gH/ER do (11, 79, 91). Though we sequenced the virions, found
the anticipated ER retention signal, and used only low-passage viral stocks for our
experiments, we cannot rule out the possibility that the IER tag did not work properly in the
context of the infection. However, this caveat does not alter the overall conclusion that gM
is found at the nuclear membranes early on.

The early presence of gM on nuclear membranes and its involvement in gD and gH
recycling from the cell surface to the TGN later on (17) provided an experimental window
to evaluate when such interactions occurred. Since gD and gH were absent from the
nucleus at early time points, the results suggest that the interactions between them and gM
occur later and/or somewhere downstream of the ER and nuclear membranes, once gM
would have acquired a mature glycosylation (Fig. 6 and 7). Alternatively, these interactions
may be measurable only under cotransfection conditions. Either way, the results
underscored the unique property of gM to localize to nuclear membranes early in infection.

The targeting of integral proteins to nuclear membranes is the subject of intense

scrutiny. T'o our knowledge, no specific trafficking signal has yet been indentified in these
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proteins. Furthermore, gM does not contain any of the characterized nuclear localization
signals (PredictNLS software; data not shown). However, this was not surprising, as
nuclear localization signal motifs are normally used to target soluble proteins into the
nucleus and may not be relevant for gM. Clearly, gM was directed to nuclear invaginations
and speckles only in the presence of other viral proteins (Fig. 8). The targeting of gM to
nuclear membranes may depend on its folding status, posttranslational modifications,
and/or interactions with other proteins. Possible viral candidates for gM nuclear retention
included gD, gH, VP22, UL31, and Ul 34. However, none of them colocalized with gM in
the nucleus at 4 h p.i. (Fig. 7 and ¢). These observations are consistent with published
studies, which have reported on the largely cytoplasmic localization of VP22 and Ul 34 at
early time points (22, 66, 71, 95, 96) or on the appearance of UL 31 at the nuclear membranes
only from 8 h p.i. onward (71). Note that at 12 h p.i., both UL 31 and Ul 34 stainings gave a
characteristic nuclear ring pattern (data not shown). Furthermore, the Ul31/Ul34
complex does not physically interact with gM in coimmunoprecipitation assays (92). Baines
and colleagues also reported few effects of the HSV-1 US3 kinase, which modulates
UL 31/UL 34 localization, on the nuclear localization of gM (7). However, the Ul 31/Ul 34
complex seems to be involved late in infection, since at that time it does affect gM nuclear
recruitment, as well as its relative distribution between the inner and outer nuclear
membranes (92). Another potential gM-interacting partner, gN, was not detected at early
times of infection when gM was retained at the nucleus (Fig. 9). Since gN seems to favor
gM processing and transport, at least in some herpesviruses (28, 44, 51, 55, 73), it may
facilitate gM exit from the nucleus later on, as the onset of gN transcription coincides with
the nuclear egress of gM (Fig. 9). However, HSV-1 does not require gN to reach the TGN
in transfected cells (17). In conclusion, none of the known interaction partners of gM
seemed to be involved in its nuclear presence early in infection. Clearly, further experiments
are needed to define how gM is targeted to nuclear membranes.

One stimulating issue is the potential role of HSV-1 gM at the nuclear membranes.
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Although work by Leege and colleagues suggests that deletion of gM does not impact the
nuclear egress of both PRV and HSV-1 capsids (48), a compensatory mechanism cannot be
ruled out in light of the built-in functional redundancy commonly observed in herpesviruses.
In addition, the presence of gM on nuclear membranes is unlikely to be due merely to
chance. This is substantiated by the numerous interactions between the related varicella-
zoster virus and Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus gM and viral proteins found in the
nucleus, including ICPo, ICP4, the packaging UI 33 protein, and the UI 30 polymerase, as
well as the UlL31 and Ul34 molecules (87, 92). Should gM be involved in HSV-1 nuclear
capsid egress, various hypothetical scenarios may be considered. One possibility is that gM
marks some kind of nuclear exit site where gM would assume a scaffolding role. However,
this would be surprising, as nuclear gM does not overlap with the major capsid protein at
these early times (data not shown). Second, gM may induce or maintain nuclear
invaginations in an effort to reduce the overall distance between any intranuclear assembly
sites and the nuclear periphery. Interestingly, this possibility has previously been proposed
for at least one cytomegalovirus and another herpesvirus (12, 65). In addition, the biological
significance of the HSV-1-stimulated nuclear invaginations that were seen in this study is
highlighted by the fact they are readily detectable in the unrelated 143B, Hel.a, and NRK
cells (this study and data not shown). Furthermore, they are not unique to infected cells but
have also been reported in normal uninfected cells (25, 76). Third, since gM modulates the
syncytial activities of gB, gD, and gH (40, 44, 86), which are ultimately also found on
nuclear membranes (24, 35, 79, 84), gM may prevent uncontrolled fusion between the inner
and the outer nuclear membranes. The recruitment of gM to the nucleus prior to the other
glycoproteins is consistent with this idea. Alternatively, gM may fine tune and positively
modulate the fusion of HSV-1 perinuclear virions with the outer nuclear membrane. Of
course, gM could also have other unsuspected functions on nuclear membranes. Based on
the present and past findings, a scenario emerges in which gM is targeted to nuclear

membranes very early after its synthesis. This nuclear retention is achieved by one or several
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viral proteins, but not by gB, gD, gH, gN, VP22, UL31, or UL 34 at that moment. At the
nucleus, gM mediates some aspect of the viral life cycle and later reaches the TGN, a
process possibly facilitated by gN. At the TGN, gM participates in secondary and final
capsid envelopment and is incorporated into mature virions. Late in the infection, gM may
be passively redistributed to the nuclear envelopes as a consequence of TGN

rearrangement by the virus.
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RESUME

La glycoprotéine M est Tune des treize glycoprotéines présente sur I'enveloppe
d'HSV-1. Elle est la seule glycoprotéine qui ne soit pas essentielle au virus mais est toutefois
conservée dans la famille de Herpesviridae. 1.orsque transfectée, i.e. en absence d'autres
protéines virales, gM se localise au TGN. Lors dune infection, elle se retrouve dans la
membrane nucléaire, la membrane plasmique, et le TGN ou gM joue présumément un role
dans 'enveloppement final des nucléocapsides. I.'analyse de la séquence d'acides aminés du
domaine carboxyl-terminal cytoplasmique de gM révele des signaux de trafic intracellulaire
connus dans la voie de séerétion cellulaire qui pourraient déterminer la localisation de gM.
I1 a récemment été rapporté que ces signaux pourraient étre importants pour la fonction de
gM dans la réplication des autres virus herpes. Pour étudier le role de ce domaine de gM
dans le cycle de réplication de HSV-1, nous avons généré un mutant qui code pour une
protéine gM dépourvu de la queue C-terminale cytoplasmique (340-473aa). Nous avons
analysé l'effet de la mutation sur la localisation de gM et aussi sur la réplication de HSV-1.
Nos résultats indiquent que le transport de gM tronquée du RE a l'appareil de Golgi est
presque completement bloqué. En outre, la délétion du domaine cytoplasmique de gM
cause une réduction légere de titre et de la taille des plaques des virus mutants. [.'analyse de
microscopie électronique a démontré une accumulation des nucléocapsides nonenveloppées
dans le cytoplasme des cellules infectées avec les mutants. Etrangement, ce phénotype était
apparent dans les cellules BHK mais absent dans les cellules 143B, suggérant que la
fonction de gM dépende du type cellulaire. Ces données suggerent un role important du
domaine carboxyl-terminal cytoplasmique de HSV-1 gM dans I'enveloppement final et la
propagation intercellulaire du virus. Finalement, le criblage de partenaires diinteraction du
domaine C-terminal de gM identifiés par le systtme de double-hybride nous a permis de
proposer plusieurs candidats intéressants qui sont susceptibles de réguler la fonction de gM

dans la morphogénese et la propagation de virus.
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INTRODUCTION

La glycoprotéine gM d'HSV-1 se compose de 473 acides aminés et est une
glycoprotéine transmembranaire de type III. Cette glycoprotéine contient trois domaines:
une région hydrophile a son extrémité amino-terminale, huit domaines transmembranaires
potentiels et un terminus carboxyl hydrophile hautement chargé. I.e domaine N-terminal
de gM contient deux sites de N-glycosylation et un résidu cystéine conservé qui forme
possiblement un complexe via un pont disulfure avec la protéine d'enveloppe virale UL49A
(nommé gN dans les autres virus herpes). Lorientation cytoplasmique des queues N- et C-
terminales a été prédite par des études bioinformatiques de gM et confirmée
expérimentalement in vitro ([244]). L.e domaine C-terminal cytoplasmique de gM se
compose de 134 acides aminés, soit le plus long des domaines cytoplasmiques parmi les gM
de virus herpes. Récemment, les études visant a identifier les domaines fonctionnels de gM
ont mis en évidence que cette région pourrait étre importante pour la fonction de gM dans
la réplication de virus herpes. Dans le cas de HCMV, le domaine C-terminal cytoplasmique
de gM est requis pour la distribution du complexe gM/gN au site d'assemblage, ce qui est
essentiel pour la production virale ([282]). [.a méme exigence a également été rapportée
pour MuHV-4, un autre virus herpes ([283]). Dans les deux cas, les motifs de trafic
intracellulaire au sein du domaine constituent des éléments déterminants.

Lalignement des domaines C-terminaux cytoplasmiques de gM indique que ce
segment contient plusieurs motifs structuraux conservés dans les membres de la sous-
famille alphaherpesvirus, incluant une région riche en arginines juste apres le domaine
transmembranaire et deux clusters acidiques. Une troisieme région conservée consiste en
des motifs a base de tyrosine de type YXXO. Le motif a base de tyrosine YXXO inclut Y
pour la tyrosine, X pour n'importe quel acide aminé, et ) pour un résidu hydrophobe
encombrant. Il en existe quatre dans HSV-1 gM (YDEV aa 423-426, YAKI aa 435438,
YDTV aa 451-454, et YSTV aa 467-470), parmi lesquels seulement le premier motif est
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conservée dans six membres de la famille alphaherpesvirus (Fig.aA). Par contre, le domaine
C-terminal dHSV-1 gM diverge significativement par rapport aux beta- et gamma-
herpesvirus, surtout en terme de conservation des motifs de tyrosine (Fig.iB et C).

Les motifs YXXO sont présents dans de nombreuses protéines transmembranaires
cellulaires et qui sont connus pour établir diverses interactions avec des protéines
cytoplasmiques. IlIs jouent un role clé dans le controle d'une variété d'événements cellulaires
essentiels, y compris 1'activation de I'endocytose dépendante de la clathrine, le triage
intracellulaire des protéines, et I'activation des voies de signalisation ([284], [285]). Ces
motifs sont également présents dans plusieurs protéines de virus herpes. Par exemple,
plusieurs protéines de I'enveloppe d’alphaherpésvirus, gB, gD, gk, gH, gK, contiennent
des motifs YXX dans leurs domaines cytoplasmiques. Ces motifs servent souvent de
signal dendocytose, causant linternalisation des protéines de la membrane plasmique
([279], [286], [287], [288], [289], [290], [291]). Pour gM, un motif responsable de I'endocytose
a aussi ¢té proposé mais pas encore formellement démontré expérimentalement ([261]). Le
motif YXXO enclenche l'endocytose des protéines correspondantes en établissant une
interaction physique avec la sous-unité u de complexe dadapteur AP-2, qui est a son tour
associée avec la chaine lourde de la clathrine, la premicre étape de la formation des vésicules
tapissées de clathrine ([284]). De tous les signaux identifiés sur des protéines de virus
herpes, il a été prouvé que seul le motif YQRL présent dans PRV gB intéragit avec
l'adapteur AP-2 ([292]).

Un second role des motifs YXXO) est leur implication dans le ciblage des protéines
virales vers la surface basolatérale des cellules épithéliales polarisées. Ainsi, des motifs
YXXO dans les domaines cytoplasmiques de HSV-1 gE et gB sont responsables du
mouvement directionnel de ces deux protéines de I'enveloppe aux jonctions cellulaires, qui
se situent a la surface basolatérale ([293], [294]). I1'y a de fortes indications que le ciblage de
gE a la surface latérale promeut la propagation directe de particules de HSV-1 de cellule a
cellule dans les cellules polarisées ([293]). Finalement, le motif YXXO joue également un

role crucial dans le transport de gB du RE (réticulum endoplasmique) au Golgi pour



93

différents virus herpes ((295], [296]). Les divers motifs a base de tyrosine YXXO conservés
dans le domaine cytoplasmique des différentes protéines de I'enveloppe d’alphaherpésvirus,
en influencant la localisation et la fonction de ces protéines, jouent un role dans différents
aspects du cycle de vie viral, incluant le ciblage de ces protéines aux sites d'enveloppement
des capsides virales, la modulation du systtme immunitaire, et la stimulation de la
propagation intercellulaire des virus.

Outre des motifs tyrosine YXX0), deux clusters acidiques existent dans le domaine
cytoplasmique de gM. ['un se situe en amont du premier motif tyrosine et contient des sites
potentiels de phosphorylation par la kinase caséine II (Fig. 1 bloc en vert). I autre se situe
juste en aval du premier motif tyrosine (Fig.1 bloc en bleu). Un nombre limit¢ d'exemples
illustre le role de ces clusters dans la régulation du transport des protéines virales. Certaines
¢quipes de recherche ont démontré quune substitution de résidus phosphorylables au sein
dun cluster acidique présent dans la queue cytoplasmique de VZV gE cause une
relocalisation de gE du TGN a la membrane plasmique ([297], [298]).

Dans la littérature, les motifs riches en arginine sont des séquences consensus
souvent présentes dans les protéines de liaison a TARN qui jouent un role dans la
transcription, la traduction, le trafic et I‘emballage de TARN. Toutefois, d'autres roles dans
divers évenements cellulaires ont également ¢été assignés a ces motifs, incluant la
translocation des protéines transmembranaires ([299], [300)) et la rétention au RE ([301)).
De plus, il a ét¢ rapporté quune région riche en arginine coopere avec le signal de
localisation nucléaire (NLS) de la protéine régulatrice ICP27 dHSV-1, ce qui est nécessaire
pour sa localisation efficace au noyau et l'expression des genes viraux tardifs ([302]).

Lorsque exprimée seule, la glycoprotéine gM des virus beta- ou gamma-herpesvirus
est localisée dans le RE. Toutefois, pendant une infection, gM se localise au TGN avec la
collaboration d’une autre glycoprotéine virale, gN, avec qui elle forme un complexe dans de
nombreux virus herpes ([282], [252], [303], [269], [304], [259], [242], [257]). Par contraste,
HSV-1 gM se localise au TGN lorsque exprimée tout seule ([261], [305]), Ceci suggere que

HSV-1 gM contient des signaux de localisation intrinseques qui I'amenent au TGN
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indépendamment de gN. Les signaux de trafic intracellulaire présents dans le domaine C-
terminal cytoplasmique de gM constituent naturellement d’'excellents candidats permettant
le ciblage de gM au TGN. Malgré tout, gM se localise dans les invaginations de la
membrane nucléaire a la phase précoce de linfection, ce qui suggere que gM peut étre
localisée ailleurs quau TGN et que dautres protéines virales participent a ce processus
([305)). Finalement, gM se trouve au site denveloppement en phase tardive de linfection et
elle est présumée jouer un role dans I'enveloppement final, probablement en interagissant
via sa queue cytoplasmique avec les protéines tégumentaires présentes sur les
nucléocapsides cytoplasmiques, par exemple, UlL49 ([262], [180c], [181]). En résumé, il
semble donc que le domaine C-terminal cytoplasmique de HSV-1 gM soit important pour
la localisation et la fonction de gM.

Dans le but de mieux caractériser la partie carboxyl-terminal cytoplasmique de
HSV-1 gM, nous avons construit un mutant qui code pour une protéine gM qui n'exprime
plus sa queue C-termimale cytoplasmique (gMAC). Dans les cellules transfectées, gMAC
est considérablement compromise dans son transport intracellulaire vers le TGN et retenu
dans le réticulum endoplasmique. Pendant une infection, un virus recombinant contenant la
méme délétion du domaine C-terminal cytoplasmique de gM (HSV-1 gMAC) se réplique
plus lentement et semble affecter spécifiquement au niveau de Tenveloppement
cytoplasmique des capsides virales. LLa propagation intercellulaire des virus recombinants
est également atténuée, suggérant que la queue C-terminale cytoplasmique de HSV-1 gM
est fonctionnelle dans les cellules infectées et nécessaire pour une production viral efficace.
Considérant I'implication d’autres protéines virales dans la localisation de HSV-1 gM, nous
avons alors entrepris didentifier les partenaires viraux qui interagissent spécifiquement avec
son domaine C-terminal. Une approche par le systtme de double-hybride a permis
l'identification de plusieurs candidats potentiels. Etrangement, aucun d’'eux ne semblent a
priori responsable de la localisation de HSV-1 gM. Par contre, ces partenaires influencent

probablement la fonction de gM.
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Fig.1 Alignement des séquences de domaine cytoplasmique des homologues gM de
membres des virus herpes. A) Alignement multiple des séquences des domaines cytoplasmiques des
homologues gM de six membres de sous-famille alphaherpésvirus. Les séquences des homologues gM de
HSV-1, HSV-2, EHV-1, EHV-4, PrV, BHV-1 correspondent aux numéros daccession Uniprot Po4288,
P89433, Q6S6V2, 039292, Q9DIL74, et P52370 respectivement. B) et C) Alignement des séquences du
domaine cytoplasmique de gM d'HSV-1 avec ceux des membres des autres sous-familles de virus herpes. Les
séquences des homologues gM de HSV-1, HCMV, MHV68 proviennent de numéro d'accession Uniprot,
Po4288, P16733, et O41956 respectivement. Les acides aminés identiques sont indiqués par des astérisques
(*), et les substitutions conservées ou semi-conservée par «:» ou «.» respectivement. Les motifs YXXO sont
surlignés en jaune, les sites potentiels de phosphorylation pour la caséine kinase en vert, les clusters acidiques
en bleu, et les régions enrichies en arginine en gris. Les positions des acides aminés pour chaque séquence

(numérotation basée sur les protéines précurseurs) sont présentes a la droite de chaque bloc.
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MATERIELS ET METHODES

Cellules et virus. Les cellules BHK, Véro, Hel a et 143B tk™ ont été cultivées dans le
milieu de DMEM (Dulbecco's modified Eagle’s medium, Sigma-Aldrich) supplémenté
avec 10% de sérum de bovin foetal (Medicorp), 2 mM L-glutamine (Invitrogen), et des
antibiotiques (1oo U/ml pénicilline et 100 ug/ml de streptomycine) a 37 °C avec 5% de COx.
Pour les cellules 143B tk™, 15 ug/ml de 5-bromo-2 désoxyuridine (Sigma-Aldrich) a été
ajouté dans le milieu, sauf avant ou durant une infection. Les virus de type sauvage HSV-1
17" et les virus mutants (voir ci-dessous) ont tous été propagés sur des cellules BHK et leurs

titres déterminés par essai de plaque sur des cellules Véro.

Analyse de double-hybride en levure. I'analyse de double hybride en levure a été
effectuée comme décerit dans larticle précedent ([264]) selon le protocol du fabricant
(Clontech). En bref, les souches de levure AH109 et Y187 sont transformées a I'aide de 1 mg
d'ADN plasmidique de proie (pGADT7-DEST) ou appats (pGBKT7-DEST),
respectivement. Les colonies diploides ont été cultivées pendant 2 jours a 30°C et par la
suite transférée sur les pétrie contenant le mileu SD (+2 % agar) selective pour leu/trp/his.
Des interactions ont ¢été considérés comme positives, si au moins 3 ou 4 colonies ont
formées. Les genes cellulaires c-myc (pGBKT7) et max (pGADT7) ont été inclus comme
controles positifs, tandis que les vecteurs vides pGADT7 et pGBK'T7 ont ét¢ utilisés

comme témoins négatifs.

Analyse de la croissance en une seule étape. Des cellules BHK ou 143B tk™ étalées
sur des plaques a six puits ont été infectées a une multiplicité d'infection (MOI) de 10 avec
du virus de type sauvage (HSVwt), HSVAgM, ou HSVgMAC, puis recouvertes de milicu
de culture standard. A différents moments, les surnageants ont ¢té¢ récoltés et les virions

concentrés pendant 1 h a 39,000x g, remis en suspension dans un tampon de MN'T (30 mM
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MES [acide morpholineethanesulfonique], oo mM NaCl, et 20 mM Tris-HCIL, pH 7.4), et
surgelés dans de l'azote liquide. ILa quantité de virus infectieux dans les échantillons a été

mesurée par titration sur les cellules Véro.

Transfections et Infections. Pour les transfections, des cellules 143B tk™, Hel.a ou
BHK ensemencées sur des lamelles de verre dans des plaques a 24 puits ont
individuellement ¢t¢ transfectées avec 0.8 ug de pEGFP-gM/CTL., pCR3-N-myc, pCR3-
N-HA-ULio, pCR3-N-HA-ULI0oAC, ou co-transfectées avec 0.4 ug de pEGFP-
gM/CTL et 0.4 ug de pCR3-N-myc a l'aide de Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Vingt-
quatre heures plus tard, les cellules ont été fixées et perméabilisées pour la microscopie
d'immunofluorescence. Pour les infections, les cellules ont été ensemencées la veille sur des
plaques a 24 puits contenant des lamelles. [e lendemain, elles ont ét¢ infectées avec les virus
de type sauvage HSV-1 17" 2 un MOI de 2 pour 1 h a 37°C (phase d'absorption), puis
cultivées dans un milieu de culture standard a 37°C pour les durées indiquées. Tous les
¢chantillons ont été traités pour la microscopie d'immunofluorescence tel que décerit ci-

dessous.

Immunofluorescence. Les cellules ont été fixées avec 3% de paraformaldéhyde dans du
tampon phosphate salin (PBS) et lavées avec du PBS, et le résidu de fixateur inactivé avec
50 mM NH_CI dans du PBS. Les cellules ont ensuite €t¢ perméabilisées en utilisant 0,1%
de Triton X-100 pendant 4 min et les sites de liaison non spécifiques bloqués avec 10% de
sérum de bovin foetal. Les spécimens ont été marqués pendant 1 h a température ambiante
ou une nuit a 4°C avec des anticorps primaires dilués dans 10% sérum de bovin foetal. Ils
ont ensuite ¢t¢ lavés et incubés avec des anticorps secondaires appropriés. Les échantillons
ont finalement ¢t¢ montés sur des lames avec du Mowiol contenant o,1 ug/ml de Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich) pour marquer les noyaux. Les anticorps suivants ont été utilisés:
PAS98o polyclonal anti-gM (provenant de Lynn Enquist), anti-TGN46 (Serotec), HA-F7

anti-HA (Santa Cruz), anti-myc (Covance Research Products), anti-ICP4 et anti-ICPo
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(Abcam), AGVos3r anti-UlL49 (gracieuset¢ de Gillian Elliott), anti-UI .38 et anti-UI 35 (don
de Gary Cohen et Rosalyn Eisenberg), anti-UL 28, anti-UI 33, et anti-UL 31 (obtenu de Joel
Baines), anti-Ul 34 (obtenu de Susanne Bailer). Tous les anticorps secondaires (Alexa488,
et 508) proviennent de Molecular Probes. [.a microscopie a fluorescence a été réalisée avec
un microscope a fluorescence Axiophot a grand champ (Zeiss) muni de filtres et dune
caméra Retiga 1300 (Q Imaging). Les images ont été acquises et analysées avec le logiciel
d'imagerie du Nord Eclipse (EMPIX Imaging) et traitées et assemblées avec Photoshop
6.0 (Adobe).

Immunoprécipitation. Des cellules ensemencées dans un pétri de 10 cm ont été
infectées avec les virus HSV-1 gM/CTL.. Apres 16 heures, elles ont été lysées dans 1 ml de
tampon RIPA (radioimmunoprecipitaiton assay) glacé¢ contenant des inhibiteurs de
protéinases fraichement ajoutés (1oo uM chacun de chymostatin, leupeptin, antipain,
pepstatin; Sigma,). Les lysats cellulaires ont ensuite été recueillis dans des eppendorf de
1,5ml, vortexés, et centrifugés a i18ooox g pendant 15 min a 4°C. Le surnageant (lysat total) a
été réeolté et transféré dans des nouveaux tubes. Pour Tlimmunoprécipitation, les
¢chantillons ont tout abord été incubés avec du sérum de souris pré-immun pendant 15 min
a 4°C (6 ul sérum/échantillon) afin déliminer les interactions non spécifiques. Un anticorps
monoclonal anti-VSV G a ensuite ét¢ ajouté dans les échantillons et incubés pendant 1h a
4°C avec agitation. Subséquemment, des billes d'agarose couplées a la protéine A (Roche)
lavées avec le tampon RIPA ont été ajoutées aux lysats et les échantillons incubés encore th
a 4°C avec agitation. Nous avons ensuite récolté les billes d'agarose par centrifugation et les
avons lavé 2 fois avec le tampon RIPA et une fois avec 10 mM Tris-HCI (pH 7.2) glacé. Les
complexes danticorps-antigenes ont été précipités par centrifugation (20 sec a 12 0oox g) et
remis en suspension dans du tampon SDS-PAGE. Pour dénaturer les protéines, nous
avons chauffé les échantillons a 37°C pendant 1th ou 56°C pendant 2 min pour éviter
lagrégation de gM ([244]). Les échantillons ont été analysés par SDS-PAGE, transférés

sur une membrane de difluorure de polyvinylidéne, et sondés avec 1'anticorps polyclonal
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anti-gM PASg8o ou des anticorps contre divers partenaires potentiels, tel quiindiqué. La
détection des protéines a ¢ét¢ réalisée avec un kit Super Signal West Pico

chimiluminescence (Pierce) et des films légers de Kodak BioMax.

Microscopie électronique. Des cellules BHK ou 1438 ensemencées dans des pétris de
10 cm ont été infectées avec des virus de type sauvage HSV-1 17" a un MOI de 1 et incubées
pendant 16 h a 37 °C. Les cellules ont été lavées 2 fois avec un tampon cacodylate o.1 M,
ensuite fixées avec 2.5% de glutaraldéhyde dans un tampon cacodylate de sodium (o,1 M pH
7,27,4) pour 1 h a température ambiante et laissées toute la nuit dans o.5% de
glutarald¢hyde/o.1 M cacodylate de sodium. Le lendemain, elles ont été post-fixées avec 1%
d'osmium tetroxide/o.1 M cacodylate de sodium, contrastées pour 1 h a 4°C avec 2%
uranylacetate aqueuse, progressivement déshydratées dans l'alcool, incorporées dans
I'Epon 812 et sectionnées avec une ultramicrotome de Reichert. Des sections de soixante-
quinze nanometres ont ¢t¢ analysées avec un microscope €lectronique a transmission
Phillips 300. Pour chaque condition, des lamelles ont été ajoutées dans les pétris et utilisées
pour confirmer Tefficacité¢ de Tinfection par immunofluorescence. I.a localisation des

capsides a ¢ét¢ analysée a partir de 10 champs choisis au hasard.
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RESULTATS

La queue C-terminale de HSV-1 gM est requise pour la localisation de gM
au TGN. Afin de déterminer si la queue C-terminal cytoplasmique de HSV-1 gM est
fonctionnelle, nous avons construit deux plasmides qui expriment gM en entier (pCR3-N-
HA-ULio) ou sans ses résidus 340-473aa carboxyl terminaux (pCR3-N-HA-UL10oAC;
Fig.2A). Les deux plasmides ont ensuite été transfectés individuellement et la distribution
intracellulaire de gM analysée par immunofluorescence. Lorsquenticre, gM se localise
exclusivement dans une région périnucléaire compactée qui colocalise avec un marqueur du
TGN (T'GN46), tout comme la version taggée EGFP de HSV-1 gM que nous avons
construit dans une étude précédente ([305)) (Fig.2B, panneaux supérieur). De facon
intéressante, gMAC ne s'accumule pas au TGN mais est plutot distribuée dans une
structure dispersée et tubulaire sapparentant au réticulum endoplasmique (Fig.2B,
panneaux inférieur). L.e meme résultat a été¢ obtenu dans deux autres lignées cellulaires
Hel.a et BHK (données non montrées). Ce résultat suggere que le domaine C-terminal
cytoplasmique de gM permet le transport de gM du réticulum endoplasmique vers le

TGN.
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Fig.2 L’effet du domaine C-terminal cytoplasmique de gM sur sa localisation subcellulaire.
A) Schéma illustrant la topologie membranaire prédite pour HSV-1 gM, ainsi que celle de gM sans son
domaine cytoplasmique B) Les plasmides pCR3-N-HA-ULio et pCR3-N-HA-UL10AC, qui exprime la
forme sauvage de gM ou gMAC fusionnée avec le tag HA respectivement, ont été transfectés
individuellement dans les cellules 143B. Vingt-quatre heures plus tard, les cellules ont été fixées,
perméabilisées, et marquées en vert avec anticorps anti-HHA. Les TGN sont marqués en rouge avec anticorps

anti- TGN 46 et les noyaux en bleu avec du Hoechst.
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La délétion du domaine C-terminal cytoplasmique de HSV-1 gM affecte la
réplication virale dans les cellules BHK. Etant donné que la délétion de la queue
C-terminal cytoplasmique de gM suggere un role de ce domaine dans le transport
intracellulaire de gM dans le contexte d'une transfection, nous avons par la suite évalué son
importance dans le contexte d'une infection. Pour ce faire, nous avons généré un virus
mutant (nomm¢é HSVgMAC) codant pour gM sans son domaine carboxyl-terminal
cytoplasmique (délétion des acides aminés 340 a 473). Nous avons aussi généré un second
mutant (nomm¢é HSVAgM) dépourvu enticrement de gM afin de distinguer le role
spécifique de la queue cytoplasmique de gM sur le virus. Ces mutants ont été construits en
utilisant le bacmide pHSV-1(17")bluelox par recombinaison homologique tel que décrit
précédemment ([305]). Ces mutations ont été confirmées par séquencage, puis les virus
recombinants correspondants ont été reconstitués par transfection des bacmids dans des
cellules mammiferes. LLa présence de virus mutants infectieux dans le surnageant de ces
cellules transfectées est cohérent avec les études précédentes qui rapportent que gM nest
pas essentielle pour la réplication de HSV-1 en culture cellulaire ([234], [244]). Bien que les
deux virus mutants se répliquent adéquatement, ils présentent toutefois une cinétique de
croissance légerement retardée par rapport au type sauvage (Fig.3A). Cependant, la
quantit¢ finale de virus produite par les cellules BHK infectées par HSVAgM est
¢quivalente a celle du virus de type sauvage. Etonnemment, le phénotype du virus
HSVgMAC est nettement plus sévere et produit 5 a 6 fois moins de virus que la souche
sauvage a 24 et 48 hpi lorsque propagé dans des BHK. Il est a noter que cette atténuation
de production virale na pas été observée dans les cellules 143B (Fig.3B), ce qui indique que

I'importance de ce domaine cytoplasmique de la gM dépend du type cellulaire.

Réle du domaine C-terminal cytoplasmique de gM dans la propagation de
HSV-1 de cellule a cellule. Afin de confirmer le role de la queue cytoplasmique de gM

dans la réplication de HSV-1, nous avons examiné la taille des plaques. Comme montré
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dans la Fig.4, HSVAgM produit des plaques 25% plus petites que les plaques sauvages
(HSVwt), ce qui confirme un role limit¢ de gM en culture cellulaire. De nouveau, la
délétion du domaine C-terminal cytoplasmique de gM a un phénotype nettement plus
prononcé que la délétion de gM en entier et réduit jusqua 50% la taille des plaques. La
formation des plaques sur l'agarose est principalement due a la propagation directe des
virus de cellule a cellule. Parce que l'agarose limite grandement le mouvement de virus, les
nouveaux virions peuvent seulement infecter les cellules contigués. De ce fait, 1a taille des
plaques représente plus ou moins l'efficacité de la propagation intercellulaire de virus. Par
conséquent, le domaine cytoplasmique de gM pourrait étre impliqué dans la propagation

des particules virales infectieuses aux cellules adjacentes.
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Fig.3 L’analyse de la cinétique de croissance (étape unique) des virus HSV-1 de type
sauvage (HSVwt), délété pour gM en entier (HSVAgM) ou seulement délété pour la queue
carboxyl-terminal de gM (HSVgMAC). Des cellules A) BHK ou B) 143B ont ét¢ infectées a un MOI
de 10. Le surnageant a été récolté a I'heure indiquée et concentré par centrifugation. Les titres de virus
infectieux libérés dans le surnageant ont été ensuite déterminés par essai de plaque sur des cellules Véro.

Chaque point représente la valeur moyenne des duplicata et les barres d'erreur indiquent I'écart-type.
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Fig.4 L’effet de 1a délétion du domaine C-terminal cytoplasmique de gM sur la taille des
plaques. A) Morphologic des plaques formées sur les cellules Véro par les virus de types sauvages ct
recombinants par microscopic en contraste de phase. B) Mesure du diametre moyen des plaques pour chaque
virus. Chaque point représente la moyenne de 100 a 200 plaques. Les barres d'erreur indiquent 1'écart type.
Les valeurs de p ont été déterminées au moyen d'un student t-test avec logiciel prism 1.0 (GraphPad)
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Analyse par microscopie électronique du role du domaine C-terminal
cytoplasmique de gM dans I'assemblage et la relache des virions de HSV-1.
Afin de déterminer plus précisément la ou les étape(s) du cycle de réplication qui pourraient
étre affectée(s) par la délétion du domaine C-terminal cytoplasmique de gM, nous avons
effectué des études ultrastructurales. Dans le cas de cellules BHK infectées avec la souche
controle de type sauvage (HSVwt), des particules virales enveloppées ont facilement été
détectées dans le cytoplasme et T'espace extracellulaire, alors que peu des nucléocapsides
nues ont été observées dans le cytoplasme (Fig.5C et D). Dans le cas des cellules infectées
avec les mutants de gM, beaucoup plus de nucléocapsides nues saccumulent au cytoplasme
et souvent dans la région de lappareil de Golgi (Fig.5E-H). Pour HSVgMAC en
particulier, les nucléocapsides cytoplasmiques se trouvent souvent entourées par des petites
vésicules membranaires présentes dans de la matiere dense aux électrons, présumément de
la nature tégumentaire (Fig.5G et H). En dépit de l'accumulation des nucléocapsides
cytoplasmiques, I'enveloppement secondaire a toutefois ét¢ observé (voir les fleches fermées,
Fig.sF et H) pour les deux mutants, quoique avec une fréquence plus faible que pour la
souche sauvage. Finalement, contrairement au virus sauvage et au mutant HSVAgM, des
virions extracellulaires enveloppés ont rarement été détectés dans les cellules infectées avec
HSVgMAC (Fig.5G). Ces observations ont ét¢ confirmées par une analyse quantitative du
nombre des capsides avec ou sans enveloppe présents dans le noyau, le cytoplasme ou
l'espace extracellulaire (Fig. 51). Les pourcentages du nombre des capsides dans chaque
catégorie par rapport au nombre des capsides totaux par cellule ont été calculés et comparés
entre le virus sauvage et les virus mutants. Tel quiindiqué plus haut, ces phénotypes n'ont
pas été observés dans les cellules 143B (données non présentées). Ces observations
ultrastructurales sont conforment avec le ralentissement de croissance des virus mutants
observés par essai de plaques et les courbes de croissance et suggerent que le domaine C-
terminal cytoplasmique de gM pourrait favoriser Tenveloppement final et la relache de

virions enveloppés, mais que cette fonction dépend du type cellulaire.
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Fig.5 Analyse par microscopic électronique. A-H) Des cellules BHK ont ét¢ infectées avec HSVwr,
HSVAgM, HSVgMAC ou sans virus (MOCK) a un MOI de 1 et analysées 16 heures plus tard. Les
panneaux B, D, F, H représentent des images a plus fort grossissement des panneaux A, C, E, G,
respectivement. [La barre déchelle est indiquée en bas de chaque panneau. Les fleches fermées représentent
les virus envelopppées dans le cytoplasme. Les astérisques représentent I'empilement de saccules de Golgi. I)
L'analyse statistique des pourcentages du nombre des capsides nonenveloppés ou enveloppés présents dans le
noyau, le cytoplasme ou 1'espace extracellulaire par rapport au nombre des capsides totaux par cellule. Pour
coordonnée-X, nucleus : capsides nucléaires; total cyto : capsides totaux dans le cytoplasme; nonenv : capsides
nonenveloppés dans le cytoplasme; env : capsides enveloppés dans le cytoplasme; extra : virions extracellulaire.
Chaque colonne représente la moyenne des 10 cellules. Les barres d'erreur indiquent I'écart type. Les valeurs

de p ont été déterminées au moyen d'un student t-test avec logiciel prism 1.0 (GraphPad).
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Criblage des partenaires d’interaction de la portion C-terminale de HSV-1
gM. Les résultats précédents suggerent I'implication de la queue C-terminale de gM dans
le transport et/ou la relache des nouveaux virions. De plus, nos résultats par transfections
indiquent que la portion C-terminale de gM est essentielle pour le transport de gM du ER
au TGN. Récemment, une ¢tude des interactions de toutes les protéines virales de HSV-1
avec un systeme de double-hybride en levure (yeast two-hybrid system) a été rapportée
([264]). Dans cette ¢étude, 111 interactions différentes entre les protéines virales ont été
identifiées, dont 20 interagissent avec gM lorsque exprimée entie¢rement (i.e. acides aminés
1-473). Afin de mieux cibler le role de la queue C-terminale de gM, nous avons répété ce
criblage en utilisant un fragment qui ne code que pour le domaine C-terminal de gM
(acides aminés 340-473) et identifiée 14 patenaires viraux potentiels. Afin de déterminer si
un ou plusieurs des partenaires potentiels de la queue C-terminale de gM interagissent in
vivo, nous avons dabord examiné sils colocalisent avec gM lorsque co-exprimés. Puisque
des anticorps ne sont pas disponibles pour toutes ces protéines, nous avons d'abord sous-
cloné les 13 candidats (construction de ICPo non disponible) dans le plasmide pCR3-N-
myc qui inclue un tag myc en amont. Ces plasmides ont ensuite été transfectés un a un ou
co-transfectés individuellement avec le plasmide pEGFP-gM/CTL., qui lui code pour une
version GFP et VSV G taggée de HSV-1 gM. La localisation subcellulaire de ces protéines
et de gM a finalement été examinée par immunofluorescence (Fig.6A-M et table 1). Parmi
les 13 candidats, UIL43, UL56 et Usz2 colocalisent partiellement avec gM dans la région du
Golgi/T'GN (Fig.6G, K, L). Dans les trois cas, ces protéines se localisent au méme endroit
en l'absence de gM (Fig.6N, O, P), ce qui suggere que leur localisation ne dépend pas de
gM. Toutefois, ceci n'exclut pas leur association avec gM dans ce compartiment. Il est a
noter que nous n‘avons pas observé d-altération de la localisation de gM par aucun de ses
partenaires potentiels et gM demeure toujours au TGN lorsque transfectée, un résultat qui
nous laisse croire quaucun de ces partenaires potentiels de gM n'est responsable de la

localisation de gM au TGN tard lors d'une infection ([305], [278]).
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pancellulaire pancellulaire
nucléoplasme nucléoplasme
cytoplasme pancellulaire
RE RE
nucléoplasme nucléoplasme
pancellulaire pancellulaire
RE, RE,
juxtanucleaire juxtanucleaire
pancellulaire pancellulaire
pancellulaire pancellulaire
RE RE

cytoplasme et cytoplasme et
ponctuée, Golgi  ponctuée, Golgi

cytoplasme, cytoplasme,
Golgi (membrane Golgi
associée)

nucléoplasme, nucléoplasme,
cytoplasme cytoplasme
ND ND

ND : non déterminées , construction non disponible

*: UL28a se réfere a un fragment de UL28 (1-340aa)

TGN

TGN

TGN

TGN

TGN

TGN

TGN
(partiellement
imbriqués)
TGN

TGN

TGN

TGN
(partiellement
imbriqués)
TGN
(partiellement
imbriqués)
TGN

ND
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Fig.6 Effet des partenaires viraux potentiels sur la localisation subcellulaire de gM. Les
plasmides pCR3-N-myc qui expriment différents partenaires d'interaction viraux potentiels ont été transfectés
individuellement (panncaux N, O, P) ou co-transfectées avec le plasmide pEGFP-gM/CTL (panncaux A-
M) dans les cellules 143B. Apres 24h post-transfection, les cellules ont été fixées, perméabilisées et incubées

avec des anticorps dirigés contre la protéine myc (rouge) ainsi que du Hoechst (blew).
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Puisque Ia localisation de gM pourrait dépendre de partenaires additionnels, nous
avons ensuite examiné in vivo la localisation de gM avec ses partenaires endogenes
potentiels dans le contexte d’une infection, i.e. en I'absence de tag myc. Faute d'anticorps
pour certains partenaires (Table 2), nous navons testé que 8 des 14 partenaires. Deux
cinétiques dinfection ont été choisies; dune part en phase précoce de linfection (4 hpi) et
d'autre part en phase plus tardive de Tinfection (10 hpi). Nous avons déja précédemment
démontrée que gM se retrouve exclusivement dans des invaginations de la membrane
nucléaire en phase précoce de Tinfection (a partir de 4 hpi) ([305)). Si un quelconque
partenaire interagit avec gM a ce moment, il devrait se retrouver au méme endroit et
pourrait étre impliqué dans le ciblage nucléaire de gM. Comme illustré dans la figure 7A et
résumé dans le table 2, les 8 partenaires peuvent étre regroupé en trois catégories a 4hpi : 1)
certains partenaires ne sont pas détectables a 4 hpi, par exemple, UL28 et UL 38 (données
non présentées); 2) les autres partenaires sont détectables mais ne colocalisent pas avec gM
dans les invaginations de la membrane nucléaire. Ceux-ci incluent UL 31, Ul 34, et UlL49,
confirmant une étude précédente ([305], voir l'article I). Par ailleurs, bien quTCP4 se trouve
au noyau, cette protéine est plutot dispersée dans le nucléoplasme et ne colocalise pas avec
gM (Fig.7A, panneau supérieur); 3) certains partenaires colocalisent partiellement avec gM
ou sont adjacents a gM. Il sagit tout dabord de ICPo, qui est dispersée dans le
nucléoplasme mais agglomérée dans certaines régions ou se trouve gM (Fig.7A, panneau
au milieu). UL33 se localise dans le cytoplasme mais aussi en foyers dans le noyau (Fig.7A,
panneau en bas). Malheureusement, puisque que Tl'anticorps anti-UL.33 de lapin est de
méme espece que celui de 'anticorps anti-gM, on ne peut effectuer le double-marquage avec
aM. 11 reste donc a vérifier si cette localisation nucléaire se chevauche avec gM. A 10 hpi
(Fig.7B), lorsque gM est nettement présente a la membrane nucléaire et commence a sortir
du noyau pour atteindre le TGN (Fig.7B; panneau supérieur), seulement UL31 et Ul34
colocalisent avec gM a la membrane nucléaire parmi les 8 partenaires testés (UL 28, Ul 33,
UL 38, UL31, Ulz4, UlLgg, ICPo, ICP4) (Fig. 7B).

Afin de confirmer l'interaction putative entre gM et ses partenaires potentiels, nous
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avons examiné leur co-immunoprécipitation a partir dun lysat de cellules infectées. Pour ce
faire, nous avons utilis¢ un virus recombinant (HSV-gM/CTL.) qui contient un tag VSV G
fusionné a D’extrémité C-terminale de gM, puisque nettement plus efficace pour
immunoprécipiter gM quavec notre présent anticorps contre la protéine (données non
montrées). De plus, puisque I'anticorps contre gM provient du lapin et celui contre VSV G
de la souris, cela nous évite de détecter les anticorps utilisés pour Iimmunoprécipitation,
anticorps dont la chaine lourde migre malencontreusement au méme poids moléculaire que
gM et la masque. Les cellules ont donc été infectées pendant 16 heures avec le virus mutant
ou, comme controle, un virus de type sauvage qui ne contient pas de tag VSV G. Cette
analyse révele que l'anticorps contre VSV G immunoprécipite spécifiquement la version
taggée de gM mais pas la version sauvage de gM (50 kDa, indiquée par une fleche rouge) ni
d'autres protéines a partir de lysats non infectés (Fig. 7C, panneau supérieur). On peut aussi
remarquer que le tag VSV G a ralenti la migration de gM exprimée par le virus
recombinant, confirmant quil est bel et bien fusionné a gM. Deux autres bandes avec une
migration plus rapide que gM ont aussi été précipitées. Celle juste au-dessus de gM
(environs 55- 60 KDa, indiquée par une fleche noire) se trouve également dans le lysat total
et le «flowthrough» de lysat infect¢ avec HSVwt (i.e. immunoprécipitation non
quantitative), lorsque I'immunoblot est expos¢ plus longuement, correspond probablement
a la forme mature de gM. Tel que mentionné dans l'introduction, gM a la particularité¢ de
former des agrégats lorsqu'on la fait bouillir ([244]). Tous les échantillons pour
I¢lectrophorese ont done été chauffés a 56°C avant détre déposés sur le gel. [La bande au
haut du gel (aux environs de 150 kDa, indiquée par fleche blanche) pourrait donc étre un
complexe qui n'a pas été¢ séparé due a une dénaturation incomplete a 56°C. Ce complexe
représente possiblement des oligomeres de gM ([306]) ou bien un complexe de gM avec un
ou plusieurs de ses partenaires. Pour vérifier cela, nous avons incubé a nouveau la
membrane avec les anticorps contre les 8 partenaires. Malheureusement, les anticorps de
UlL38, ICPo, ICP4 se sont avérés inefficaces pour western blot. Pour les cinq autres

molécules, tel que démontré dans la figure 7C et résumé dans le table 2, aucune protéine
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testée ma ¢t¢ immunoprécipitée avec gM, incluant UL31 et UlL3z4 qui colocalisent pourtant
avec gM dans la membrane nucléaire a 10 hpi (Fig. 7B), et ULL49 qui interagit avec PRV
gM ([262]). Il est important de noter que ces protéines testées ont spécifiquement été
détectées dans les lysats cellulaires et les « flowthrough » de cellules infectées, indiquant que
ces antiséra sont fonctionels.

Jusqu'a présent, le criblage des partenaires potentiels du C-terminal de gM n'a donc
identifi¢ aucun partenaire dlinteraction virale de facon définitive. Toutefois, plusieurs
proteines se sont avérées fort intéressantes, ce qui inclut UlL43, UL56, Usz2, ICPo, Ul 33,
UL31, ULz4. De plus, ce criblage n'est pas complet puisque certaines protéines de la table 2

n'ont pu étre testées puisquaucun anticorps nest présentement disponible.



Table 2

NDi : anticorps non fonctionnel
ND2 : anticorps non disponible
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Fig.7 Localisation intracellulaire de gM et ses partenaires d’interaction viraux potentiels
dans le contexte d’'une infection. La localisation des partenaires potentiels (A) en phase précoce de
l'infection (4 hpi) et (B) en phase tardive de linfection (10 hpi). Des cellules 143B ont ét¢ infectées avec la
souche sauvage de HSV-1 (HSVwt) a différents moments, ensuite fixées et marquées avec les anticorps
spécifiques contre les différents partenaires potenticels (I'anticorps de souris anti-ICPo et ICP4, les autres de
lespece lapin; en rouge,) ct lanticorps monoclonal de lapin anti-gM PASg8o (en vert). C)
Coimmunoprécipitation de gM taggée avec VSV G et ses partenaires potentiels. Des cellules 1438 ont été
infectées ou non par HSV-1 wt ou HSV-1 gM/CTL dont le C-terminal de la gM est fusionné avec un tag VSV
G. Apres 16h post-infection, les lysats cellulaires ont été immunoprécipités avec l'anticorps anti-VSV G. Les
immunoprécipitats ont ensuite été séparés par électrophorese et analysés par immunoblot avec les différents

anticorps contre gM ou ses partenaires potentiels. TL, total lysat; FL, flowthrough; BEF, bound fraction.



119

DISCUSSION

Nous avons démontré ici que le domaine C-terminal cytoplasmique de HSV-1 gM
est essentiel pour son transport du réticulum endoplasmique (RE) a I'appareil de Golgi
dans le contexte dune transfection (Fig.2). Ainsi, la délétion des résidus 340 a 473 aa de
domaine C-terminal cytoplasmique HSV-1 gM bloque presque complétement son
transport vers le Golgi. Il n'y a pas de signaux classiques de type KDEL ou KKXX pour la
rétention RE ou pour la localisation nucléaire (NL.S) au sein du domaine cytoplasmique de
gM (observation personnelle). Daautres signaux non classiques pourraient donc étre
engagés dans la rétention de gM au RE ou son ciblage nucléaire. Une caractéristique
intéressante du domaine C-terminal de HSV-1 gM est la présence des motifs a base de
tyrosine YXXO (YDEV aa 423-426, YAKI aa 435438, YDTV aa 451454, YSTV aa 467-
470), analogues a la séquence YT'DIE qui se trouve dans le domaine cytoplasmique de la
protéine G du virus stomatite vésiculaire (VSV G), un signal de transport connu pour le
transport du ER au Golgi ([307]). Un tel motif a d:ailleurs ét¢ démontré comme jouant un
role dans le transport du ER au Golgi de la glycoprotéine B de HSV-1 ([296]). Par rapport
a ses homologues, HSV-1 gM contient plusieurs motifs YXXO dans son domaine C-
teminal. L'existence de ces motifs exclusifs pourrait expliquer la localisation de gM au
TGN lorsque exprimée tout seule, contrairement aux autres homologues qui nécessitent la
formation d'un complexe avec la glycoprotéine gN pour atteindre ce compartiment.
Malheureusement, le mécanisme par lequel le motif YXXO) dirige I'export de protéines du
RE n'est pas bien compris. Une des possibilités est que le motif sert de site diinteraction
pour des protéines cellulaires qui ainsi masquent un signal de rétention RE non classique,
comme par exemple, le motif riche en arginine. Il est également possible que le motif (en
combinaison avec les acides aminés acidiques) puisse activement promouvoir le transport
de gM du RE au Golgi en établissant une interaction avec des éléments du manteau

COPII ([296]). Evidemment, les autres motifs comme le motif riche en arginine et le cluster
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acidique pourraient aussi ¢tre impliqués dans le transport intracellulaire de gM et ainsi
jouer un role pendant l'infection. Afin de déterminer si ces signaux de trafic intracellulaire
sont fonctionnels sans la délétion complete du domaine C-terminal cytoplasmique, la
mutagénese individuelle de ces signaux dans la queue cytoplasmique de gM est requise.

Outre I'apport de mécanisme de rétention au réticulum ou de transport actif hors de
ce compartiment, nous ne pouvons exclure que la délétion de la queue carboxyl terminal
entraine simplement un changement de conformation de gM dans la lumicre de RE,
causant ainsi la rétention de gM dans le RE via une interaction avec les protéines
chaperonnes. Il a dailleurs ¢été rapporté que des mutations au sein du domaine
transmembranaire de gB de HCMYV provoquent sa rétention dans le RE en permettant la
liaison de certaines chaperonnes ([308]). Pour le tester, il faudra analyser la stabilité de gM
sans son domaine C-terminal cytoplasmique. [.a mutagenese des divers motifs présents
dans gM sera aussi nécessaire pour mieux comprendre son transport intracellulaire. Ces
travaux sont présentement en cours.

Limportance du domaine cytoplasmique de gM durant le cycle de réplication de
HSV-1 a ét¢ examinée dans la présente étude par essais de plaques et microscopie
¢lectronique. Nous avons démontré une réduction légere de production virale des cellules
infectées avec les virus recombinants contenant une délétion du domaine C-terminal
cytoplasmique dans gM (Fig.3). Ce résultat est conforme avec ceux d'autres équipes qui ont
démontré que gM nest pas essentielle pour la réplication virale de HSV-1 en culture de
tissus mais que la délétion de gM diminue la production virale de facon modérée ([234],
[244], [271]). L production virale réduite pourrait étre expliquée par un défaut dans une ou
plusieurs étape(s) de la réplication virale. Dfapres les résultats de nos études
ultrastructurales (Fig.5), les nucléocapsides semblent étre assemblées et sortir normalement
du noyau sans difficulté, ce qui suggere que les virus ont réussi a entrer dans les cellules, a
déclencher la réplication de TADN viral, la transcription et la traduction de ses protéines, et
ont réussi a sassembler au noyau avant de migrer au cytoplasme. Toutefois, pour en étre

plus sure, il faudra déterminer quantitativement le taux de pénétration viral et la quantité
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d'ADN répliqué lors de linfection.

Les deux dernieres étapes du cycle viral semblent étre affectées. Ainsi, dans les
cellules infectées avec les mutant HSVgMAC, une accumulation des nucléocapsides
nonenveloppées dans le cytoplasme et une diminution du nombre des nucléocapsides
enveloppées a ¢t¢ observée (Fig.5), ce qui suggere un défaut dans Tenveloppement
cytoplasmique, et que gM joue un role durant cette étape. Toutefois, ces phénotypes
semblent variés selon le type de cellules, suggérant Timplication possible de facteurs
cellulaires dans ce processus. Dans la littérature, un phénotype similaire encore plus
prononceé a ¢t¢ observé pour un triple mutant de PRV délété des glycoprotéines gM, gk et
gl ([1]) ainsi que pour un double mutant de HSV-1 qui n'exprime pas gM et la protéine
tégumentaire ULi1 ([9g]). Dans ces études, des nucléocapsides enveloppées ont rarement
été observées dans le cytoplasme, ce qui indique des limitations additionnelles ou une
synergie par rapport a la simple délétion de gM. Cela pourrait aussi mettre en évidence une
possible redondance fonctionnelle de gM avec dautres protéines virales lors de
Ienveloppement final des capsides au TGN. ILabsence de virions enveloppés
extracellulaires avec HSVgMAC peut étre diie dune part a la diminution du nombre de
virions enveloppés intracellulaires, d'autre part a la relache moins importante de ces virions
du site d'enveloppement jusqua la membrane plasmique.

Il est intriguant de constater que la délétion de gM en entier produise un phénotype
moins prononcé que la seule délétion du domaine C-terminal cytoplasmique de gM (Fig.3,
4, 5). Deux explications viennent a l'esprit. La premicre est que la délétion de gM ne soit
pas «tight», i.e. quun peu de gM serait synthétisée malgré la mutation. Ceci est
techniquement possible puisque ce mutant a ét¢ généré par l'addition d'un codon stop
unique apres le second acide aminé de gM, alors que le reste de la séquence demeure
présente. Cette approche a été sélectionnée puisque le gene de gM couvre partiellement
UlLg, un gene essentiel au virus. I serait donc opportun de déléter enticrement gM du virus
pour voir si cela résulterait en une diminution plus importante de la production des virus.

La seconde explication est que la mutation dans le virus HSVgMAC est dominante, i.e.
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quen se liant aux partenaires de gM elle prévient leur fonctionnement. Pour vérifier ceci, il
faudrait surexprimer gMAC pendant une infection et voir quel phénotype on obtient. Nous
croyons toutefois que le premier scénario est le plus probable puisque I'absence complete de
gM dans une autre étude conduit a un phénotype similaire a celui de la délétion du domaine
cytoplasmique de gM dans la présente étude ([99]). Ceci nous permet donc de présumer
que le domaine C-terminal cytoplasmique de gM constitue la domaine fonctionnelle
essentiecl de gM dans son role de la morphogénese des virions et la propagation
intercellulaire.

Le mécanisme daction du domaine C-teminal cytoplasmique de gM dans la
production des virus HSV-1 demeure imprécis. Toutefois, I'ablation de signaux de trafic
intracellulaire, des motifs a base de tyrosine YXXO et des acides aminées acidiques entraine
la rétention de gM au RE dans le contexte dune transfection. Durant linfection, ceci
signifierait que gMAC est probablement absente au site denveloppement. A cet endroit,
gM pourrait normalement médier I'enveloppement final des nucléocapsides tégumentés en
faisant le pont entre le TGN et les protéines du tégument présentes sur les capsides
cytoplasmiques ([181], [180]). Malheureusement, nous navons pas pu déterminer la
localisation de gM dans le mutant HSVgMAC puisque T'anticorps anti-gM utilis¢ au
laboratoire est dirigé contre la portion C-terminale de la protéine, qui est absente dans ce
virus. Il nous faudra générer un nouveau virus recombinant contenant un tag fusionné a gM
ou alors de nouveaux anticorps.

Limpact des motifs sur la localisation de gM pourrait avoir d'autres impacts durant
le cycle de vie de HSV-1. Par exemple, HSV-1 pourrait usurper la machinerie d'endocytose
pour livrer certaines protéines requises au site denveloppement. A cet effet, il a été rapporté
que gM est capable de promouvoir linternalisation des plusieurs autres protéines de
Ienveloppe virale, incluant gD, gH et gl., des glycoprotéines qui ne sont pas reconnues
former des complexes avec gM ([261]). D'autre part, les motifs YXXO pourraient effectuer
une fonction similaire que pour gE en ciblant des protéines virales et les particules virales

aux jonctions cellulaires afin de promouvoir la propagation des virus de cellule a cellule.
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Ceci est conforme avec notre observation que la propagation intercellulaire a été inhibée
lorsque le domaine cytoplasmique de gM a été délété (Fig.4).

De plus en plus des données expérimentales mettent en évidence des interactions de
gM avec dautres protéines virales durant linfection. Dans la présente étude, nous avons
identifi¢ et testé 14 interactions potentielles de HSV-1 gM avec des protéines virales en
utilisant le fragment cytosolique C-terminal de la protéine. Il est fort possible que d'autres
interactions existent mais n‘aient pas été¢ détectées par le systeme de double hybride. Ce
manque de détection inclue T'auto-activation des protéines et I'absence dexpression des
protéines dans les levures, des problemes communs du systeme du double-hybride. De plus,
I'expression unique de la queue cytoplasmique de gM ne peut pas détecter les interactions
qui dépendent de l'oligomérisation de gM via ses domaines transmembranaires ou autres
domaines. La protéine ULL49A (gN) est un bon exemple, parce quelle interagit avec
lextrémité amino-terminale de gM et par conséquent, n'est pas présente dans notre liste.
Le second point est la spécificit¢ du double hybride avec un taux parfois élévé de faux
positifs. Dans la plupart des 14 protéines détectées dans le présent criblage, aucune
interaction na ¢été confirmée par immunofluorescence ou co-immunoprécipitation.
Naturellement, ces interactions pourraient nétre que transitoires. Pour UlL4o0, UlL52, ou
Uls3, UlL43, ULs6, Usz2, il na pas été possible de tester linteraction de gM avec ces
protéines endogenes pendant une infection, faute danticorps. Malgré ces limitations,
UlL43, UL56, Us2 colocalisent partiellement avec gM lorsque co-transfectées et constituent
donc des candidats fort intéressants. (Fig. 6G, K, L). De plus, UL31 et Ul34 (Fig. 7B)
colocalisent aussi avec gM a 1ohpi, mais cette interaction na pas ¢t¢ confirmée par
immunoprécipitation, ce qui pourrait refléter une interaction transitoire. Finalement, ICPo
et UL33 colocalisent partiellement avec gM en phase précoce de Tlinfection,
malheureusement, le faible niveau d'expression de gM a ce moment ([305]) nous empéche de
confirmer ces résultats par immunoprécipitation. D'autres études sont donc nécessaires
pour mieux comprendre la nature de ces interactions et leur implication pour le virus.

Toutefois, la présente étude démontre que gM interagie potentiellement avec beaucoup
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plus de partenaires que précédemment envisagés.



CHAPITRE III:

Discussion
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DISCUSSION

1. Spécificité et mécanisme du ciblage nucléaire de HSV-1 gM

Le premier article traite de la caractérisation du mécanisme du ciblage nucléaire de
HSV-1 gM. gM se retrouve au noyau tres tot pendant linfection, i.e. bien avant la
réorganisation du TGN (Fig.4, Article I) qui a lieu plus tard lors de l'infection. Cette
localisation ne peut donc étre une conséquence passive de la redistribution du TGN induite
par HSV-1. Par ailleurs, la portion nucléaire de HSV-1 gM ne transite pas par la voie de
séerétion a ce stade de Tinfection (Fig.6, Article I). Par conséquent, elle est donc redirigée
vers la membrane nucléaire immédiatement apres sa synthese au réticulum endoplasmique.
Ce phénotype nécessite 1'expression d'au moins une autre protéine virale, puisque la seule
transfection de gM ne cause pas la localisation de gM dans le noyau.

Le ciblage nucléaire de gM est un mécanisme rapide, actif et spécifique.
Malheureusement, la localisation nucléaire de gM ne dépend pas des partenaires
dlinteraction testés jusqua présent. Aucune proteine partenaire transfectée dans les cellules
exprimées gM na altér¢ la localisation de gM vers le noyau. De plus, a 4 hpi pendant une
infection, les partenaires, par exemple gN qui forme un complexe avec gM de plusieurs
virus herpes ([252], [255], [256], [240], [241], [257], [258]); gD et gH qui sont pourtant
redistribués de la membrane plasmique au TGN par gM ([261]); VP22(UIL49) qui interagit
avec la queue C-terminale cytoplasmique de PRV gM ([262]), ne colocalisent pas avec gM
au noyau (Fig. 9, Article I). De plus, UL31 et UL34, précédemment impliqués dans la
localisation de gM plus tard dans linfection ([263]), et qui colocalisent partiellement avec
gM au noyau a 10 hpi (Fig.7B, Article II) ne sont pas présentes aux sites nucléaires
marquées par gM a 4 hpi. ICPo et UL 33 semble étre colocalisee partiellement avec gM a ce
moment, malheureusement leur interaction avec gM n'a pas pu étre confirmée par

immunoprecipitation, et necessite ainsi des ¢tudes supplémentaires. 11 reste ¢galement
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quelques molécules a tester, pour lesquels des anticorps doivent d'abord étre générés.
Naturellement, T'implication des protéines cellulaires ne peut pas étre exclue et est fort
possible. Finalement, il est possible que des protéines cellulaires soient modifiées par le
virus ou quelles cooperent avec les protéines virales afin de médier le ciblage nucléaire de

M.

ae

2. Role potentiel de HSV-1 gM dans le noyau

Le role de HSV-1 gM au noyau demeure un mystere. Elle y joue probablement un
role completement différent de sa fonction au site de réenveloppement (voir plus bas). Bien
que les travaux de Leege et ses collegues suggerent que la suppression de gM n'a pas
d'impact sur la sortie nucléaire de PRV et HSV-1 ([99)), 1a possibilité d'un mécanisme de
compensation ne peut étre exclut si on considere la redondance fonctionnelle fréquemment
observée chez les virus herpes. De plus, la présence de gM sur la membrane nucléaire est
peu probablement simplement au hasard. Ce constat est corroboré par le fait que de
nombreuses protéines dinteractions virales de gM se trouvent dans le noyau, y compris
ICPo, ICP4, les protéines de I'emballage Ul 33, et la polymérase UL 30, ainsi que UL 31,
Ul34 ([188], [263]). Au noyau, gM pourrait démarquer un site de sortie nucléaire ou gM
assumerait un role d'échafaudage. Deuxiemement, gM pourrait induire ou entretenir des
invaginations nucléaires dans un effort pour réduire la distance totale entre le site de
réplication intracellulaire et le cytoplasme. II est a noter que ces invaginations nucléaires
sont détectables dans les cellules 143B, Hel.a et les cellules NRK (cette étude et des
données non présentées). En outre, les invaginations nucléaires ne sont pas spécifiques aux
cellules infectées mais ont également ét¢ signalés dans les cellules normales non infectées
(3091, [310]). Troisiemement, puisque gM module les activités syncytiales de gB, gD, et
gH ([273], [257], [272]), qui sont éventuellement aussi présentes sur les membranes
nucléaires ([97], [311], [145], [312]), gM pourrait empécher la fusion incontrolée entre la
membrane nucléaire interne et externe. Le recrutement de gM dans le noyau avant ces

autres glycoprotéines est compatible avec cette hypothese. Finalement, gM peut moduler
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de facon positive la fusion des virions HSV-1 périnucléaires avec la membrane nucléaire
externe. Bien entendu, gM pourrait avoir d'autres fonctions insoupconnées a la membrane

nucléaire.

3. Role de HSV-1 gM dans I'enveloppement final et la propagation intercellulaire du
virus

HSV-1 gM est I'une des cing glycoprotéines conservée dans toute la famille de
Herpesviridae. Ceci signifie quelle existe depuis plus de 200 millions années sur le plan
évolutif, ce qui suggere que des contraintes fonctionnelles Tont empéché de disparaitre au
cours de I'évolution et que, par conséquent, elle doit jouer un role essentiel dans la biologie
des virus herpes. Curieusement, elle n'est pas essentielle pour la réplication virale en culture
cellulaire. Par suite, bien qu'elle ait suscité lIintérét de nombreux chercheurs depuis 20 ans,
son role précis demeure toujours obscur. Ce n'est que récemment des chercheurs ont
évoqué un role possible pour gM dans I'enveloppement final pendant la réplication virale en
culture cellulaire. Tes résultats présentés dans Tarticle II de cette these ont permis
dapporter de nouvelles preuves a lI'appui de cette hypothese, puisque la délétion du
domaine carboxyl-terminal de HSV-1 gM a entrainée une accumulation des capsides
nonenveloppées dans le cytoplasme. Par ailleurs, la méme mutation a causé ¢galement une
diminution de la taille de plaque, ce qui laisse croire un role possible de gM dans la
propagation des virus d’une cellule a l'autre.

Le fait que des protéines non essentielles (i.e. protéines accessoires) remplissent
néanmoins un role important dans la réplication virale n'est pas surprenant. D'une part, ces
protéines sont souvent requises dans leur hote naturel. En fait, aucun HSV mutant
dépourvu d'un geéne accessoire na été isol¢ chez les humains a ce jour. De plus, I'atténuation
du virus HSV-1IAgM a effectivement été observée chez Tanimal ([265]). Dautre part,
l'absence dessentialit¢ de HSV-1 gM peut étre expliquée par un mécanisme dune
redondance partielle avec dautres protéines virales gk£ ou UL, ([1], [98], [99]) et/ou une

dépendance du type cellulaire (présente étude). Ceux-ci ont révélé la possibilit¢ que gM ne
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soit capable de remplir son role que dans des cellules spécialisées en coopérant avec certains
facteurs cellulaires, role que des protéines virales pourraient assumer dans certains types de
cellules. Fait intéressant, les effets inhibiteurs des mutants de gM sur T'assemblage et la
relache des virions étaient nettement plus évidents dans les cellules BHK que dans les
cellules 143B. Cette dépendance du type cellulaire a également été observée par dautres
auteurs qui ont démontré que la gravité des défauts de croissance (i.e. la production virale et
la taille de plaque) causée par la délétion de gM est plus sévere dans les cellules RKi13 que
dans les cellules Véro ([99)).

Le concept de redondance n'est pas unique a HSV-1 gM. Par exemple, les
glycoprotéines non essenticlles PRV gl et gl se sont avérées étre indispensables pour la
propagation du virus dans les cellules neuronales ([313]), et la protéine membranaire HSV
Ul20 est nécessaire pour l'assemblage du virus dans les cellules Véro, mais pas dans
d'autres cellules ([314]). Dailleurs, la redondance et la dépendance du type cellulaire de gM
pourraient également se traduire par le fait que HSV-1 possede une large gamme d'hotes in
vitro et in vivo, capables d'infecter une grande variété de types cellulaires d'origine humaine
ou animale, et expliquer la nécessité de conserver certaines fonctions. Le fait quune
accumulation de capsides nonenveloppées dans le cytoplasme des cellules infectées par des
mutant HSV-1AgM n'aie pas ét¢ observé auparavant pourrait donc étre causé par des
différents types cellulaires utilisés ([271]). Toute étude ultérieure concernant HSV-1 gM
devrait donc étre prudente quant au choix du type cellulaire. Evidement, I'un des aspects les
plus intéressants serait didentifier les facteurs cellulaires qui cooperent avec gM. 11 est fort
probable que gM favorise l'enveloppement final et la propagation intercellulaire, en
exploitant le trafic intracellulaire. Ceci permettrait de mettre en lumicre une nouvelle

interaction entre le virus HSV-1 et 1a cellule hote.

4. Importance du domaine carboxyle-terminal de HSV-1 gM et son implication dans

le cycle de réplication viral.
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Les données dans l'article IT portant sur I'évaluation du domaine carboxyl-terminal
de HSV-1 gM est un indice démontrant que ce domaine est un déterminant important pour
la fonction de HSV-1 gM dans le cycle de réplication virale. ILa délétion de ce domaine a
causé un défaut dans I'enveloppement final des nucléocapsides et la propagation du virus de
cellule a cellule (Fig. 3, 4, 5, Article I1). Le fait que la délétion de ce domaine ait compromis
completement le transport de gM du RE au Golgi (Fig. 2, Article II) tend a suggérer
I'implication des motifs de transport intracellulaire a base de tyrosine YXXO).

Le domaine cytoplasmique de HSV-1 gM est particulier. Il est le plus long parmi ses
homologues des autres virus herpes et contient 4 motifs distincts a base tyrosine YXXO
(YDEV, YAKIL YDTV, YSTV) (Fig. 1, Article II). En plus d'agir sur I'exportation du RE,
les motifs YXXO sont impliqués également dans dautres événements cellulaires, par
exemple, lI'endocytose et le ciblage basolatéral. Quels roles jouent-ils pour HSV-1 gM?
Leurs fonctions semblent dépendre en partie des acides aminés précis a la position X dans
le motif, des acides aminés qui flanquent le motif et la localisation de la protéine dans la
cellule ([284]). Il est donc plausible dattribuer des fonctions distinctes a ces quatre motifs.
Ce principe a été déja démontré pour HSV-1 gB dans laquelle YTQV sert de motif
d’endocytose, alors que YMAL sert de motif qui dirige I'exportation de gB du RE ([289],
[296]). Ces motifs pourraient donc d'abord coordonner la localisation de gM qui varie tout
au long de linfection. Subséquemment, ces motifs pourraient directement ou indirectement
altérer la fonction de gM, par exemple en favorisant certaines interactions spécifiques avec
certaines protéines virales ou cellulaires. HSV-1 pourrait usurper la machinerie d'endocytose
pour livrer les protéines requises au site denveloppement, ou cibler des protéines virales et
les particules virales aux jonctions cellulaires afin de favoriser la propagation des virus de
cellule a cellule.

Les motifs YXXO accomplissent leurs taches en recrutant des protéines cellulaires
cytoplasmiques. Pour les motifs dendocytose, ils interagissent avec le complexe d'adapteur
AP-2 qui siassocie avec les clathrines. Tel que mentionné précédemment, parmi les motifs

YXXO identifiés dans les protéines de l'enveloppe de virus herpes, il a été prouvé que seul
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le motif YQRL présent dans PRV gB interagit avec AP-2 ([292]). Récemment, Krzyzaniak
et ses collegues ([315)) ont identifi¢ FIP4, une protéine effectrice de la G'TPase Rabii, qui
interagit avec le domaine cytoplasmique de HCMV gM et favorise sa localisation au
compartiment d’assemblage. Pour le moment, nous ne savons pas si HSV-1 gM interagit

¢galement avec certaines protéines cellulaires.
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PERSPECTIVES

1. Mécanisme du ciblage nucléaire de HSV-1 gM

Dans les cellules transfectées, gM se trouve au TGN ([261]) et a la membrane
plasmique, mais suite a l'infection, gM est redirigée vers le noyau ([305], [278]). Cela suggere
fortement 1'implication d'une (des) composante (s) virale (s) dans le ciblage nucléaire de
gM. La localisation nucléaire de gM en phase précoce de l'infection pourrait suggérer que
ce sont les protéines virales exprimées en premier qui sont impliquées. Toutefois, des
protéines virales incorporées dans les virions entrants peuvent également agir apres 1'entrée
du virus ([54.)). Il n'est donc pas possible de les exclure. Tout dabord, il est possible
d’exploiter le fait que les protéines dHSV-1 soient exprimées avec différentes cinétiques.
Nous pourrions ainsi examiner la localisation de gM en synchronisant Texpression des
protéines durant linfection par des drogues. Par exemple, pour permettre seulement la
production des protéines précoces immédiates, nous pourrions accumuler les ARNm des
protéines précoces immédiates (avec cycloheximide qui inhibe la synthese des protéines)
puis relacher ce bloc en présence de l'actinomycine D, un inhibiteur de la transcription.
I.’acide phosphonoacétique, un inhibiteur qui empéche la réplication de HSV-1 et permet a
la fois 1'expression des protéines précoces et précoces immédiates ([316], [317]) serait une
autre option. EEn second lieu, nous allons continuer le criblage des partenaires potentiels de
gM basé sur les résultats de double-hybride. Bien que nous nayons a présent trouvé aucun
partenaire qui colocalise avec gM a la membrane nucléaire en phase précoce de linfection, il
nous reste a tester plusieurs autres protéines qui interagissent avec la glycoprotéine gM en
entier avec le systtme de double-hybride (Ul26.5, UlL27, Ul 30, Ul35, UL36, Ul 46,
UL49A, Ul 50, Us8a; [264], [188], [91]). Ceci implique: 1) I'évaluation de leur localisation
respective a différents moments durant Tinfection (confocal, immuno-EM); 2) des
expériences de sauvetage dans lesquelles les candidats vont étre co-exprimés dans des

cellules transfectées avec une construction GFP-gM afin de déterminer si 'une de ces
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proteines cause la redistribution de gM du TGN vers la membrane nucléaire et 3) la co-
immunoprécipitation a partir de la fraction nucléaire de cellules infectées pour confirmer
l'interaction physique de gM dans ce compartiment. Le cas échéant, les protéines virales qui
co-localisent et/ou affectent la localisation de la gM seront déplétées lors d'une infection par

ARN:i et des mutants de délétion seront construits pour confirmer les résultats.

2. Role de limportin-alpha cellulaire sur la localisation nucléaire de HSV-1 gM

Méme si des protéines virales participent activement au ciblage nucléaire de HSV-1
gM, nous ne pourrons toujours pas exclure la contribution de protéines cellulaires dans ce
processus. La glycoprotéine gM se trouve dans la membrane nucléaire au tout début de
l'infection et de nouveau tard durant l'infection (réorganisation du TGN au noyau (article |
et [278]). Jusqu'a présent, tres peu de protéines ont été documentées au INM ([318]). Dans
le passé, le dogme voulait que I'importation de protéines a la membrane nucléaire interne
(INM) se produise par diffusion passive a partir du réticulum endoplasmique et la
membrane externe nucléaire (ONM). Les protéines seraient alors maintenues en place par
des interactions avec les composants de la matrice nucléaire ou des chromosomes ([318],
[319]). Toutefois, le pore nucléaire constitue un obstacle physique majeur entre I'INM et
I'ONM et un mécanisme du transport actif a récemment été dévoilé ([320]).

Braunagel et ses collegues ([321]) ont identifié un motif INM (INM-SM) composé
de 18 acides aminés hydrophobes et 4-8 résidus d'acides aminés chargés en aval. Ce motif
interagit avec limportine - a 16 dans la levure (ou KPNA4 chez I'homme), qui reste associée
a sa cargaison sur les INM ([225], [322], [323]). Cependant, les détails moléculaires de cette
machinerie restent a définir. Dans les cellules infectées avec des baculovirus, importine - o 16
a méme ¢té recrutée dans les occlusions de la membrane intranucléaire induites par le virus.
I1 est intéressant de savoir que HSV-1 induit aussi le remodelage de 'TNM dans les cellules
infectées (Article I et [305]). En outre, une analyse de la séquence de HSV-1 gM indique un
motif INM-SM putatif situé pres de son extrémité carboxyle (observations non publiées).

Compte-tenu de ces faits, il serait logique d'examiner si importine - a pourrait médier le



134

ciblage nucléaire de HSV-1 gM. Pour ce faire, la localisation de divers importines - o
humaines, incluant KPNA4, sera suivie par confocal pour voir si celles-ci colocalisent avec
gM au noyau. Deuxiemement, la co-immunoprecipitation de KPNA4 et gM sera effectuée
pour voir si elles forment un complexe. Troisicmement, KPNA4 sera depletée par ARN
d'interférence pour voir si cela perturbe la localisation nucléaire de gM en phase précoce de
I'infection et/ou le cycle de réplication virale (immunofluorescence, EM et essai de plaque).
Si pertinent, le motif INM-SM putatif de gM sera muté et introduit dans le virus par
technologie de BACmid que nous avons utilisé auparavant au laboratoire et la localisation
de gM sera suivie par immunofluorescence. 1 est a noter que toutes les expériences décrites
ci-dessous devront étre faites durant une infection, puisque gM exprimée seule ne se localise
pas au noyau. 'T'el que mentionnée plus haut, il est fort probable que la localisation nucléaire
de gM résulte dune coopération entre protéines virales et cellulaires. Cette notion a été
démontrée pour une autre protéine denveloppe virale ODV-E66 de baculovirus dont le
trafic a la membrane nucléaire est facilit¢ par son motif INM-SM ainsi que par dautres

protéines virales ([321]).

3. Role de HSV-1 gM au noyau

L'objective ultime de ce projet est d¢lucider le role de gM, particulicrement au
niveau du noyau. Lidentification des partenaires d'interaction virales et/ou cellulaires de
gM nucléaire pourrait expliquer a la fois sa localisation mais aussi sa fonction a la
membrane nucléaire. Sa présence dans ce compartiment ne résulte probablement pas du
hasard. Ceci est corroboré par les nombreux partenaires potentiels de gM, incluant ICPo,
ICP4, Ul33, Ulz0 ainsi que UlL31 et Ul34, qui se trouvent dans le noyau et qui y
accomplissent divers roles comme la réplication et I'assemblage des nucléocapsides. Etant
donné que les virus se répliquent et sortent préférentiellement du noyau a des sites
spécialisés et que gM se trouve aussi sur des sites ponctués le long de la membrane
nucléaire, nous allons suivre la localisation des protéines ICPo, ICP4, ICPS, PML.,, et

NDro, qui identifient le compartiment de réplication. Les résultats préliminaires de I'article
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IT qui ont montré que gM est adjacent a ICPo, pourraient indiquer une implication de gM
dans la réplication et la transcription ADN virale. Bien entendu, la glycoprotéine gM

pourrait avoir d'autres fonctions insoupconnées dans la membrane nucléaire.

4. Role de la queue cytoplasmique carboxyl terminale de HSV-1 gM

Les résultats présentés dans le deuxieme article suggerent une importance du
domaine carboxy-terminal cytoplasmique de gM pour sa fonction dans le cycle de
réplication virale. Il reste toujours a confirmer que les effets observés sur la production
virale ne sont pas simplement causés par la faible stabilit¢ de gM due a la délétion du
domaine carboxy-terminal. A cette fin, nous allons effectuer la mutagénese de ce domaine,
en commencant par les motifs a base de tyrosine. Le résidu tyrosine, qui a été¢ démontré
comme étant un déterminant important pour la fonction des ces motifs ([324]), sera
individuellement remplacé par de I'alanine. [.impact de ces mutations sur la localisation de
gM dans des cellules tranfectées et infectées aussi bien que sur la production virale sera
évaluée par le biais des approches déployées dans les études présentes. En outre, ceci
devrait préciser si un ou plusieurs des motifs contribue(nt) a la fonction de gM dans
I'assemblage et la propagation du virus. Une fois un motif identifié, ce mutant pourrait
servir de controle négatif dans les expériences de co-immunoprécipitation pour identifier les
partenaires cellulaires de gM. Si aucun motif a base de tyrosine n'est impliqué, la

mutagenese subséquente des autres motifs au sein du gM sera envisagée.

5. Identification de nouveaux partenaires d'interaction de HSV-1 gM

LLa localisation de gM au niveau du noyau en phase précoce de l'infection nécessite
la présence d'au moins une autre protéine virale ([305)). A l'inverse, gM se localise par la
suite au TGN et dans la membrane plasmique des cellules infectées ainsi que dans les
cellules transfectées ([278], [305], [261], [263]). Ces phénotypes distincts refletent
vraisemblablement des interactions distinctes avec différents partenaires a différents

moments. La diversité des protéines virales qui interagissent avec gM, tel que démontré par
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les études en double-hybride, constitue un argument a I'appui de cette hypothese. De plus,
considérant l'importance du domaine C-terminal cytoplasmique de gM dans son transport
et dans le cycle de réplication virale, et que les motifs au sein de ce domaine interagissent
souvent avec des protéines cellulaires, suggerent I'implication de protéines de la cellule hote.
En fait, la relocalisation de protéines de Tenveloppe virale (gD, gH) de la membrane
plasmique vers le TGN par gM ([261]) pourrait étre due a linteraction et l'interférence de
gM avec des protéines cellulaires liées au trafic intracellulaire entre la membrane plasmique
etle TGN.

Par conséquent, l'identification des molécules qui se lient a gM dans les noyaux ou
ailleurs dans la cellule aiderait a définir les mécanismes de ciblage au niveau moléculaire et a
fournir des pistes concernant le role précis de gM au cours de linfection. Une approche
protéomique est parfaitement adaptée pour une telle tentative. Nous avons entrepris une
telle approche par immunoprécipitation de gM a partir de lysats de cellulaires infectées.
Puisque I'anticorps contre gM est médiocre pour cette tiche (notre observation), une
étiquette VSV G a été ajoutée dans la protéine et sera utilisée. Les résultats préliminaires
indiquent que gM est précipitée efficacement par un anticorps monoclonal dirigé contre
VSV G (Fig. 7C, Article II). Les étapes suivantes consistent en une analyse des protéines
immunoprécipitées par coomassie et/ou nitrate d'argent, suivi de spectrométrie de masse.
Jusqua présent, nous avons immunoprécipité gM mais sans réussir a la détecter ni ses
partenaires par nitrate d'argent (une condition pour la spectrométrie de masse). Ceci est
probablement di a la faible expression de gM et linterférence de la chaine lourde de
l'anticorps VSV G dans nos analyses (le poids moléculaire de gM est le méme que celui de la
chaine lourde de T'anticorps; données non présentées). Comme approche alternative, une
colonne daffinité avec une construction taggée avec GST sera mise en place. En fait, cette
construction de GST-gM a déja été achevée avec succes et l'expression ainsi que la
purification des protéines GST-gM est en cours (données non présentées). Pour aborder la
question des différentes interactions en fonction du temps, des lysats cellulaires seront

préparés a différents moments post-infection. De plus, pour évaluer si les protéines
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identifiées par protéomique sont spécifiques au type cellulaire, les expériences seront
répétées dans une seconde lignée cellulaire. Finalement, les résultats seront validés par
confocal et immuno-EM pour voir si ces protéines interagissent bel et bien avec gM et si

elles ont un impact sur la localisation de cette dernicre.
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CONCLUSION

Les résultats dans les deux articles développés dans le cadre des études de doctorat
permettent de proposer que gM est une glycoprotéine multifonctionnelle qui joue des roles
distincts selon la cinétique de Tinfection et sa localisation. En phase précoce de linfection,
gM est ciblée activement et spécifiquement a la membrane nucléaire par un mécanisme qui
n'implique pas la perturbation générale du TGN induite par le virus, suggérant que gM
nucléaire remplit un role nucléaire précoce. En phase tardive, gM semble impliquée dans la
régulation de I'enveloppement final du virus au niveau du TGN et la propagation du virus
de cellule a cellule. Nos résultats sont consistent avec des études précédentes et indiquent
que le domaine C-terminal cytoplasmique de gM est requis pour la fonction de gM dans
enveloppement final et la propagation intercellulaire du virus, ainsi que pour le transport
intracellulaire de HSV-1 gM. La fonctionnalit¢ du domaine C-terminal de gM pourrait étre
assurée par I'un ou plusieurs des nombreux motifs présents dans ce domaine. Plusieurs
partenaires diinteraction viraux du domaine C-terminal de gM ont ét¢ identifiés par systeme
de double-hybride, dont Ul.43, Uls2, Ulg3, ICPo, Ul31, Ulz4 constituent des
candidats intéressants. Finalement, compte tenu de la redondance fonctionnelle de gM
avec dautres protéines virales et la dépendance du type cellulaire, les homologues de gM
dans dautres virus herpétiques pourraient fonctionner de facon analogue, mais pas

nécessairement identiquement.
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