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Résumé

Le VHS-1 est un modele tres utilisé pour I’étude du cycle viral et des interactions hote-pathogene
des Herpesvirdidae, en partie d( a sa capacité de se répliquer de fagcon rapide dans plusieurs types
cellulaires. La transcription, réplication de I’ADN et la formation des capsides de ce virus se
produisent dans le noyau cellulaire. Une fois les capsides formées, elles doivent sortir du noyau
pour continuer le cycle. Cependant, les capsides sont trop grandes (125 nm) pour passer a travers
les pores nucléaires, dont la taille d’exclusion est de 40 nm, et elles entament alors un processus
d’enveloppement dé-enveloppement a travers les deux membranes nucléaires. Le complexe LINC
(de I'anglais Linker of the Nucleoskeleton and Cytoskeleton) est un complexe qui se retrouve dans
les membranes nucléaires et I'espace périnucléaire. Il sert de liaison entre le noyau et le
cytoplasme et, parmi ses fonctions on retrouve le maintien d’'un espace périnucléaire constant,
le positionnement du noyau et la transmission de forces entre le noyau et le cytoplasme. Le
complexe LINC est composé par les protéines de la famille SUN et par les protéines de la famille
KASH, qui interagissent physiquement I'une avec l'autre. L'implication du complexe LINC dans la
propagation du virus de la pseudo-rage (PrV) a déja été démontrée. Etant donné que le PrV fait
partie de la méme famille de virus que le VHS-1, notre hypothése est que le complexe LINC joue
aussi un role dans la propagation du VHS-1. Mes travaux démontrent que la surexpression d'une
forme négative dominante de SUN2 ou sa déplétion montre un effet proviral sur la propagation
du VHS-1. Ce résultat differe de ce qui a été précédemment constaté pour le PrV en ce sens que
SUN2 est antiviral pour le PrV. Ceci confirme notre hypothése, mais démontre un scénario plus

complexe qu'anticipé.

Mots-clés : VHS-1, enveloppe nucléaire, SUN, KASH, surexpression et déplétion des protéines,

propagation virale.



Abstract

HSV-1 is widely used to study viral cycles and host-pathogen interactions of Herpesvirdidae,
because it replicates quickly and efficiently in many cells types. The transcription, replication and
capsid assembly of HSV-1 take place in the nucleus of the infected cell. The assembled HSV-1
capsid must exit the nucleus to continue the viral cycle. The nuclear membranes constitute a
barrier for the nuclear egress of nucleocapsids (125 nm) given the exclusion size of the nuclear
pores is approximately 40 nm. The nucleocapsids therefore pass through the nuclear membranes
by an envelopement-deenvelopement process. The capsids acquire an envelope from the inner
nuclear membrane when they are released into the perinuclear space. This primary viral envelope
then fuses with the outer nuclear membrane, enabling the capsid to reach the cytoplasm.
Situated between the two nuclear membranes is the linker of the nucleoskeleton and
cytoskeleton (LINC) complex. It is involved in the maintenance of the perinuclear space, nuclear
positioning and force transmission between the nucleus and the cytoplasm. The LINC complex is
composed of two families of proteins, SUN and KASH proteins. SUN proteins are found in the
inner nuclear membrane, their N-terminal interacts with the nucleoskeleton and the C-terminal
includes a conserved domain, the SUN domain, which interacts in the perinuclear space with the
conserved domain of KASH proteins. The implication of the LINC complex in the propagation of
the pseudorabies virus (PrV), a member of the alphaherpesviruses, has already been
demonstrated. Since PrV is part of the same family as HSV-1, we hypothesized it may also play a
role in HSV-1 propagation. My work shows that overexpression of a dominant negative form of
SUN2 or its depletion shows a proviral effect on HSV-1 propagation. This result differs to what has
been previously found for PrV, where SUN2 displays an antiviral phenotype. This work confirms

our hypothesis but reveals a more complex scenario than anticipated.

Keywords : HSV-1, nuclear envelope, SUN, KASH, protein overexpression and depletion, viral

propagation.
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Chapitre 1 — Introduction

1.1 Le virus de I’herpés simplex de type 1

Historiguement, I'appartenance des virus a la famille des Herpesviridae est basée sur sa
structure ; ils possedent tous une capside icosaédrique contenant le matériel génétique, une
couche de tégument et une membrane lipidique (1-3). La taille des capsides varie peu entre les
différents virus de cette famille, ce qui suggére qu’elle a évolué pour contenir le génome (ADN
linéaire double brin) du plus grand virus de la famille. La membrane lipidique semble avoir pour
origine des membranes cellulaires modifiées et I'on y trouve diverses glycoprotéines, qui varient
entre les différents membres de la famille, allant jusqu'a 12 glycoprotéines dans le cas du virus

de I'herpés simplex (VHS) (2-5).

1.1.1 Caractéristiques biologiques des Herpesviridae

Outre les éléments structuraux communs aux Herpesviridae, cette famille de virus partagent aussi

plusieurs propriétés biologiques, notamment (2, 3) :

- L'utilisation d’une ample variété d’enzymes impliquées dans le métabolisme des acides
nucléiques, la synthése de 'ADN et la maturation des protéines, ce qui varie d’un virus a

I"autre.

N2

La synthése de I’ADN et I'assemblage des capsides ont lieu au noyau.

N2

La libération de la nouvelle progénie virale se solde par la destruction de la cellule infectée.

- lls sont capables d’établir une latence dans leurs hotes, de fagon a ce que les cellules qui
portent le virus latent présentent le génome viral sous forme de molécule circulaire. Lorsqu’il
est en état de latence, le virus exprime principalement des miARN, alors qu’un faible niveau
de certaines protéines est détectable (6, 7). Le mécanisme de réactivation n’est pas encore

complétement compris et il pourrait différer d’un virus a I'autre.

Malgré ces ressemblances, il y a nombreuses propriétés biologiques sur lesquelles les membres
de cette famille different. En effet, certains virus de la famille ont un éventail d’ho6tes tres large,

pendant que d’autres sont beaucoup plus restreints. La rapidité du cycle lytique est aussi tres
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variable et, malgré la capacité de tous ces virus a rester en latence, les cellules ou ils I’établissent

ne sont pas les mémes (3).

1.1.1.1 Sous-familles
Génétiguement, les Herpesviridae sont divisés en trois groupes faiblement apparentés entre eux
: les virus des mammiferes, oiseaux et reptiles, les virus des poissons et le virus infectant les
bivalves. Ceci a mené a une actualisation de la taxonomie de I'ancienne famille des Herpesviriade,
maintenant devenue I'ordre des Herpesvirales. La nouvelle famille des Herpesviridae conserve les

virus des mammiféres, oiseaux et reptiles et se divise en trois sous-familles (Tableau 1) (4, 8):

1. Alphaherpesvirinae. lls ont une gamme d’ho6tes diverse et sont caractérisés par une infection

rapide et efficiente, avec un cycle relativement court. lls progressent rapidement en culture,
détruisant rapidement les cellules infectées. La latence est établie principalement, mais non
exclusivement, dans les neurones des ganglions sensitifs. Ici s’incluent, entre autres, les
genres simplexvirus et varicellovirus.

2. Betaherpesvirinae. La gamme d’hotes de cette sous-famille est limitée. Son cycle est long et

ils progressent lentement en culture, avec un élargissement des cellules infectées. La latence
est établie normalement dans les glandes sécrétoires, les cellules lymphoréticulaires ou les
reins.

3. Gammaherpesvirinae. Expérimentalement, ces virus sont limités aux hotes qu’ils infectent de

fagon naturelle, étant spécifiques des lymphocytes T ou B. La latence est établie dans le tissu

lymphoide.
Nom courant Abréviation Nomenclature Sous- Manifestations Sites de latence Exemples de
couramment internationale famille fréquentes lors manifestations
utilisée approuvée d'une primo- lors de la
infection réactivation
Virus de I'herpés VHS-1 HHV-1 o Lésions Ganglions Lésions
simplex de type mucocutanées sensoriels mucocutanées
1 (principalement récurrentes
orofaciales) (principalement

17



orofaciales),

encéphalite
Virus de I'herpés VHS-2 HHV-2 a Lésions Ganglions Lésions
simplex de type mucocutanées sensoriels mucocutanées
2 (principalement récurrentes
génitales) (principalement
génitales),
méningites
récurrentes
virus varicelle- vz HHV-3 o Varicelle Ganglions Varicelle chez
zona sensoriels I’enfant ; zona
chez I'adulte
Asymptomatique,
syndrome Syndrome CMV
infectieux de Cellules non spécifique,
Cytomegalovirus cmv HHV-5 B type mononucléaires, rétinite,
mononucléose, cellules cesophagite,
infection épithéliales colite, hépatite,
congénitale du pneumonie
foetus
Herpésvirus HVH-6A HHV-6A B Roseola infantum Cellules T Encéphalite
humain 6A (exantheme
Herpésvirus HVH-6B HHV-6B B subitum)
humain 6B
Herpésvirus HVH-7 HHV-7 B Semblable au Cellules T ?
humain 7 HHV-6?, pityriasis
rosea ?
Lymphomes,
Mononucléose syndrome
infectieuse lymphoprolifératif
Virus d'Epstein VEB HHV-4 Y asymptomatique Cellules B post-greffe,
Barr (fievre carcinome
glandulaire) nasopharyngien,

leucoplasie

chevelue buccale
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Sarcome de

Kaposi,
Herpés-virus lié lymphome
au sarcome de HVSK HHV-8 v Asymptomatique Lymphocytes primaire
Kaposi d'effusion,
maladie

multicentrique de

Castleman

Tableau 1. — Les neuf herpésvirus humains. Adapté de (9).

1.1.2 Epidémiologie et pathogénicité du VHS-1

Les herpésvirus remontent a des centaines de millions d'années et sont le parfait exemple de co-
divergence virale. Dans le cas spécifique du VHS-1, une divergence de son ancétre de la sous-
famille des Alphaherpesvirinae s’est produite quand les humains ont divergé de son ancétre
commun avec les chimpanzés, il y a 6 millions d’années (10). Comme tous les herpeésvirus, le VHS-
1 provoque rarement une maladie grave chez les hotes immunocompétents (11). L'affection
causée par le VHS est décrite depuis la Gréce antique et I'on retrouve des mentions tout au long
de I'histoire, notamment dans le roman de Shakespeare Roméo et Juliette (12, 13). Cependant,
ce n'est qu'en 1920 que le VHS-1 et le VHS-2 ont été considérés comme des agents pathogénes
différents, grace aux hypothéses du médecin allemand Lipschutz (14). Des données validant cette
hypothese ont été obtenues en 1962 quand Schneweiss a découvert de grandes différences
antigéniques entre le VHS-1 et le VHS-2 (15). En 1967, Nahmias et Dowdle ont identifié le VHS-1
comme l'agent causal des infections non-génitales (2, 16-18). Le VHS-1 atteint typiquement le
visage, la bouche et les yeux, mais les localisations du VHS-2 et du VHS-1 peuvent se chevaucher,
de sorte que certaines infections génitales sont causées par le VHS-1 et vice versa (19). Le VHS-1
est parmi les virus les plus abondants, il est distribué dans tous les continents, son taux d’infection

étant similaire chez les hommes et les femmes (20).

La primo-infection du VHS-1 est généralement asymptomatique ou elle produit des symptémes
bénins et elle est limitée au site d’infection (21). La transmission se produit normalement par
contact direct avec des porteurs, symptomatiques ou pas, qui libérent des particules virales a

travers des |ésions actives ou des sécrétions, principalement la salive, car la survie de ce virus sur
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les surfaces est limitée (22, 23). La dose infectieuse pour qu’une transmission soit productive n’est
pas encore connue, bien que certaines études ont établi qu’elle pourrait étre autour de 10* CCIDso
(dose infectieuse 50 en culture cellulaire ou dilution virale avec action cytopathogene sur la moitié
des cellules en culture) (17, 18, 22, 24-26). Comme pour tous les herpeésvirus, l'infection par le
VHS-1 est une infection a vie (27). La transition d'une infection latente a une infection productive
peut étre due, entre autres causes, a |'exposition aux rayons ultraviolets, a la fievre ou au stress
psychologique (28, 29). L'infection de la muqueuse orofaciale est caractérisée par la destruction
des cellules épithéliales, avec la formation de vésicules qui se brisent rapidement et donnent lieu
a des lésions rougeatres et douloureuses qui persistent pendant une moyenne de 12 jours (feux
sauvages) (18, 22, 24). Quant aux infections oculaires, les plus communes sont les infections
épithéliales de la cornée (30). Les infections cornéennes récurrentes provoquent la kératite
herpétique, qui est la cause la plus fréquente de la cécité cornéenne (31, 32). Si la charge virale
est trop élevée et/ou la personne infectée est immunodéprimée, le VHS-1 peut produire des
complications dans le systeme nerveux central, telles que la paralysie de Bell, la perte soudaine
d’audition et la névrite vestibulaire, ou le développement de I'encéphalite herpétique, sans
toutefois qu'il soit encore établi si cette derniere est causée lors d’une infection primaire ou
récurrente par le VHS-1 (22, 33-36). L'encéphalite herpétique est une maladie rare, qui affecte
seulement 3 ou 4 individus par million d’habitants, quoique son taux de mortalité atteigne
presque 20%. Elle touche généralement les personnes dgées de 50 a 70 ans avec des pathologies
préexistantes telles que les maladies pulmonaires chroniques ou cérébrovasculaires (22, 37, 38).
L'encéphalite herpétique est la cause la plus habituelle d'encéphalite virale chez les nourrissons
et les enfants et, qu'elle soit traitée ou non, elle peut étre associée a une mortalité notable (39).
Chez les personnes dont la capacité immunitaire est compromise, des complications lors des
réactivations fréquentes du virus peuvent survenir. Des exemples de ces complications sont la
pneumonie ou l'‘cesophagite herpétique, I'érytheme multiforme, I'eczéma herpétique ou

I'hépatite (18, 19, 22, 24).

1.1.2.1 Traitement
La principale cible des traitements antiherpétiques est l'infection productive, et non pas,

généralement, la prévention des récurrences (25, 40). La plupart de médicaments utilisés pour le

20



traitement du VHS-1 sont des analogues de nucléosides. Le premier, développé en 1960, était un
analogue de la pyrimidine, l'idoxuridine, utilisée pour le traitement des kératites (41, 42). Dans
les décennies suivantes, d’autres médicaments tels que la trifluorothymidine, la vidarabine et la
brivudine, qui sont aussi des analogues de nucléosides, ont été approuvés (43-45). Cependant,
ces derniers médicaments avaient une toxicité assez forte et une faible sélectivité (25). L’antiviral
a faible toxicité et avec une sélectivité élevée qui est encore aujourd’hui I'antiviral de référence
pour le traitement du VHS-1 et la recherche des médicaments antiherpétiques est I'acyclovir. Il
est un analogue de la guanosine qui a été introduit en 1977 et a mérité a 'auteure de son
développement, Gertrude Elion, le prix Nobel de physiologie et de médecine en 1988 (25, 46, 47).
Il est efficace contre le VHS-1, le VHS-2 et le virus varicelle-zona (VVZ) et, pour qu’il soit actif, il
faut qu’il soit d’abord phosphorylé par la thymidine kinase virale (48-51). Ensuite, I'acyclovir
monophosphate est phosphorylé par les kinases cellulaires pour donner sa forme active,
triphosphate, qui est introduit dans I’ADN viral par I’ADN polymérase virale au lieu de la
guanosine, causant la terminaison du brin et I'inhibition de la réplication virale (52-54). L'acyclovir
est le principal médicament utilisé pour traiter le VHS vu son faible co(t, sa tolérance et sa
sécurité (55). Administré par voie orale, il a été démontré qu'il atténue les manifestations des
infections labiales, mais seulement s'il est administré peu de temps apres l'apparition des
symptomes, réduisant ainsi la durée de la guérison de deux jours en moyenne (56).
Alternativement, les infections actives de VHS peuvent également étre traitées avec une
application topique d'acyclovir, ce qui réduit le temps de récupération et la taille des Iésions (57).
L’administration intraveineuse de I'acyclovir utilisée dans les cas graves constitue le traitement
initial de I'encéphalite herpétique (58-60). Cependant, ce médicament présente certains
inconvénients, puisque sa solubilité dans I'eau est limitée, sa demi-vie dans le flux sanguin est
courte et il a une faible biodisponibilité (61-64). Le valacyclovir, employé comme traitement a
court terme pour les herpés labiaux ou génitaux, a été synthétisé pour augmenter cette
biodisponibilité (25, 65). Parmi d’autres exemples de médicaments utilisés dans le traitement du
VHS, on retrouve le famciclovir, qui est le promédicament du penciclovir, et la trifluridine, qui
sont tous également des analogues nucléosidiques (66, 67). Le doconasol, un alcool gras saturé,

est utilisé pour le traitement topique de I'herpes labial récurrent. Le mode d'action proposé pour
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ce médicament est la prévention de la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane de la cellule

hote (68).

L’administration des médicaments sur le court terme contre le VHS-1 n’induit pas I'apparition de
résistances. La prévalence des résistances chez les personnes immunocompétentes varie entre le
0.3 et le 0.7% (69). En revanche, chez les personnes immunocompromises chez qui des
traitements de long terme sont nécessaires, cette prévalence varie entre le 2.5 et le 25% (65). Les
mécanismes de résistance les plus communs sont les mutations dans le géne qui code pour la
kinase virale, UL23, ou, moins fréquemment, les mutations dans I’ADN polymérase virale (19, 65).
Lors de l'apparition des résistances, une des alternatives est I|'utilisation du foscarnet, un
médicament employé pour le traitement du cytomégalovirus, qui est aussi efficace contre le VHS-
1 et le VVZ (70). Parallelement au développement de nouveaux médicaments, d'autres fronts de
recherche visant la réduction de la prévalence du VHS dans la population sont ouverts. Plusieurs
candidats de vaccins montrent des résultats prometteurs dans les modeles animaux, bien que
jusqu’a présent il n’existe aucun vaccin préventif ni thérapeutique pour le VHS-1 ou 2 (71, 72). Le
vaccin thérapeutique contribuerait grandement a limiter la propagation, car il ciblerait les
personnes déja infectées, réduisant non seulement la sévérité ou la fréquence des récurrences,
mais aussi préviendrait ou réduirait la propagation virale lors des récurrences, avec ou sans
symptomes (73). En plus, 'obtention d'un vaccin contribuerait grandement a réduire la
transmission du virus des meéres a leurs nouveau-nés, évitant ainsi de nhombreuses infections
mortelles (74). Un autre domaine prometteur est I'édition génétique. Le ciblage du génome des
herpésvirus avec des systemes tels que, par exemple, CRISPR/Cas9, pourrait mener au clivage
spécifique ou a l'induction d’'une mutation létale dans I’ADN latent du virus, ce qui éviterait les
infections récurrentes et menerait, pour la premiére fois, a la guérison des patients atteints d’'une
infection au VHS (18, 19). Ainsi, dans le cadre d'une étude menée par Aubert et coll. (75) faisant
appel a la modification génétique par les méga-nucléases (un type de nucléases dirigées, capables
de couper spécifiquement le double brin d'ADN a un endroit préalablement défini) (76), des

résultats encourageants en termes d'élimination du virus latent ont été obtenus chez la souris.
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1.1.3 La structure du virion VHS-1

Les virions du VSH-1 ont un diamétre moyen compris entre 150 et 200 nm (bien que ces chiffres
puissent varier selon les études), considérant les glycoprotéines qui dépassent de I’'enveloppe
(Figure 1) (25, 77-79). La nucléocapside occupe une position excentrique, d'un co6té prés du
tégument et de I'autre a environ 30 nm de distance, et ne représente qu'un tiers du volume des
virions, le tégument couvrant les deux tiers restants (77). Les virions comprennent pres de
cinqguante protéines virales, qui controlent toutes les étapes du cycle viral (attachement, entrée,

propagation et sortie) (Annexe 1) (80).

Envelope proteins
Tegument

150-200 nm

Figure 1. — Structure du virion du VHS-1. Les virions du VHS-1 comprennent une capside icosaédrique renfermant

I'ADN linéaire double brin, une couche tégumentaire et une enveloppe virale ornée de glycoprotéines. Le

diametre de I'ensemble de ces composants est variable. Adaptée de (25).

1.1.3.1 L'organisation génomique

Le génome du VHS-1 consiste en un ADN double brin principalement linéaire de 152 kb, ayant au
moins 80 phases ouvertes de lecture (Open reading frame, ORF), bien qu'une nouvelle étude ait
identifié jusqu'a 284 ORF (81). Le contenu en G + C du génome du VHS-1 est de 68,3 %, et il est
organisé en deux sections liées par des liaisons covalentes, I'une longue (L) qui représente 82%
du génome et I'autre courte (S) qui représente le 18% restant (82). Ces sections comprennent
chacune une séquence unique, UL (Unique long) et US (Unique short) flanquées de séquences de
répétitions inversées, b et c selon le cas, identifiées comme TR (Terminal repeat) ou IR (Internal

repeat) en fonction de leur position par rapport a la séquence unique (83, 84). Ces blocs sont
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délimités par les répétitions inversées a, la structure résultante étant ab-U,-b’a’c’-Us-ca (Figure 2)
(83, 85-87). Pour les geénes, la dénomination est liée a leur position. Ainsi, les genes situés dans
UL correspondent aux genes UL1 a UL56, ceux situés dans US aux genes US1 a US12 et les genes
pour les séquences répétitives sont nommés RL1, RL2 et RS1. La désignation des genes identifiés
apres cette définition originale se fait, pour la plupart, par un nombre fractionnaire, par exemple
UL12.5 (88). Le génome viral comprend trois origines de réplication (ori), une dans UL entre les

génes UL29 et UL30, appelée ori, et deux dans US dans la séquence c, appelées oris (82, 84).

— 5
ab U b a ¢ U

ca
L s
1l IlE— A

Figure 2. — Organisation du génome du VHS-1. Le génome du VHS-1 est divisé en deux séquences uniques, une

séquence longue (L) et une séquence courte (S). Chaque séquence unique (ULet Us respectivement) est flanquée
de séquences répétées inversées, b et b' dans le cas d’UL et c et c' dans le cas d’Us, qui sont délimitées par les

répétitions inversées a. Adaptée de (25).

Les protéines du VHS-1 sont synthétisées de maniere séquentielle, les genes qui les codent ont
été classés en trois classes : a ou trés précoce (immediate-early, IE), B ou précoce et y ou tardifs
(89). Le VHS-1 code pour cing protéines IE : ICPO, ICP27, ICP4, ICP22 et ICP47, dont les genes ont
été nommés respectivement a (a0, a27, a4, a22 et a47) ou IE (IE1, IE2, IE3, IE4 et IE5) en plus de
leur identification systématique (RL2, UL54, RS1, US1 et US12) (84, 88, 90). La nomenclature des
protéines est encore plus complexe que celle des génes. Le nom de certaines d'entre elles est
basé sur leur fonction (par exemple UL23 = thymidine kinase, tk), leur nature (glycoprotéines,
telles que gM = glycoprotéine M) ou directement sur le nom du gene qui les code (par exemple
UL56 = pUL56). Les protéines infectieuses cellulaires (infected cell polypeptides, ICPs), allant de
ICPO a ICP47, et les protéines identifiées comme composants de la particule virale (virion protein,
VP), telles que VPS5, tirent leur nom de leurs caractéristiques générales (c.-a-d. les protéines VP

sont présentes dans les particules virales et les ICP dans les cellules infectées) (91). Tous deux,
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ICPs et VPs, ont été nommés majoritairement par ordre croissant de mobilité dans un gel (80, 84,

87, 88).

1.1.3.2 La capside
La protection du génome viral est assurée par la capside, une structure icosaédrique bien définie
de 125 nm de diametre (92). La capside intervient également dans d'autres processus tels que le
relachement du génome viral dans le noyau de la cellule infectée ou dans la sortie du noyau des
capsides nouvellement formées (93). VPS5 est la protéine majeure de la capside et est présente
en 955 copies, formant des structures pentamériques et hexamériques contenant
respectivement 5 et 6 monomeéres de VP5 (94). Les hexameres composent les faces et les arétes
de l'icosaedre, et 11 des 12 sommets sont formées par les pentaméres de VP5 (95). Le douzieme
sommet s'agit du complexe portail, dans lequel on trouve un dodécaedre de pUL6 en anneau (95-
98). En total, la capside est constituée de 162 sous-unités ou capsomeres (92, 99), qui sont reliées
par 320 triplex composés des protéines VP23 et VP19C avec un ratio 2:1 (deux copies de VP23 et
une de VP19C) (100). La protéine VP26 orne |'extrémité de chaque VP5 dans les 150 hexameéres,
et, associé a chaque pentametre, on retrouve cing copies de I'hétérodimere pUL17 et pUL25,
constituant la composante spécifique de I'apex de la capside (Capsid vertex-specific component,
CVSC) (94, 101-103). Chez les capsides matures, on retrouve aussi la protéine VP24, une protéase

essentielle lors de I'encapsidation de I'ADN (104, 105).

1.1.3.3 Le tégument
Le tégument se présente comme une couche semi-ordonnée de protéines d'une largeur d'environ
23 nm reliant la nucléocapside a I'enveloppe virale (79). Sa composition inclut autour de 24
protéines virales, et des études de spectrométrie de masse ont permis de caractériser 49
protéines cellulaires qui sont incorporées, sans que |'on sache clairement si, ou lesquelles, sont
essentielles pour sa structure (5). L'étude de I'organisation du tégument est compliquée di a
I'asymétrie de sa structure. Le tégument a été divisé, suite a des études biochimiques basées sur
la susceptibilité aux sels, en tégument interne (les protéines les plus proches de la capside) et
externe (celles les plus proches de |'enveloppe virale) (106-108). Cependant, ces études ne

fournissent pas exactement d'informations sur |'organisation du tégument, car elles étudient

25



I'association des protéines du tégument avec les nucléocapsides lorsqu’il se produit une
augmentation de la concentration en sels aprés avoir solubilisé I'enveloppe virale par un
traitement aux détergents (90, 108, 109). En plus, cette dichotomie ne se révele pas tout a fait
exacte, car plusieurs protéines, par exemple pUL47, contribuent aussi bien a la couche interne
qu'a la couche externe du tégument (5, 110, 111). Un petit nombre de protéines tégumentaires
sont essentielles a I'assemblage du virus, comme pUL36 (la plus grande protéine du VHS-1, qui
dépasse les 300 kDa), pUL37 et VP16 (112, 113). De plus, quelques-unes des protéines
tégumentaires sont impliquées dans la suppression de la réponse cellulaire a l'infection, comme

la protéine ICPO (114, 115).

1.1.3.4 ’enveloppe
L'enveloppe virale est une bicouche lipidique provenant des membranes cellulaires au sein de
laguelle sont intégrées 15 protéines virales transmembranaires, dont 12 glycoprotéines, soit gL,
gC, gM, gN, gK, gH, gG, gJ, gB, gD, gl et gE (116). Elle est enrichie en sphyngomyéline et
phosphatidylsérine, et la présence de cholestérol dans I'enveloppe virale faciliterait sa fusion avec
la membrane plasmique et contribuerait a la stabilité du virion (117, 118). Le compartiment
cellulaire dont dérive I'enveloppe finale n'est pas connu avec certitude. Si plusieurs laboratoires
affirment qu'il s’agit du "réseau trans-Golgi" (trans Golgi network, TGN), il a également été
suggéré qu'il pourrait provenir des endosomes (119-123). Le fait de bloquer la fonction des
GTPases Rab spécifiques liés au trafic endosomal, telles que Rabla/b, Rab43, Rab6, Rab5 ou
Rab11, empéche I'assemblage du VHS-1 (121, 124, 125). Par exemple, la co-déplétion de Rab5 et
Rab11, ainsi que la déplétion de Rab6 affectent profondément la production virale, la réduisant
de jusqu'a 99% (121, 124). L'enveloppement secondaire pourrait étre aussi un hybride de
plusieurs membranes cellulaires, dont le TGN et les endosomes. En revanche, il est clair que
I'enveloppe virale provient des compartiments de la voie de sécrétion tardive et non des voies de

sécrétion précoce telles que le réticulum endoplasmique (RE) ou I'appareil de Golgi (90, 125).

1.1.4 Le cycle viral du VHS-1

Le VHS-1 présente un tropisme pour différents types cellulaires in vivo (cellules de la muqueuse

buccale, kératinocytes péribuccaux et neurones). Chez certains d'entre eux, il compléte un cycle
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lytique (Figure 3), décrit ci-dessous, et chez d'autres, il entre en latence (neurones). In vitro, le
VHS-1 est capable d'infecter une grande variété de cellules provenant de différents tissus, et
méme de différentes espéces (126, 127). C'est pourquoi le VHS-1 est souvent utilisé comme
modele d’étude des herpeésvirus (18, 88). Son cycle lytique est caractérisé par la production d'une
série de changements cellulaires en réponse a l'infection productive, qui constituent I'effet
cytopathogene (ECP). Ces changements comprennent, entre autres, |'élargissement du nucléole,
la marginalisation de la chromatine, I'arrondissement et le détachement des cellules causé par la
perte de protéines membranaires et la fragmentation de I'appareil de Golgi en vésicules. L'ECP

résulte ultimement dans la mort cellulaire par apoptose (128-130).
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Figure 3. — Cycle viral du VHS-1. La premiére étape du cycle du VHS-1 est |'attachement 3 la cellule & infecter, suivie

par I'entrée et le relachement des capsides dans le cytoplasme. Les capsides seront transloquées vers le noyau
de la cellule, ol auront lieu la transcription séquentielle des génes trés précoces (IE), précoces (E) et tardifs (L),
la réplication du génome et la formation de nouvelles capsides. Ces capsides devront quitter le noyau a travers
I'EN, en suivant un processus d'enveloppement/dé-enveloppement. Une fois dans le cytoplasme, elles

acquierent le tégument et son enveloppe secondaire et sont finalement libérées par exocytose. D’apres (131).

1.1.4.1 'attachement et I'entrée
La premiere étape du cycle viral du VHS-1 est I'attachement aux cellules par le biais des
glycoprotéines logées dans I'enveloppe virale, apres quoi le VHS-1 entre soit par endocytose et
fusion ultérieure de l'enveloppe virale avec I'endosome, soit par fusion avec la membrane

plasmique, selon le type cellulaire (132, 133). Par exemple, il entre par endocytose chez les
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cellules Hela (col utérin) ou les CHO (ovaire du hamster chinois) et par fusion a la surface des
cellules Vero (rein de singe vert africain) ou les neurones (134-136). Quelle que soit la méthode
adoptée pour entrer dans la cellule, les protéines impliquées sont les mémes (132). Quatre des
douze glycoprotéines de |'enveloppe virale sont essentielles pour I'entrée : gB, gD, gH et gL (137-
139). Ce sont les quatre glycoprotéines qui forment le centre de la machinerie de liaison des
récepteurs et des fusogenes (116, 137). Dans un premier temps, gB ou gC (une glycoprotéine non
essentielle pour I'entrée), adhérent aux glycosaminoglycanes a la surface de la cellule, suivie de
I'interaction de gD avec I'un de plusieurs récepteurs (140-142). Trois récepteurs peuvent étre
utilisés pour gD : les nectines 1 ou 2, le médiateur d’entrée des herpeés virus (herpesvirus entry
mediator, HVEM) et I'héparane 3-0 sulfaté (143-145). La présence de ces récepteurs dans des
cellules appartenant a une grande variété de tissus explique la diversité des cellules qui sont
infectées par le VSH-1. La conformation de gD subit une modification par l'interaction de cette
glycoprotéine avec I'un de ses récepteurs, lui permettant d'interagir avec gH/glL (146, 147). Ceci
produit I'activation de I'activité fusogénique de gB (148). Le relachement de la nucléocapside
virale dans le cytoplasme exige de plus la liaison de la gB a I'un de ses récepteurs, le récepteur
alphaimmunoglobuline de type 2 (PILRa), NMHC-IIA (non-muscle myosin heavy chain IIA) ou MAG
(myelin-associated glycoprotein) (Figure 4) (80, 149). Une fois I'entrée du VHS-1 complétée, la
nucléocapside, recouverte par certaines protéines tégumentaires telles que pUL36 ou pUL37,
devra étre acheminée jusqu'aux pores nucléaires, en faisant appel aux microtubules (109, 150).
L'ADN viral est introduit dans le noyau par les pores nucléaires a travers le complexe portail, ne
nécessitant pas la désintégration des capsides, pouvant rester, vides, associées a I'enveloppe

nucléaire (EN) (151, 152).
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Figure 4.— Attachement et entrée du VHS-1 dans les cellules. A) Les virions du VHS-1 comportent 12

glycoprotéines et 3 protéines transmembranaires non glycosylées. B) La liaison de gD a ses récepteurs provoque
des changements de conformation dans le complexe gH/gL et I'activation du fusogéne gB. C) La fusion des

membranes permet de relacher les capsides virales dans le cytoplasme. Adaptée de (116).

1.1.4.2 'expression des genes viraux et la réplication du génome
Le génome viral est transcrit dans le noyau par I'ARN polymérase Il. Les premiers génes a étre
exprimés sont les génes a qui codent pour I'expression des protéines IE (ICPO, ICP4, ICP22, ICP27
et ICP47). Ceux-ci nécessitent le complexe formé par VP16 (protéine tégumentaire qui est
transloquée au noyau), Oct-1 (octamer-binding protein 1) et le facteur 1 de la cellule hote (host
cell factor 1, HCF-1). Ce complexe recrute les facteurs de transcription nécessaires a I'expression
des genes a (80, 153, 154). Les protéines IE stimulent ensuite la transcription des genes B
(protéines précoces) et y (protéines tardives ; divisés en y1 ou leaky late et y2 ou true late).
L'expression des genes B et y1 se superpose dans le temps, tandis que I'expression des genes y2
nécessite obligatoirement I'amplification de I'ADN viral (88, 155). On sait qu'au moins trois des
protéines IE ont un réle important dans cette stimulation, ICPO, ICP4 et ICP27, les deux dernieres
étant indispensables pour une infection productive (156-158). ICPO stimule le recrutement des
différents facteurs dans le compartiment de réplication et intervient dans la dé-répression des

génes post-a (159, 160). Toutefois, en présence d'une forte multiplicité d'infection (MOI) (plus
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que 5 unités formatrices de plages (pfu) par cellule), ICPO n'est pas essentielle (80, 161). A une
faible multiplicité d'infection, cependant, la délétion de I'IlCPO ralentit la prolifération du virus. Ce
phénotype est principalement observable dans le cas des fibroblastes humains, étant moins
accusé dans d'autres types de cellules (80, 162). ICP4 est un activateur de la transcription virale
capable d'interagir avec I'ADN viral et des facteurs de transcription cellulaire. En fonction du
promoteur, I'ICP4 peut également agir en tant que répresseur (163, 164). ICP4 est responsable
du recrutement de I'ARN polymérase Il aux promoteurs des génes post-a (80). ICP27 favorise la
transcription des genes tardifs et est capable d'interagir avec I'ARN polymérase Il. En outre, elle
intervient dans le transport de I'ARNm vers le cytoplasme et stimule la liaison des facteurs de
traduction a I'ARNm, processus indispensable, car, comme tous les virus, le VHS-1 se sert de la

machinerie cellulaire pour synthétiser ses protéines (80, 165, 166).

La réplication de I'ADN viral se produit dans le compartiment de réplication (de grandes zones
globulaires constituant des centres de réplication de I'ADN viral), et démarre une fois que la
transcription des genes précoces a commencé (88, 167). Le compartiment de réplication est
associé au domaine nucléaire 10 (ND10), impliqué dans des processus cellulaires tels que
I'apoptose ou la réparation de I'ADN (168-172). ND10 a aussi un role de répression des genes
viraux, cependant, le VHS-1 est capable de contourner ce mécanisme de défense grace a I'activité
ubiquitine ligase E3 d'ICPO (173). L'ADN du VHS-1 a trois origines de réplication et code pour
toutes les protéines nécessaires a sa réplication, y compris des protéines impliquées dans le
métabolisme des nucléotides (88, 159). Dans un premier temps, la protéine pUL9 sera associée a
I'une des origines de la réplication de I'ADN viral pour former un ADN simple brin, permettant la
liaison de I'ICP8 a I'ADN (174). L'ICP8 recrute plusieurs facteurs, entre autres I'hétérotrimere
hélicase-primase (formé par pULS5, pULS, et pUL52) et le complexe ADN polymérase (pUL30 et
pUL42), ce qui permet la réplication de I’ADN viral (175-177). Le processus de réplication est tres
efficace et peut produire plusieurs centaines, voire des milliers, de copies du génome viral (88).
Le modele accepté pour la réplication de I'ADN viral depuis de nombreuses années propose que
I'ADN viral se circularise a son entrée dans le noyau et soit ensuite répliqué par un mécanisme de
cercle roulant entrainant la formation de concatémeres (178). Selon d'autres propositions, la

réplication de I'ADN viral est plus complexe et ces concatémeres sont le produit d'événements de
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recombinaison (175, 177). Quoi qu'il en soit, la production des concatémeémes est essentielle, car
la machinerie d'encapsidation de I’ADN viral dans les capsides reconnait les concatémeres plus

longs qu’une unité du génome viral lors de I'encapsidation (88, 175, 177).

1.1.4.3 L'assemblage des nucléocapsides
La formation des capsides nécessite dans un premier temps de les assembler sous forme de
procapsides autour d'une structure d'échafaudage, composé a 90% de pUL26.5 (préVP22a) et a
10% de pUL26 (179). L'assemblage des capsides commence par la formation du complexe portail,
associé aux protéines d'échafaudage (180, 181). Les deux protéines de la structure d’échafaudage
ont un C-terminal identique (ils partagent partiellement le méme ORF) (Figure 5) via lequel elles
interagissent avec la protéine majeure de la capside, VP5 (105, 182, 183), qui est par la suite
recrutée, conjointement avec le triplex préformé VP23/VP19C, pour former une procapside
sphérique (179, 184, 185). L'ADN viral concatémérique s'introduit dans la procapside via le
complexe portal. Ce processus nécessite le complexe pUL15-pUL28-pUL33, le complexe
terminase, permettant de couper I'ADN viral pour libérer une seule longueur du génome de I'ADN
encapsidé du reste du concatémere (186, 187). Lorsque I'ADN viral est incorporé dans la
procapside, le domaine N-terminal de pUL26, qui a une activité protéase, est activé et libéré dans
un processus autocatalytique, pour devenir VP24 et VP21, plus un fragment carboxyterminal de
25 acides aminés (90). VP24 coupe aussi pUL26.5 pour générer VP22a et le méme fragment
carboxyl terminal de 25 acides aminés (Figure 5) (86). Les produits dérivés des protéines

/////

de VP24 reste a l'intérieur (105, 188).
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Figure 5.— Produits dérivés des protéines d’échafaudage. En haut : représentation du génome du VHS-1

avec la localisation du ORF de UL26 et UL26.5 et leurs transcriptions d’ARNm correspondantes. En bas : Produits
primaires de la traduction pUL26 ou pUL26.5 (noir) et produits dérivés de la protéolyse (gris) avec les sites de
protéolyse (fleches). Les chiffres représentent les extrémités N- ou C-terminal, les zones ol se produit la

protéolyse ou le nombre d’acides aminés des fragments résultants de la protéolyse. Adaptée de (105).

Lors d'une infection productive par le VHS-1, on distingue trois types de capsides qui se forment
a partir de procapsides sphériques : les capsides A, B et C (189). Structurellement, les trois types
de capsides sont similaires, mais ce sont les capsides C qui vont de préférence poursuivre leur
voyage vers le cytoplasme, tandis que les capsides A et B s'accumulent dans le noyau des cellules
infectées (190). Les capsides B retiennent jusqu'a 50% des protéines de I'échafaudage, tandis que
les capsules A et C en expulsent la majeure partie. Ni les capsides A, ni les capsides B ne
contiennent le génome viral. Par conséquent, ce sont les capsides C, avec le génome viral et une
plus petite proportion de protéines d'échafaudage, qui deviendront des virions infectieux (Figure

6) (189, 190).
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Figure 6. — Formation et types de capsides VHS-1. La structure d'échafaudage formée par pUL26 et le pUL26.5

est la base des procapsides sphériques. Ces deux protéines lient a leur extrémité C-terminal a la protéine majeure
de la capside VP5. Trois types de capsides sont formés : les capsides B, qui conservent encore les protéines
d'échafaudage; les capsides A, qui sont libérées de la plupart des protéines d'échafaudage et les capsides C. Les
capsides C sont les capsides matures, les seules qui contiennent le génome et qui seront préférentiellement

exportées vers le cytoplasme. D’apres (189).

1.1.4.4 La sortie du noyau
La sortie du noyau des capsides se fait a travers les membranes nucléaires, du fait de la taille
d'exclusion des pores nucléaires, qui est de 40 nm, et que la taille des capsides nouvellement
assemblées excéde largement cette valeur. Pour continuer leur chemin vers le cytoplasme, les
capsides subissent un processus d'enveloppement primaire qui les ameéne dans l'espace
périnucléaire (EPN) sous la forme de virions périnucléaires, et finalement de déenvelopement

avant d'arriver dans le cytoplasme (Figures 3 et 7) (122).

1.1.4.4.1 L’enveloppement primaire

Les phases de I'enveloppement primaire comprennent le désassemblage de la lamina nucléaire,
le recrutement des capsides a la membrane interne nucléaire (MNI) et I'enveloppement de la
capside a la MNI. La lamina nucléaire (qui sera décrite plus en détail dans la section de I'enveloppe
nucléaire) est un réseau de filaments (lamines) situé entre la MNI et la chromatine, constituant
une barriere pour la sortie des capsides du noyau qui doit pourtant étre désassemblée pour
permettre a la capside d’établir un contact avec la MNI (191). Le désassemblage de la lamina
requiert la phosphorylation des lamines (192). Pour ce faire, le VHS-1 recrute des kinases
cellulaires et virales via le complexe de sortie nucléaire (Nuclear Egress Complex, NEC) (193-197).
Le NEC consiste en deux protéines essentielles pour la sortie du noyau, pUL31, et pUL34 (cette
derniére est ancrée a la MNI), pouvant former des oligoméres hexamériques (Figure 7) (198-201).

Le NEC recrute la kinase virale pUS3, capable de phosphoryler I'’émerine, une protéine de la MNI
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qui ancre la lamina nucléaire a cette membrane, et les lamines A/C (196, 202, 203). En ce qui
concerne les kinases cellulaires, pUL31 et pUL34 recrutent PKCa et PKCS, deux kinases de la
famille de la protéine kinase C (PKC), qui phosphorylent les lamines B (204, 205). Le recrutement
des capsides a la MNI se produit probablement par l'interaction de pUL31 avec le complexe
pUL25-pUL17 (CVSC) ou avec VP5 (206, 207). Ce sont les capsides C celles qui ont une plus grande
teneur en CVSC, ce qui pourrait constituer une des raisons de son export préférentiel du noyau
par rapport aux capsides A ou B (206, 208). La liaison de la nucléocapside a la MNI se fait par
I'oligomérisation de la NEC, qui forme un échafaudage hexagonal dans la MNI, de sorte qu'elle
recouvre la face interne de la membrane bourgeonnante (Figure 7) (201, 209). L'activité du NEC
est d'ailleurs suffisante in vitro pour produire la déformation de la membrane nécessaire pour

former I'enveloppe primaire et I'excision de cette enveloppe de la MNI (210).

L'excision de I'enveloppe primaire de I'INM entraine la production de virions périnucléaires. La
composition exacte de ces virions n'est pas encore totalement définie (90). En microscopie
cryoélectronique, il a été observé que |'espace entre la capside et I'enveloppe primaire est limitée,
ce qui suggere que la plupart des protéines tégumentaires sont acquises dans le cytoplasme, car
il est peu probable que ces protéines soient incorporées en grande quantité lors de la sortie du
noyau (211). Certaines des protéines tégumentaires qui ont été identifiées dans les virions
périnucléaires comprennent pUS3, VP16, pUL36, pUL37, pUL49, VP22, ICPO ou ICP4 (90, 107, 108,
212-215).

1.1.4.4.2 Le déenvelopement

Les virions périnucléaires sont désormais amenés a fusionner leur membrane avec la membrane
nucléaire externe (MNE) suivant un parcours qui n'est pas encore totalement élucidé. Ce sont a
la fois des facteurs cellulaires et viraux qui sont impliqués dans ce processus. Ainsi, les
glycoprotéines virales gB et gH de méme que certains facteurs cellulaires tels que p32, I'intégrine
B1 ou la chaine lourde de I'antigéne CD98 sont impliqués dans ce processus (216-218). De plus,
I'intégrité du complexe LINC, qui s'étend entre les deux membranes nucléaires, pourrait faciliter
la fusion des virions périnucléaires avec la MNE (216-219). De toute évidence, il doit y avoir
davantage de facteurs, cellulaires ou viraux, impliqués dans la fusion des membranes lors de la

sortie du noyau, car par exemple dans le cas des protéines gB et gH, si les deux sont manquantes,
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la sortie du noyau est bloquée ; cependant, la délétion de chacune d'elles individuellement a peu
d'effet sur le cycle viral (216). Plus encore, il est surprenant que le besoin en gB et gH ne puisse
étre extrapolé a tous les herpeésvirus, dés lors que, par exemple, le virus de la pseudorage (PrV),
qui est étroitement apparenté au VHS-1, est dépourvu de ces glycoprotéines dans les virions
périnucléaires (220). Par la suite, la protéine virale pUS3, présente dans les virions périnucléaires,
est responsable de la phosphorylation de la pUL31 a son extrémité N-terminal, ce qui provoque
le désassemblage du NEC, qui se dissocie de la capside avant de son arrivée au cytoplasme (Figure
7) (211, 212, 221). Aprés avoir été relachées dans le cytoplasme, les nucléocapsides poursuivent

leur voyage vers |'enveloppement secondaire.
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Figure 7.— Enveloppement — déenveloppement du VHS-1 a FEN. 1) La formation de nouvelles

nucléocapsides se produit dans le noyau. 2) Les nucléocapsides ainsi formées sont recrutées a la MNI. 3) Le NEC
sert de médiateur pour I'enveloppement primaire des nucléocapsides. 4) Les virions enveloppés sont libérés
dans I'EPN et sont appelés virions périnucléaires. 5) La fusion de la membrane des virions périnucléaires avec la

MNE permet leur transit vers le cytoplasme. Réalisée avec BioRender.com, adaptée de (201) et (210).

1.1.4.5 L'acquisition du tégument, I'enveloppement secondaire et la propagation du virus
La tégumentation nécessite l'interaction des protéines tégumentaires entre elles, avec la capside
et avec I'enveloppe virale, mais le moment ou ce processus commence est encore incertain (90).

Les protéines tégumentaires pUL36, pUL37 et pUS3 seraient parmi les premiéres a étre
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incorporées (107). En faveur de l'incorporation précoce de pUL36, cette protéine contribue a la
liaison du complexe CVSC a la capside (222). Parmi les autres protéines tégumentaires qui
interagissent avec pUL36, on compte pUL37 et VP16, toutes trois nécessaires a I'assemblage du
VHS-1 (223-225). Bien que certaines protéines tégumentaires pourraient étre incorporées au
noyau, puisque, comme indiqué précédemment, on retrouve chez les virions périnucléaires des
protéines tégumentaires, la majorité du tégument est acquis pendant le séjour des capsides dans
le cytoplasme (90, 107, 211, 213, 215). On retrouve ainsi plusieurs protéines du tégument dans
I'un des endroits ou I'enveloppement secondaire pourrait se produire, le TGN (226, 227). De plus,
il existe un réseau complexe d'interactions entre diverses protéines tégumentaires et les
protéines de I'enveloppe virale, par exemple VP16 est capable d'interagir avec gB, gD ou gH (106,

228).

Apres I'acquisition du tégument, on procede a la derniére étape du cycle du VHS-1, précédant sa
sortie de la cellule, soit I'enveloppement secondaire (Figure 8). L'enveloppe secondaire ou finale
est dérivée de la membrane des compartiments cellulaires tels que le TGN ou les endosomes. Les
protéines qui feront partie de cette enveloppe doivent donc étre situées dans les compartiments
cellulaires appropriés afin d'étre incorporées (5, 119, 122, 229). Ce sont les glycoprotéines de
I’enveloppe qui, par des interactions avec les protéines tégumentaires, servent de médiateurs a
la formation des particules enveloppées, a tel point que I'enveloppement peut étre produit méme
en l'absence de capsides, ce qui donne lieu a la production de particules L (230). Les particules
dites L (Light particles), ce sont des particules enveloppées qui ne contiennent pas de capsides ou
de génome, elles contiennent simplement la majorité du tégument et des glycoprotéines virales,
et sont méme éventuellement relachées des cellules (231). Pour I'enveloppement secondaire, gk
et pUL20 forment un complexe qui semble étre crucial, car I'absence de I'un ou l'autre entraine
des défauts dans ce processus (120, 232, 233). Le complexe gK-pUL20 pourrait jouer un réle dans
la mise en place des interactions avec le tégument et |'organisation des protéines virales dans
I'enveloppe, puisque son interaction avec pUL37 et son implication dans la localisation de diverses
glycoprotéines, telles que glL/gH et gD, ont en effet été constatées (234, 235). En outre, gD, gE et
gM interagissent avec VP22 et pUL11, des protéines tégumentaires, ce qui peut favoriser

I'enveloppement secondaire (236-238). En vue de compléter cet enveloppement, une excision
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des membranes cellulaires est nécessaire. Les complexes de tri endosomique requis pour le

transport (ESCRT) sont recrutés a cette fin (239).

Le dernier stade du cycle viral concerne la sortie des cellules des particules virales avec leur
enveloppe définitive (Figure 8). Pour ce faire, on a recours au transport vésiculaire vers la
périphérie de la cellule et a I'exocytose subséquente des particules virales enveloppées (240). La
sortie de la progénie virale nécessite la collaboration de facteurs viraux et cellulaires, par exemple
la protéine kinase D (PKD) est impliquée dans le transport des particules virales du TGN vers la
périphérie des cellules (241). En outre, il a été démontré que le PKD et certains de ses régulateurs,
tels que CERT (protéine impliquée dans le transport des lipides), jouent un role dans la sortie du
VHS-1 (242, 243). Parmi les autres facteurs qui peuvent étre impliqués dans la sortie du virus, on
peut citer les protéines des familles Rab ou SNARE, ou la myosine Va (240, 244, 245). Cependant,

le mécanisme exact de sortie des particules virales reste encore a caractériser.
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Figure 8. — Parcours du VHS-1 jusqu’a sa sortie. 1) Formation des capsides et encapsidation du génome au

noyau cellulaire. 2) Sortie du noyau a travers les membranes nucléaires. 3) Acquisition du tégument et de

I’'enveloppe secondaire dans le cytoplasme. 4) Sortie des particules virales par exocytose. D’aprés (106).

Une fois que le cycle viral du VHS-1 est expliqué et qu'il est clair a quel point les événements qui
se produisent dans I'EN sont importants et favorisent la propagation du virus, dans le cadre de ce

projet, on se focalise sur des protéines localisées a la MNI qui pourraient jouer un role au niveau
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du passage des nucléocapsides a travers I'EN. C'est pourquoi, dans la section suivante, nous

examinerons plus en détail le noyau de la cellule et son enveloppe.

1.2 ’enveloppe nucléaire

Le contenu du noyau est protégé par 'EN. L'EN se comporte comme un bouclier qui protege le
génome du reste des éléments cytoplasmiques, sachant qu'une rupture de cette barriere
entrainerait I'exposition de la chromatine a ces éléments, ce qui provoquerait une instabilité
génomique et menacerait la survie des cellules. En méme temps, elle apporte un soutien au
cytosquelette et a la chromatine (246). L'EN est une structure composée de deux bicouches
lipidigues, les membranes nucléaires (247, 248), séparées par une distance d’entre 30 et 50 nm,
qui délimitent I'EPN (248, 249). Ce systeme de membranes se poursuit avec la membrane du RE
(250), de sorte que la MNE est biochimiquement similaire a la membrane de ce compartiment
(251). Toutefois, et en dépit de la continuité et ressemblance entre les membranes de I'EN et du
RE, la MNE et la MNI, retiennent des protéines qui ne sont pas enrichies dans la membrane du RE

(252).

1.2.1.1 Protéines de I’enveloppe nucléaire
Un premier groupe de protéines ciblées a I'EN sont les nucléoporines, elles forment les pores
nucléaires, a travers lesquels se produit I’échange bidirectionnel de protéines, d’ARN et de
complexes ribonucléoprotéiques entre le noyau et le cytoplasme (253, 254). Plusieurs copies
d'environ 30 nucléoporines différentes organisées avec une symétrie rotationnelle octuple
composent un pore nucléaire. La structure d’'un pore nucléaire comprend un pore central ou les
deux membranes se fusionnent et forment deux anneaux, dont un anneau cytoplasmique, et un
anneau nucléaire, un panier nucléaire et des filaments cytoplasmiques (255, 256). En plus, la
structure des pores nucléaires comporte aussi des canaux périphériques. La microscopie
électronique a permis d'identifier ces canaux périphériques et de définir leur largeur a environ 10
nm (256). Par la suite, leur implication dans le passage des protéines membranaires de la MNE a
la MNI a été confirmée (257). Les ions et les petites molécules de 30 nm ou moins sont capables

de traverser les pores nucléaires librement par diffusion jusqu'a un maximum de 40 nm. Par
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contre, les molécules plus grosses nécessitent des récepteurs de transport nucléaire, dits aussi
importines et exportines (255, 258, 259). La localisation des protéines de I'EN n’est jamais
complétement binaire, car leur synthese se produit au RE ; il est donc trés important de permettre
aux protéines de la MNI d’entrer dans le noyau et trouver son partenaire de liaison tout en
empéchant aux protéines de la MNE d’y pénétrer (248). Bien que le transport noyau-cytoplasme
(et vice-versa) des protéines solubles a travers les pores nucléaires (les seules ouvertures de I'EN)
soit assez bien défini, le ciblage des protéines membranaires a la MNI reste ouvert au débat. A
cet effet, différents mécanismes dépendants ou non des pores nucléaires ont été proposés
(Figure 9), dont le plus répandu est le modele de rétention-diffusion. Conformément a ce modele,
les protéines de la MNI diffusent librement, étant donné la contiguité de leurs membranes, du RE
a la MNE puis a la MNI, traversant les pores nucléaires. Le domaine transmembranaire des
protéines de la MNI devant demeurer intégré dans la membrane de maniére a ce que le processus
reste énergétiquement favorable, le transit a travers les pores nucléaires de ce domaine passe
par les canaux périphériques. Arrivées a destination, ces protéines seraient retenues par le biais
d'interactions avec des partenaires de liaison ou des éléments peu mobiles du noyau, tels que la
chromatine et la lamina (Figure 9 A) (246, 260, 261). Cette voie est bien illustrée, par exemple,
par le récepteur de la lamine B (Lamin-B receptor, LBR). Le transport médié par des facteurs de
transport (importines) (Figure 9 B) représente un autre des modeles proposés. Ce modele
implique un transport actif médié par les importines via un signal de localisation nucléaire (SLN)
présent dans les protéines (262, 263). Le modele de motif de tri (Figure 9 C) indique que les
protéines membranaires de la MNI peuvent contenir une région transmembranaire hydrophobe
et une région adjacente riche en acides aminés chargés positivement, désignés motifs de tri de la
MNI (INM-SM, de I'anglais Inner Nuclear Membrane-Sorting Motif). A en juger par leur présence
dans diverses protéines humaines telles que nurim et LBR ou la protéine a domaine SUN UNC-84
de Caenorhabditis elegans, ces motifs sont susceptibles de jouer un réle important pour diriger
les protéines vers la MNI. Les INM-SM sont reconnus par l'importine-a-16, qui sert de médiateur
pour leur transport (261, 264, 265). On peut citer pour terminer le modéle de médiation

vésiculaire (Figure 9 D), qui propose un mécanisme indépendant des pores nucléaires étudié chez
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la drosophile. D'apres ce modele, les protéines seraient contenues dans des vésicules formées a

partir de la MNE qui atteignent I'espace périnucléaire, puis se fusionnent avec la MNI (258, 261).

A) Rétention-diffusion B) Transport médié par facteur

Cytoplasm Cytoplasm
Protein cargo
Protein cargo

Lamin or chromatin binding domain e Karyopherin
Feripheral channel e Central channel

Nucleoplasm Nucleoplasm

C) Transpert via motif de tri D) Transport & médiation vésiculaire

o Cytoplasm Cytoplasm

Nucleoplasm Nucleoplasm

Figure 9.— Modeéles de transport des protéines a la MNI. A) Modele de rétention-diffusion, les protéines

traversent 'EN a travers les pores nucléaires par des canaux périphériques. B) Modéle de transport médié par
facteur de transport, les importines agissent comme intermédiaire dans le transport des cargos a travers les
pores nucléaires. C) Modeéle de transport via un motif de tri a la MNI reconnu par l'importine-a-16. D) Modéle a
médiation vésiculaire, les protéines sont comprises dans des invaginations de la MNE qui se fusionnent a la MNI.

Adaptée de (261).

1.2.1.2 Maintien de I’enveloppe nucléaire et connexions noyau-cytoplasme
Chez les métazoaires et certains organismes unicellulaires, le support mécanique de I'EN est
assuré par la lamina nucléaire. Les principales protéines structurelles de la lamina nucléaire sont
des filaments intermédiaires de type V, appelés les lamines (266). Chez les mammiféres, les
lamines sont codées dans deux genes différents, ce qui produit, par épissage alternatif, quatre
types de lamines, regroupées en deux groupes : les lamines de type A, qui inclut la lamine Aet C
et les lamines de type B, qui inclut les lamines B1 et B2 (191, 267). La lamine B est associée en

permanence a la MNI, fournissant un support fondamental au noyau (268). En plus d'apporter de
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la rigidité au noyau, les lamines A/C ont d'autres fonctions telles que le positionnement des pores
nucléaires, l'interaction avec certains facteurs de transcription ou I'organisation de la chromatine
(269, 270). La lamina nucléaire interagit avec les protéines de la MNI, agissant comme un lien
entre l'intérieur et |'extérieur du noyau (271, 272). On retrouve ainsi des protéines
transmembranaires ancrées a la MNI, dont, certaines, a travers leurs interactions avec la lamina
nucléaire et la chromatine jouent un réle dans son organisation, le métabolisme de I’ADN (qui
comprend a la fois les réactions de synthese et dégradation impliquées dans la réplication et la
réparation de I'ADN) et I'expression génique. Des exemples de ces protéines sont le LBR,
I’émerine, le polypeptide associé a la lamine (LAP) 1 et LAP2 et MAN1 (273). Du coté
cytoplasmique, de nombreuses protéines de la MNE sont connectées aux trois principaux
systemes du cytosquelette, a savoir le réseau de microtubules, I'actine est les filaments
intermédiaires. Leurs rbles peuvent aller de la migration cellulaire et nucléaire (un processus
dépendant des microtubules, crucial pour le développement des eucaryotes et nécessaire, par
exemple, pour la réunion des pronucléus masculin et féminin dans un zygote nouvellement
fécondé) (274, 275) a la connexion du reste de la cellule au génome, en passant par la régulation
génomique (248). Le complexe LINC (de I'anglais Linker of the Nucleoskeleton and Cytoskeleton),
ayant des composants de I'un et de |'autre coté de I'EN, assure la connexion entre le noyau et le
cytoplasme. De ce fait, les fonctions du complexe LINC dans son ensemble comprennent celles
mentionnées pour les protéines de la MNI et de la MNE. Il est fondamental pour la régulation du
génome, la stabilité mécanique nucléaire et fournit les liens mécaniques nécessaires a la
migration nucléaire et cellulaire, parmi d’autres fonctions plus détaillées ultérieurement (Figure
10) (276). Pourtant, tant les protéines de la MNI que celles de la MNE assurent le soutien de leurs

membranes respectives et ont des fonctions spécifiques en lien avec leur localisation.

1.2.2 Le complexe LINC

L'interaction entre le noyau, le cytoplasme et les intégrines est connue depuis plus d’une
vingtaine d’années. Le cytoplasme établit un lien entre le noyau et la membrane plasmique, qui
a son tour est intégrée au noyau par le biais du complexe LINC (277, 278). Ce complexe a fort
probablement joué un réle dans la formation de I'EN avant le dernier ancétre commun eucaryote,

LECA (/last eukaryote common ancestor) (279), car ils sont conservés chez tous ces organismes.
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Néanmoins, les protéines qui interagissent avec le complexe, et méme les protéines qui en font
partie, varient d'un type de cellule a 'autre (280, 281). Le complexe LINC est toujours composé
de deux types de protéines : les protéines a domaine KASH et les protéines a domaine SUN (Figure
10), et en tant que mammiféres, nous disposons de cing protéines SUN (SUN1 a SUN5) et de six
protéines KASH : les Nesprines (nuclear envelope spectrin repeat proteins) 1 a 4, KASH 5 et la

protéine limitée a la membrane des lymphocytes (LRMP) (277, 282).

Cytoskeleton

KASH lid
KASH protein

PNS—

Triple-helical
stalk

Lamina

Figure 10. — Les protéines SUN et KASH a I’EN. Les protéines & domaine KASH sont intégrées dans la MNE,

interagissant par son domaine N-terminal cytoplasmique avec le cytosquelette et avec leur domaine KASH (en
orange) en C-terminal avec le domaine SUN. Les protéines a domaine SUN sont ancrées a la MNI et interagissent
par son extrémité C-terminal, qui comprend le domaine conservé, avec les protéines KASH et avec la lamina
nucléaire de son c6té nucléoplasmique en N-terminal. Le cercle montre une vue plus détaillée de I'interaction

SUN-KASH dans I'EPN (voir section1.2.2.3). D’apreés (283).

1.2.2.1 Protéines KASH
Les membres fondateurs de la famille KASH sont Klarsicht de la Drosophile, ANC-1 du
Caenorhabditis elegans et SYNE-1 et -2 des mammiferes. De ces protéines en découle le nom du
domaine conservé, étant KASH I'acronyme de I’anglais Klarsicht, ANC-1, Syne homology (284). La
famille KASH comporte des protéines transmembranaires de type Il, ancrées a la MNE dont la
structure typique inclut un domaine N-terminal d’interaction avec des composants du
cytosquelette et le domaine KASH, une séquence d'environ 50 acides aminés qui comprend une
région transmembranaire hydrophobe intégrée dans la membrane nucléaire externe

d’approximativement 20 acides aminés et une région dans I'espace périnucléaire d’entre 6 et 30
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acides aminés. Le domaine KASH constitue I’extrémité C-terminal de la protéine ; ce domaine est
nécessaire et suffisant pour cibler une protéine a I'EN (Figure 10). Les deux extrémités des
protéines de la famille KASH sont séparées par un nombre variable de répétitions de spectrine
(282, 285, 286). Toutefois, mis a part le domaine KASH, les protéines appartenant a cette famille
partagent peu ou pas de caractéristiques (282, 285, 287, 288). Il existe, néanmoins, des isoformes
de la plupart des protéines de cette famille, si ce n’est que de toutes, qui ne possedent pas le
domaine KASH, ce qui signifie qu’elles se retrouvent dans d’autres compartiments cellulaires
autres que le noyau pour les relier au cytosquelette. Par exemple KLNeslg, l'isoforme sans
domaine KASH de la Nesprine 1 trouvée dans le cervelet peut étre localisée dans le cytoplasme

(288, 289).

1.2.2.1.1 Nesprine-1 et nesprine-2

Les premieres protéines de la famille KASH décrites chez les mammiféres sont les nesprines 1 et
2. Elles comprennent des nombreuses isoformes, dont les plus grandes sont connues comme
isoformes géantes, atteignant 1MDa dans le cas de la Nesprine 1 et 800kDa pour la Nesprine 2.
Les différentes isoformes peuvent ne pas partager des fonctions, partenaires de liaison, tissus
dans lesquels sont exprimées et localisation cellulaire (290). En général, les nesprines sont trop
grandes pour traverser les pores nucléaires a travers les canaux périphériques et elles sont
retenues a la MNE via l'interaction du domaine KASH avec le domaine SUN dans I'EPN. Cependant,
de petites isoformes des nesprines 1 et 2 (d’environ 53 et 48kDa respectivement) sont
susceptibles de se loger dans l'une ou l'autre des membranes, incluant la MNI ou elles
interagissent avec I’émerine, la lamina et SUN1 (290-292). Des partenaires de liaison dans la face
cytoplasmique des Nesprines 1 et 2 incluent I’actine, la Nesprine 3, la torsinA et les microtubules

(293).

1.2.2.1.2 Nesprine-3, Nesprine 4, KASH5 et Jaw1

La Nesprine 3 est, comme toutes les protéines de sa famille, une protéine transmembranaire de
type Il, mais plus petite que les protéines décrites précédemment. Elle est localisée a la MNE par
I'interaction avec SUN1 et SUN2 et interagit avec le les filaments intermédiaires par le biais de la

plectine, qui est capable de former des oligomeéres étendus. C’est pourquoi il a été proposé que
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la Nesprine 3 relie le noyau a la membrane plasmique (290). L'expression de la Nesprine 4 est
principalement restreinte a I'épithélium sécrétoire et les cellules de la cochlée. Elle comprend une
seule répétition de spectrine et lie les microtubules a travers la kinésine (291, 293). KASH5 est la
protéine KASH la plus récemment décrite. Elle est spécifique aux cellules germinales, ou elle lie le
complexe dynéine-dynactine et forme des complexes LINC avec SUN1 (290). Contrairement au
reste de protéines de la famille, Jaw1, aussi appelée LRMP, se retrouve dans la membrane du RE
et ne lie pas le cytosquelette, mais le récepteur inositol triphosphate des cellules du systeme

immunitaire et certaines cellules réceptrices du golt (290, 293).

En définitive, les interactions des protéines KASH avec le cystosquelette peuvent étre récapitulées
ainsi (Figure 11) : les Nesprines 1 et 2 interagissent directement avec l'actine ; la Nesprine 3
interagit avec les filaments intermédiaires par l'intermédiaire de la plectine ; les Nesprine 1, 2 et
4 interagissent avec les microtubules a travers la kinésine ; et KASH5 interagit avec le complexe
dynéine-dynactine dans les cellules germinales. C’est de cette fagon que le complexe LINC lie les

trois principaux systémes de filaments qui conforment le cytosquelette (286, 290, 291, 294).
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Figure 11. — Les protéines KASH a I’EN. Les Nesprines sont un lien physique entre le noyau et trois composants du

cytosquelette (filaments d'actine, microtubules et filaments intermédiaires). Adaptée de (295).

1.2.2.2 Protéines SUN
UNC-84 de C. elegans a été la premiere protéine de la famille SUN, car c’est avec I'étude de
Malone et coll. (296), en 1999 que le domaine de cette famille conservé a été défini. UNC-84
possede des régions d’homologie dans son C-terminal d’approximativement 175 acides aminés
avec la protéine Sad1 de Schizosaccharomyces pombe et avec les protéines prédites, SUN1 et

SUN2 humaines (296). UNC-84 et Sadl ont donné le nom au domaine conservé dans toutes les
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protéines de cette famille, soit le domaine SUN (Sad1/UNC-84) (282). Les protéines a domaine
SUN sont présentes chez tous les eucaryotes, certains d’entre eux possédant plusieurs de ces
protéines, qui sont exprimées a différents moments de leur développement (276, 284). Ce sont
des protéines transmembranaires de type Il, situées a la MNI, permettant d’ancrer le pont qui
constitue le complexe LINC a la lamina nucléaire (282). La structure des protéines SUN comporte
au moins un domaine transmembranaire (297), une région en bobine (coiled coil, CC) dont la
longueur dépend de la protéine SUN concernée (Figure 12) et qui favorise la multimérisation dans
I’'EPN et le domaine SUN en C-terminal (276, 298). L'extrémité N-terminal de ces protéines est
nucléoplasmique et elle n’est pas conservée, bien gu’elle contienne les signaux nécessaires pour
le ciblage a 'EN et que beaucoup de ces protéines interagissent avec la lamina nucléaire (282,
284). Chez les humains, on retrouve cinq protéines a domaine SUN, codées par les genes SUN1,
SUN2, SUN3, SUN4, aussi appelée SPAG4 (Sperm-associated antigen 4 protein) et SUNS5.
Seulement les deux premieres, SUN1 et SUN2 sont exprimées de facon ubiquitaire, tandis que

I'expression de SUN3, SUN4 et SUN5 semble étre limitée aux testicules (291).
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Figure 12. — Les protéines de la famille SUN dans I'enveloppe nucléaire. On estime que les protéines SUN

plus courtes (SUN3 a SUNS chez I'humain) ont des domaines luminaux plus courts, ce qui entrainerait des espaces

périnucléaires plus étroits. D’apres (298).
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1.2.2.2.1 SUN3, SUN4 et SUN5

SUN3 est capable d'interagir spécifiquement avec Nesprin 1 dans la lignée germinale masculine
post-méiotique, de maniere a produire un complexe LINC impliqué dans la formation de la téte
du spermatozoide, un processus qui implique un important niveau de polarisation a la fois de la
cellule et du noyau. La restructuration nucléaire au cours de ce processus requiert le déplacement
du noyau et la condensation de la chromatine, en accord avec l'assemblage des structures
cytosquelettiques propres au spermatozoide. Ce stade est critique, car I'une des principales
causes de l'infertilité masculine est le mauvais déroulement de la formation de la téte des
spermatozoides (299-301). Plus récemment, il a été observé que SUN4 interagit avec SUN3 in
vivo, étant impliqué dans sa localisation, tout en constatant que les niveaux de SUN3 jouent un
role clé dans le maintien des niveaux de SUN4. Bien que SUN3 et SUN4 se soient révélées
indispensables pour la spermatogenése, les mutations des protéines KASH ne conduisent pas a
I'infertilité, a I'exception de KASH5, qui semble étre la seule a étre essentielle pour ce processus
(300, 302). SUN3 est recrutée a sa position au péle postérieur de la membrane nucléaire grace a
son association avec SUN4. Les protéines SUN sont généralement assemblées en homotriméres
pour interagir avec les protéines KASH, cependant, la capacité de SUN4 a s'associer avec SUN3 et
la Nesprin 1 lui permet de former des homo ou hétéro-trimeres, qui vont se coupler a la Nesprin
1 dans I'espace périnucléaire, liant I'EN au réseau de microtubules. L'activité de SUN4 est certes
importante pour le maintien de l'intégrité nucléaire, mais cette protéine n'est pas essentielle pour
la polarisation qui se produit dans la téte du spermatozoide (299, 303, 304). Contrairement aux
cellules somatiques, les complexes LINC ne sont pas distribués de maniere homogene dans le cas
des spermatides, qui, comme mentionné précédemment, sont polarisées. Le complexe
SUN3/4/Nesprine 1 est situé dans le podle postérieur du noyau, tandis que le complexe
SUN1n/Nesprine 3 est positionné dans le pdle antérieur (299, 305). La protéine SUN5 fut décrite
comme une protéine SUN spécifique aux testicules, située au niveau de la région apicale des
spermatides rondes, vis-a-vis de la vésicule de l'acrosome (306), bien que des données
contradictoires aient été publiées concernant son emplacement dans les spermatozoides,
soutenant que cette protéine a un emplacement qui englobe celui de SUN1 et SUN3 chez ces

cellules (307). Ce qui semble clair, c'est son réle dans la liaison de la téte et la queue du
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spermatozoide, les mutations de cette protéine aboutissant dans la production de

spermatozoides décapités, ce qui entraine la stérilité (308, 309).

1.2.2.2.2 SUN1 et SUN2

Les seules protéines SUN exprimées de maniéere ubiquitaire sont, en effet, SUN1 et SUN2, et c'est
sur ces protéines auxquelles se consacre désormais notre attention. L'étude de Dreger et coll.
(310) sur la protéomique de I'EN a conduit a la premiére description de la protéine SUN1. Elle a
été identifiée comme une protéine transmembranaire d’approximativement 100 kDa qui
présente une région d’homologie avec la protéine UNC-84 de C. elegans et qui interagit tres
probablement avec la lamina nucléaire. Ultérieurement, elle a été confirmée comme appartenant
au complexe LINC, démontrant son interaction avec la Nesprine-2 a I'EN (276, 311). Par la suite,
il a été démontré qu'elle interagit avec au moins cing des six protéines KASH (297, 310). Chez les
mammiferes, SUN1 est la plus grande protéine de sa famille (Figure 12). Son domaine
nucléoplasmique en N-terminal compte entre 350 et 400 acides aminés (276). Plusieurs isoformes
de SUN1 ont été décrites, dont la fonction, pour la plupart, reste a définir (290). L'ensemble de
ces isoformes est le fruit d'un épissage alternatif qui modifie le domaine nucléoplasmique (312).
Gob et coll. (313) révelent I'existence d'au moins 7 isoformes de SUN1, désignées de SUN1a a
SUN1n, classées par ordre de taille, de la plus grande a la plus petite. Dans cette étude, ils ont
constaté une expression différentielle des isoformes en fonction du tissu, qui répond
probablement a une adéquation du complexe LINC pour combler les besoins de chaque type de
cellule. A titre d'exemple, I'expression de la plus petite, SUN1n semble &tre limitée aux testicules,
ou est impliquée dans la formation de la téte du spermatozoide conjointement avec SUN3 (299,

313).

SUN1 et SUN2 sont toutes les deux liées dans leur région nucléoplasmique a la lamine A, bien que
SUN1 interagisse de fagon préférentielle avec la prélamine A (forme sous laquelle la lamine A est
au départ exprimée et qui subit des modifications post-traductionnelles pour aboutir a la lamine
A mature). De plus, SUN1 et SUN2 sont a méme d'interagir directement avec la chromatine chez
les cellules de mammiferes (276, 314-317). Mis a part leurs partenaires d’interaction communs
de SUN1 et SUN2 chez les protéines a domaine KASH (nesprines 1- 3 et KASH5), ils existent

d'autres partenaires d'interaction communs, tel que I'’émerine (276, 302, 305, 316). De telles
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interactions contribuent a expliquer leurs réles partiellement redondants, ce dont fait preuve la
létalité du double knockout SUN1/SUN2 chez la souris, mais la non-létalité des knockouts simples
(318). Cependant, des interactions exclusives au SUN1 ont été observées, notamment avec les

pores nucléaires, en étant directement associées a la nucléoporine Nup153 (258, 312).

La premiere mention de protéines SUN1 et SUN2 chez les mammiféres découle d'une étude qui
a isolé leur ADNc (296). La caractérisation de SUN2 s’est faite grace a I'obtention de sérum anti-
SUN2, et ne s'est concrétisée qu'avec I'étude de Hodzic et coll. (314). SUN2 est composé de 717
acides aminés, avec un poids moléculaire de 85 kDa. Faisant partie de sa famille, SUN2 se trouve
en interaction a son extrémité N-terminal avec la lamina nucléaire et détient a son extrémité C-
terminal le domaine SUN conservé (314, 319). Cela dit, I'interaction entre la lamina nucléaire et
SUN2 n'est pas cruciale pour la localisation de cette derniéere sur la MNI ni pour I'accomplissement
de ses fonctions. Le role fondamental joué par SUN2 dans la formation des lignes TAN, illustre ce
point. Les « lignes nucléaires transmembranaires associées a |'actine » ou lignes TAN, de I'anglais
"Transmembrane actin-associated nuclear (TAN) lines", constituent des structures linéaires
présentes dans les cellules adhérentes servant a établir la polarisation cellulaire en amenant le
noyau a l'arriere de la cellule lors de la migration (320-324). SUN2 est la principale protéine de sa
famille qui fait partie de ces lignes TAN, étant associée a la Nesprine 2G, une des isoformes qui
fait office de pont entre le complexe LINC et le cytosquelette d'actine. La lamine A/C stabilise les
lignes TAN par ses interactions avec le complexe LINC, mais il n'est pas un élément déterminant
dans leur formation, SUN2 étant responsable de la liaison de la Nesprine 2G dans cette structure
(320, 325, 326). Fait surprenant, SUN2 aurait un réle hors du noyau, car il a été identifié comme
un partenaire d'interaction de Rab5, une molécule clé pour I'endocytose. La liaison entre SUN2
et Rab5 ne requiert pas le domaine SUN, bien que ce domaine soit essentiel pour la translocation
de SUN2 vers les vésicules cytoplasmiques. Les mutants de SUN2 dont le domaine SUN n’est pas

présent co-immunoprécipitent avec Rab5, mais ne sont pas localisés aux endosomes. (327).

1.2.2.3 Structure et interaction des domaines SUN-KASH
La premiere évidence d'interaction entre les protéines SUN et KASH dans I'espace périnucléaire
fut apportée par Padmakumar et coll. (311). Le recrutement des protéines SUN a la MNI constitue

la premiere étape de la formation de ce lien. Comme mentionné précédemment, différentes voies
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d'acheminement des protéines vers la MNI sont possibles, bien que I'on ne sache pas encore si
l'une d'entre elles prime sur les autres ou leur importance relative (261). Au sein de la famille
SUN, plusieurs caractéristiques rendent ces protéines susceptibles d'emprunter plusieurs de ces
voies. De ce point de vue, en faveur du modele de diffusion-rétention, SUN1 et SUN2 possédent
de petits domaines extraluminaux, qui leur permettraient de traverser les canaux périphériques
des pores nucléaires. En outre, les mutations de SUN2 qui ajoutent plus d'une molécule de GFP a
son domaine extraluminal entrainent des défauts dans sa localisation, peut-étre en raison de sa
taille accrue, ce qui suggére l'importance de la diffusion-rétention (321). Néanmoins, ce n'est
peut-étre pas le seul mécanisme utilisé par les protéines SUN, car certains membres de cette
famille, comme UNC-84, possedent un domaine extraluminal plus large. Le modeéle du motif de
tri pourrait lui aussi participer a la localisation des protéines de cette famille. Ainsi, la mutation
de I'INM-SM de UNC-84 conduit a une diminution du nombre de ces protéines dans la MNI, bien
gu'une certaine proportion réussisse a l'atteindre (264). De méme, le modele de transport médié
par des importines est impliqué dans le transport des protéines SUN, par exemple SUN2
comprend un SLN classique dans son extrémité N-terminal, qui est reconnu par le complexe
hétérodimérique importine a—importine B (321). SUN1, pour sa part, possede un SLN propre des
protéines SUN, dénommé SLN-SUN, dont le partenaire d'interaction n'a pas encore été identifié.
Le domaine SUN a I'extrémité C-terminal renforce le positionnement des protéines de cette

famille positionnement dans I'EN (258, 264, 321, 328, 329).

Tel que mentionné auparavant, le domaine KASH est suffisant pour cibler une protéine dans I'EN,
mais cela nécessite l'intervention des lamines de type A et des protéines SUN (330). Le domaine
KASH se situe toujours a I'extrémité C-terminal de la protéine, car la reconnaissance par le
domaine SUN se fait par le groupe carboxyle du résidu terminal de la protéine KASH. La co-
cristallisation de SUN et de KASH par Sosa et coll. (331) montre la formation d'homotrimeres de
SUN, ce qui permet de créer un espace dans lequel est logé le domaine KASH, le « KASH-lid », qui
ne pourrait pas interagir autrement (283, 298, 331, 332). Les domaines conservés des protéines
SUN sont organisés en protomeres, dont la structure principale consiste en deux ensembles de
feuillets B antiparalléles. A cette structure s'ajoute une extension hélicoidale, une boucle qui

entoure et coordonne un cation relié par cing groupes carbonyle (appelée boucle cationique) et
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le KASH lid, un feuillet B antiparalléle émergeant de la structure principale (Figure 14 A). Puisque
les protéines SUN sont organisées en trimeéres, elles abritent trois sites de liaison indépendants
pour KASH, rendant ainsi le complexe global hexamérique. Trois domaines KASH sont reliés
respectivement a trois sillons profonds, créés par deux protomeres SUN voisins (Figure 13 B). La
liaison entre SUN et KASH s’établit par le biais d’un pont disulfure, ce qui explique sa résistance
aux forces auxquelles elle est soumise pendant le déroulement de certaines de ses fonctions,

notamment la migration nucléaire ou le réarrangement chromosomique (282, 331-335).

(a) KASH-lid (567-587) (b)

forms trimeric coiled-coil
(525-540)

SUN protomer 1

Figure 13. - Le complexe hexamérique SUN-KASH. Les protéines SUN forment des homotrimeéres pour héberger

trois protéines KASH. A) Les domaines SUN sont organisés en protomeres comprenant une structure principale
de feuillets B, une boucle cationique, un domaine en bobine et le KASH lid. B) Le domaine KASH (en orange) est

montré niché entre le KASH-lid et un sandwich B de protomeres SUN voisins. Adaptée de (298).

La forme monomeérique des protéines SUN est incapable de lier les protéines KASH, mais, a lui
seul, le domaine SUN n'est pas suffisant pour la trimérisation. Ce sont les domaines en bobine
(CC) luminales précédant le domaine SUN qui permettent de réguler leur trimérisation. De ce fait,
selon les estimations, les protéines a domaine SUN devraient contenir au moins deux domaines
CC (CC1 et CC2) qui précédent le domaine SUN conservé (334). Ces régions CC jouent
respectivement le r6le de région activatrice ou inhibitrice pour ce qui est de la capacité de liaison
au domaine KASH. La compétition entre CC1, une bobine trimérique qui induit des changements

de conformation dans le monomere compact qu'est CC2, et CC2, qui se divise en un faisceau a
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trois hélices qui maintient le domaine SUN inactif (Figure 14), régule I'équilibre dynamique entre

les formes monomeére et trimére des protéines SUN (332, 336).
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Figure 14. — Les protéines SUN s’assemblent sous forme de trimére pour donner leur forme active.

CC2 forme un faisceau a trois hélices (al-a3), partiellement ouvert qui pourrait interagir avec le domaine SUN
(CC2-SUN) et le maintenir dans un état inactif. CC1 permet la trimérisation, formant une bobine trimérique

allongée (aCCla-aCClc) et induisant probablement des changements de conformation du faisceau de trois

hélices CC2 pour libérer le domaine SUN. D’apreés (337).

1.2.2.4 Fonctions du complexe LINC
Les multiples interactions du complexe LINC, y compris la liaison entre les protéines SUN et la
lamina nucléaire et les protéines KASH et le cytosquelette, font en sorte que ce complexe remplit
des fonctions cruciales pour la viabilité cellulaire (330). Parmi celles-ci, on compte des fonctions
pour SUN1 et SUN2 dont les roles sont redondants, notamment I'ancrage des protéines KASH, ou
partiellement redondants, et d'autres dans lesquelles ces protéines jouent des réles spécifiques.
Ce dernier est tres probablement d a leurs différents partenaires d'interaction. En effet, SUN1,
mais pas SUN2, est capable de s'associer aux lamines de type B et aux pores nucléaires, pendant

gue seulement SUN2 semble étre un partenaire de liaison pour certaines protéines telles que

TMEMA43 (258, 338).

51



1.2.2.4.1 Morphologie nucléaire et maintien de I'espace périnucléaire

La morphologie nucléaire est principalement déterminée par la lamina nucléaire, la chromatine
et les protéines de I'EN. A ce titre, le complexe LINC est impliqué dans ce processus (297). On peut
citer comme exemple les cellules musculaires cardiaques, ou la dynamique des filaments
intermédiaires et des microtubules avec leurs partenaires de liaison du complexe LINC est
fondamentale pour ce processus. Si cette derniére est altérée, la membrane nucléaire est alors
déformée vers l'intérieur, ce qui finit par entrainer un effondrement du noyau. La détermination
de la taille du noyau est aussi liée au complexe LINC a travers le réseau d’interactions des
nesprines (339, 340). Dans lI'optique du complexe LINC comme I'un des éléments responsables du
modelage du noyau, il s'avére que le domaine périnucléaire des protéines SUN joue également
un réle dans le maintien d'un EPN constant. La longueur de la triple hélice formée par les
domaines périnucléaires de SUN1 et SUN2 coincide avec la largeur normale de I'EPN. En outre,
en cas de déplétion de ces protéines, la distance entre les deux membranes nucléaires augmente

au point de doubler (276, 298).

1.2.2.4.2 Positionnement nucléaire

Le positionnement du noyau est généralement asymétrique et varie en fonction du type de
cellule, du stade du cycle cellulaire et de I'état de migration et de différenciation (341). Ce
positionnement influence donc plusieurs processus, notamment la division cellulaire, la polarité,
la migration et la différenciation. Certains troubles, comme la dystrophie musculaire, la
cardiomyopathie et la lysencéphalie, sont associés a une altération de la position normale du
noyau (341). Au nombre des facteurs intervenant dans le positionnement du noyau figurent des
éléments du cytosquelette et des protéines de I'EN. Le complexe LINC est responsable de la liaison
du noyau avec les filaments d'actine et les microtubules, intervenant tant dans la migration
nucléaire comme dans le maintien du correct positionnement statique (341, 342). Il est
intéressant de noter que les protéines SUN1 et SUN2, qui sont les plus largement exprimées de
leur famille, ne jouent pas de réle complétement redondant dans cette fonction. Alors que les
deux sont impliquées dans le positionnement du noyau par leur liaison a la Nesprine 2G, SUN1
est impliqué dans le mouvement antérograde médié par les microtubules et SUN2 dans le

mouvement rétrograde médié par |'actine. Des lors, la Nesprine 2G est capable de lier ces deux
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composants du cytosquelette, bien que le mécanisme qui lui permet de choisir SUN1 ou SUN2

comme partenaire de liaison en fonction des contraintes ne soit pas encore élucidé (342).

1.2.2.4.3 Meécanotransduction, transport nucléaire et organisation et morphologie cellulaires

La mécanotransduction a lieu dans toutes les cellules eucaryotes. Grace a ce processus, des
stimuli mécaniques sont capables de générer des réponses de signalisation cellulaire. Cela signifie
gue la mécanotransduction régule des événements essentiels tels que la division, la
différenciation et la migration cellulaires (343). Le complexe LINC contribue a la transmission des
signaux mécaniques vers et depuis le noyau. Tant SUN1 comme SUN2 participent a la
mécanotransduction, en jouant des roles partiellement redondants (344, 345). Par exemple, la
co-déplétion de SUN1 et SUN2 perturbe la réponse des cellules souches mésenchymateuses aux
signaux vibratoires (346). Leur rble semble tout aussi redondant en ce qui concerne la
translocation des récepteurs membranaires ou d'autres protéines au noyau via le modéle de
transport médié par endosomes associés a I'EN (nucleus associated endosomes, NAE), qui
constituent un groupe de vésicules formées dans la membrane plasmique suite a I'endocytose
gui se rendent au noyau (347). Cette voie de translocation implique le transport, I'accouplement
et la fusion des NAE avec la MNE et leur translocation ultérieure au noyau par les pores nucléaires

est fortement affectée par la déplétion de SUN1 ou SUN2 (347, 348).

Le complexe LINC non seulement définit la forme du noyau, mais a également un impact sur la
forme globale de la cellule. Les interactions des Nesprines avec le cytosquelette servent a réguler
I'organisation de celui-ci, influant ainsi sur la morphologie cellulaire (349, 350). Aussi, il a été
constaté que les protéines SUN sont impliquées dans I'organisation des microtubules et dans la
formation du cytosquelette d’actine (351, 352). Ce dernier scénario attribue aux protéines SUN1
et SUN2 des roles antagonistes. L'assemblage de fibres de stress via la RhoA est activé par les
complexes LINC formés par SUN2, tandis que SUN1 joue un réle inhibiteur dans ce processus
(352). Conformément a ses fonctions liées au cytosquelette, le complexe LINC participe
également a la polarité des cellules, a I'organisation des organelles et a la formation des cils (325,

353, 354).
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1.2.2.4.4 Réparation des dommages a I'ADN et division cellulaire

Tout comme la partie cytoplasmique des complexes LINC suggére sa participation a I'organisation
du cytosquelette et de la cellule en général, il n'est pas surprenant de constater que sa partie
nucléaire joue un role dans I'organisation génomique. Cette derniere est aussi capable de réguler
la réponse génomique aux stimuli mécaniques et au regard de la connexion qu'il établit entre I'EN
et le cytoplasme, deux éléments impliqués dans la division cellulaire. Par exemple, le complexe
LINC intervient activement a la fois dans la mitose et la méiose (355, 356). En plus, outre leur réle
dans la fixation des télomeéres a la membrane nucléaire et dans le mouvement et I'accouplement
des chromosomes lors de la méiose, les protéines SUN sont impliquées dans la réparation des
dommages causés a I'ADN (357-359). La déplétion de SUN1 et SUN2 provoque une instabilité
génomique, l'arrét de la division a la phase S du cycle et I'augmentation de I'apoptose, des
dommages a I'ADN et la susceptibilité des cellules aux agents de réticulation (cross-linking
agents), qui provoquent des dommages a I'ADN en liant de maniere covalente deux résidus
nucléotidiques du méme brin d'ADN (360). En ce qui concerne le role du complexe LINC dans la
réparation des dommages causés a I'ADN, certains des modeles proposés reposent sur son
interaction avec la protéine kinase dépendante de I'ADN et a ses interactions avec les

microtubules et le nucléosquelette (359, 361-363).

1.2.2.4.5 Fonctions propres a SUN1

Bien qu'elles partagent certains partenaires de liaison et qu'elles aient certes des fonctions
redondantes, les protéines SUN remplissent également des réles différents. On peut distinguer,
parmi les fonctions qui différencient les protéines SUN, celles qui sont exclusives 8 SUN1. A cet
égard, il est intéressant de noter son réle au niveau des pores nucléaires. SUN1, mais pas SUN2,
colocalise avec les pores nucléaires, influencant sa distribution dans I'EN, dans un processus
indépendant des interactions avec les protéines KASH (11, 62, 111). En raison du réle des pores
nucléaires dans le transport de I'ARNm et de leur interaction avec SUN1, la possibilité que cette
protéine soit impliquée dans ce processus a été envisagée. Effectivement, SUN1 recrute I'ARNm
a 'EN et va le transférer a la nucléoporine Nup153, qui se charge de le faire traverser le pore
nucléaire (112). A noter aussi la participation de SUN1 a la formation des nucléoles et a la méiose,

étant indispensable a la dynamique des télomeres (113-115).
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1.2.2.4.6 Fonctions propres a SUN2

Au regard des fonctions propres a SUN2, sa participation aux lignes TAN, déja mentionné
auparavant, mérite d'étre soulignée. Luxton et coll. (322) ont décrit ces structures chez les
fibroblastes et ont identifié leurs membres. Ce faisant, ils ont établi la relation entre les lignes
TAN et le complexe LINC. Notamment, SUN2 constitue la seule protéine de sa famille a étre
impliquée (322, 323, 364). Par ailleurs, le knock-down de SUN2 perturbe I'endocytose médiée par
récepteur, ce qui peut s'expliquer par l'interaction de cette protéine avec la petite GTPase Rab5.
Cette interaction de Rab5 et SUN2 suggere son rble au-dela de ses fonctions dans la MNI, ce qui

souligne son importance dans la dynamique membranaire et I'endocytose (327).

1.2.2.5 Le complexe LINC et les maladies humaines
Les maladies causées par des mutations des protéines de L’EN constituent des enveloppathies
nucléaires. Ces conditions, bien que causées par des mutations touchant des protéines exprimées
de maniere omniprésente, ont une incidence sur des tissus spécifiques, ce qui provoque
généralement des problemes au niveau musculaire (365, 366). Les protéines SUN n'ont pas été
associées comme étant les causes directes de ce type de pathologie, toutefois elles interagissent
avec au moins quatre protéines de I'EN impliquées dans des affections musculaires connues (366,
367). Le couplage aberrant noyau-cytosquelette serait a I'origine de dystrophies musculaires, a
titre d'exemple, et la dystrophie musculaire d'Emery-Dreifuss (DMED), une affection variable a la
fois génétiquement et phénotypiquement. La mutation de six génes, dont cinq (EMD, LMNA,
SYNE1, SYNE2, LUMA) codent pour des protéines qui font partie ou sont associées au complexe
LING, soit I'émerine, les lamines de type A, les nesprines 1 et 2 et TMEMA43 respectivement, a été
attribuée comme cause de la DMED, bien que pres de la moitié des cas sont causés par des
mutations dans EMD et LMNA (338, 368-371). L'ensemble de ces protéines interagissent entre
elles et participent a la coordination noyau-cytosquelette (338, 367, 372). On constate une
hétérogénéité dans le développement de la DMED, et cela méme au sein des familles porteuses
de la méme mutation. Ceci suggére que d'autres facteurs sont impliqués. Une corrélation existe
entre la présence de variantes de SUN1 ou SUN2 et une aggravation de la maladie chez les
patients atteints de la DMED portant des mutations dans d'autres génes, ce qui permet

d'identifier SUN1 et SUN2 comme des agents modificateurs du phénotype de la maladie (366,
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367,372, 373). Des liens entre SUN2 et l'initiation et la progression de différents types de cancer
ont aussi été observés, avec une activité inhibitrice de SUN2 sur la prolifération des cellules
cancéreuses (374, 375). Dans le cas du cancer du sein, les niveaux de SUN2 sont diminués dans
les régions cancéreuses et une expression accrue de SUN2 est associée a une augmentation de la

survie pour le cancer du poumon (374, 376).

1.2.2.6 Le complexe LINC et les virus
Le complexe LINC fait aussi l'objet d'études en relation avec les infections virales. Plus
particulierement, la surexpression de SUN2 entraine une inhibition de la propagation des virus de
I'immunodéficience humaine de types 1 et 2 (VIH-1 et 2) entre les étapes de transcription inverse
et d’'import nucléaire (377). Ce blocage semble étre dépendant du domaine N-terminal, la forme
mutante de SUN2 dénuée de cette partie n'empéchant pas l'infection. Ni le virus de la leucémie
murine (VLM) ni du chikungunya, d’autres virus a ARN, ne sont toutefois affectés par la
surexpression de SUN2 (377). Tout comme SUN2, la surexpression de SUN1 entraine un blocage
de l'infection par le VIH, ou I'ampleur de celui-ci est nettement plus importante que pour la
surexpression de SUN2 (378). Aussi bien que pour la surexpression de SUN2, cet effet inhibiteur
n'a pas affecté d'autres virus tels que le VLM ou le virus d'immunodéficience simienne (VIS),
laissant entendre que l'inhibition de l'infection n'est pas causée par une possible cytotoxicité de
la surexpression et que cet effet est spécifique au VIH (378, 379). En revanche, I'établissement de
lignées cellulaires knockout pour SUN1 ou SUN2 n'a montré aucun effet sur I'infection dans le cas
de SUN1, tandis qu'une légére inhibition de I'infection a été observée dans le cas de SUN2 (378).
Fait intéressant, Donahue et coll. montrent que la déplétion de cette protéine n'influence pas le
taux d'infection pour le VIH chez certaines lignées cellulaires (377), alors que les données
obtenues par Lahaye et coll. chez les lymphocytes primaires de T CD4+ et de cellules dendritiques
dérivées de monocytes suggerent que cette déplétion se traduit par une diminution de l'infection
(380). Les mécanismes sous-jacents au blocage de l'infection par surexpression et par déplétion
de SUN2 semblent étre différents, sachant que la mutation d’un seul nucléotide de la capside, qui
confere une résistance a l'inhibition par surexpression, ne le fait pas pour la déplétion de SUN2.
Cela dit, il est possible que les effets observés sur les lymphocytes T CD4+ découlent des

conséquences de la diminution des niveaux de SUN2 sur ces cellules (381).
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L'étude du role du complexe LINC dans le contexte d'infections a été menée, outre les virus déja
mentionnés, en relation avec les virus de la famille des Herpesviridae, en particulier le virus de la
pseudorage (PrV), appartenant a la sous-famille des Alphaherpesvirinae. L’équipe du laboratoire
du Dr Thomas Mettenleiter a ainsi démontré l'importance du complexe LINC en générant des
lignées cellulaires stables qui surexpriment des formes tronquées de SUN1 ou SUN2 agissant ainsi
sous forme de mutants dominants négatifs (219). Suite a l'infection par le PrV, les lignées
exprimant la forme mutée de SUN2 produisent des titres viraux significativement plus faibles que
les lignées mutantes pour SUN1 ou les cellules sauvages. Ce fait, ajouté a I'accumulation de
capsides virales décelées dans I'EPN qui est élargi en raison de la mutation du complexe LINC,

suggere un role de ce complexe dans la sortie du noyau des capsides virales (219).
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Chapitre 2 — Hypothese et objectif

L'objectif du présent projet de recherche est de déterminer I'impact du complexe LINC sur la
propagation du VHS-1. Au regard de son implication dans le cycle d'autres virus, dont notamment
le virus PrV, apparenté au VHS-1, notre hypothese est que l'intégrité de ce complexe est
impliquée dans la sortie du noyau des capsides virales du VHS-1. Pour atteindre cet objectif, des
lignées cellulaires exprimant des formes mutantes dominantes négatives de SUN1 et SUN2 seront
établies. En contrepartie, des déplétions de SUN1 et SUN2 seront également effectués. La

propagation virale sera déterminée en effectuant des essais de plaques.
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Chapitre 3 — Matériel et méthodes

3.1 Plasmides

Les plasmides pGFP-IluSUN1 et pGFP-luSUN2 (Figure 15) ont été gracieusement offerts par le
laboratoire du Dr Mettenleiter (Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald, Allemagne) (219), ils ont
été produits au laboratoire par une souche transformée d’E. coli DH5a et isolés avec des kits
NucleoBond Xtra midi (Macherey-Nagel). Pour confirmer qu'il n'y avait pas de mutations non
désirées, les deux plasmides ont été séquencés. L’expression des protéines a été confirmée par

FACS, immunofluorescence (IF) et immunobuvardage.

EPN
SUNT ou SUN2

endogéne | I ——

EPN

Gr-usunt ousuNz - [TGRR T I

[[]Domaine nucléaire

DDomaine transmembranaire
[ Domaine SUN (SUN1 ou SUN2)

Figure 15. — Schéma des protéines GFP-luSUN1 et GFP-luSUN2. Les protéines mutées GFP-IJuSUN1 ou GFP-lJuSUN2
comprennent la portion luminal des protéines endogenes (EPN = espace périnucléaire), y compris le domaine
SUN (Sad1/UNC-84) a I'extrémité C-terminal. Les protéines mutantes sont couplées a leur extrémité N-terminal

avec la GFP, de sorte qu'elles sont exprimées 1:1 (luSUN1 ou IuSUN2 : GFP).

Les plasmides pMD2-pRRE, pRSV-REV et pMD2-VSVg font partie du systéme de transduction
lentiviral de troisieme génération (382, 383). Ces plasmides ont été utilisés pour la génération de
lignées 143B (voir plus bas) en collaboration avec le laboratoire du Dr Etienne Gagnon (Institut de
recherche en immunologie et en cancérologie (IRIC), Université de Montréal, Montréal, Québec,
Canada). Le plasmide pCW-MCS a été gracieusement offert par le Dr Gagnon, il contient un

promoteur TRETigh de type TET-ON (384).
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3.2 Transfection transitoire

L'agent de transfection utilisé dans les expériences de transfection transitoire est la
Lipofectamine 3000. Vingt-quatre heures avant la transfection, les cellules 143B TK-
(ostéosarcome humain, thymidine kinase négative) (ATCC CRL-8303) ont été ensemencées dans
des plagues a 6 puits pour obtenir une confluence de 60 a 70 %. Comme décrit dans le protocole
du fabricant, la quantité appropriée d'ADN (pGFP-IluSUN1 ou pGFP-luSUN2) et de Lipofectamine
3000 a été diluée dans de I'Opti-MEM. Le complexe ADN-Lipofectamine a été ajouté au milieu de

culture contenant et les cellules 143B ont été incubées pendant 24 heures.

3.3 Sélection clonale

Pour la sélection clonale, les cellules 143B ont été transfectées comme indiqué ci-dessus. Vingt-
guatre heures aprés la transfection, elles ont été récoltées pour étre triées au FACS pour la
fluorescence de la GFP (voir plus bas). Les cellules positives a la GFP ont été récupérées dans une

plague de 96 puits et mises en culture.
3.4 Lignées cellulaires

3.4.1 RK 13 WT, GFP-luSUN1 et RK 13 GFP-luSUN2

Les cellules RK 13 WT, RK 13 GFP-IuSUN1 et RK 13 GFP-luSUN2 (rein de lapin) (ATCC CCL-37) ont
été gracieusement offertes par le laboratoire du Dr Mettenleiter (219). Dés leur réception, les
lignées RK 13 ont été maintenues en culture dans le milieu essentiel modifié d’Eagle (EMEM,
Wisent Bioproducts) complété avec 5 % de sérum de croissance bovin (BGS) 1% de L-glutamine,
et 0,5 ug/ml de G418. Les cellules ont été maintenues a 37°C avec 5% de CO; et passées a 90% de
confluence et ont été analysées pour vérifier I'absence de mycoplasmes contaminants. Les lignées
cellulaires RK 13 GFP-luSUN1 et SUN2 ont été triées par FACS pour la fluorescence de la GFP, puis

analysées par FACS, immunobuvardage et IF (voir plus bas).
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3.4.2 Etablissement des lignées 143B GFP-luSUN1, 143B GFP-luSUN2 et
143B mCherry

En utilisant I'assemblage de Gibson (385), GFP-lu.SUN1 et GFP-lu-SUN2 ont clonés dans le
plasmide pCW-MCS. GFP-luSUN1 et GFP-IuSUN2 ont été amplifiés a partir des plasmides pGFP-
[uSUN1 et pGFP-IluSUN2 décrits plus haut respectivement avec les amorces spécifiées dans le
tableau 2. Le plasmide pCW-MCS a été linéarisé en utilisant I'enzyme de restriction DNP-1 et
mélangé avec le produit PCR GFP-IuSUN1 ou GFP-IuSUN2 a un rapport molaire de 1:3 et mélangé
avec le réactif de Gibson 2x tel que décrit dans (385). La réaction a été incubée a 50 °C pendant
une heure, apres quoi elle a été diluée a 1:5 et 5 ul ont été ajoutés a 50 ul de cellules E. coli JIM109
chimiguement compétentes. Les colonies positives ont été cultivées pendant la nuit dans un
incubateur a 37°C en agitation et le plasmide fut extrait a I'aide du kit Nucleobond Midi Prep selon
les instructions du fabricant. La veille de la transfection, des cellules HEK 293T/17 (ATCC CRL-
11268), provenant du laboratoire du Dr Gagnon, ont été ensemencées dans une plaque a six puits.
Le jour suivant, 1,25 pg de pCW-MCS-GFP-luSUN1, pCW-MCS-GFP-luSUN2 ou pHAGE-mCherry
ont été mélangés avec 0,3125 ug de pMD2-pRRE, 0,3125 pg de pRSV-REV et 0,625 pg de pMD2-
VSVg dans 375 pl de RPMI. La solution plasmidique a été mélangée et 7,5 ul de TransIT ont été
ajoutés. Le mélange de transfection a été incubé a température ambiante pendant 15 minutes
avant d'étre ajouté goutte a goutte aux cellules qui ont ensuite été maintenues a 37°C pendant
12 heures. Le surnageant a été retiré des cellules et 4,5 ml de DMEM complétés par 15 % de FBS
et 25 mM de HEPES ont été ajoutés. Apreés 36 heures, le surnageant a été récolté et utilisé
immédiatement pour étre utilisé pour la transduction (383). Le virus collecté a été centrifugé a
2000 x g pendant 5 min pour éliminer tout débris cellulaire et le virus a été dilué 1:3 dans du
milieu modifié de Dulbeco Eagle (DMEM) et ajouté a un puits d’'une plaque 6 puits avec des
cellules 143B. Les cellules 143B qui ont subi la transduction ont été incubées a 37°C dans le milieu
viral pendant 12 heures, apres quoi le milieu a été retiré et placé dans le milieu standard DMEM.
Les cellules ont été conservées en culture pendant une semaine avant d'étre utilisées pour des
expériences. Les cellules 143B GFP-IuSUN1 et SUN2 ont été sélectionnées par la puromycine (0,5

ug/ml) et ensuite sélectionnées par FACS pour la fluorescence de la GFP aprés 24 heures
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d'induction avec 1 pg/ml de doxycycline (DOX). Les cellules 143B mCherry ont été sélectionnées

par la FACS pour la fluorescence mCherry (Figure 16).

Géne Amorce Forward Amorce Reverse

(5" > 3) (5" >3

GFP-luSUN1 GTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGAATTGGCTAGCG  TACAGTCGACTCTAGAATTCTGCAGTTAACC
GATCCATGCTGCTATCCGTGCCGTT GGTGGATCCTCACAGTTCGTCCTTGCTAG

GFP-luSUN2 GTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGAATTGGCTAGCG  TACAGTCGACTCTAGAATTCTGCAGTTAACC
GATCCATGTGCTATCCGTGCCGTT GGTGGATCCTCACAGTTCGTCCTTGCTAG

Tableau 2. — Amorces pour assemblage de Gibson

Vecteur
d'enveloppe

Vecteurs demballage l Vecteur de
S transfert

Figure 16. — Schéma de I’établissement des lignées 143B par transduction lentiviral. 1) Co-transfection des cellules HEK
293T/17 avec les vecteurs d’emballage (pMD2-pRRE et pRSV-REV), le vecteur d’enveloppe (pMD2-VSVg) et le
vecteur de transfert correspondant (pCW-MCS-GFP-luSUN1 ou SUN2, ou pHAGE-mCherry). 2) Récolte du
surnageant contenant les virus produits et centrifugation a 2000 x g pendant 5 min. 3) Ajout des virus aux cellules
143B apres dilution 1:3 dans du DMEM. 4) Sélection par puromycine et/ou FACS des cellules ayant subi la

transduction pour I'obtention de lignées stables. Figure réalisée avec BioRender.com

Toutes les lignées 143B TK- (ostéosarcome humain, thymidine kinase négative) (ATCC CRL-8303)
ont été maintenues en culture dans du DMEM (Wisent Bioproducts) complété avec 5% de sérum
de croissance bovin (BGS) 1% de L-glutamine, et 15 pug/ml 5-bromo-2 désoxyuridine (BUdR, Sigma-

Aldrich). Les cellules ont été conservées dans du DMEM sans BUdR 24 heures avant les
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transfections et les infections. Les cellules ont été maintenues a 37°C avec 5% de CO; et passées

a 90% de confluence et ont été analysées pour vérifier I'absence de mycoplasmes contaminants.

3.5 Traitement aux dsiARN

Des dsiARN (I’anglais Dicer-substrate short interfering RNA) ont été utilisés car ils sont considérés
plus efficaces que les siRNAs classiques (386, 387). Les cellules 143B ont été ensemencées dans
des plaques a 6 puits 24 heures avant la transfection dans un milieu sans BUdR. Les cellules ont
été transfectées pendant 48 heures avec l'agent de transfection Lipolet (laboratoires SignaGen,
SL100468) selon les instructions du fabricant avec le dsiARN contre SUN1 ou SUN2 a 100 nM. Pour
déterminer la concentration des dsiARN a ajouter aux cellules 143B, la transfection a été
optimisée pour des concentrations de 25, 50 ou 100 nM, car selon le type de cellules, la
concentration requise pour produire un effet sur I'expression de SUN1 et SUN2 peut varier (374,
388, 389). En suivant les recommandations du fabricant, il a été utilisé comme contréle négatif le
dsiNC1, un dsiARN non spécifique, qui a été vérifié par bio-informatique de maniere qu'il n'ait
aucun effet sur les cellules humaines. Le dsiARN non spécifique a été ajouté aux cellules dans la
méme concentration que les deux autres dsiARN. Les cellules ont par la suite été récoltées pour

étre analysées par RT-gPCR ou infectées pendant 12 heures.

3.6 RT-gPCR

Apreés l'inhibition de I'expression des protéines SUN1 et SUN2 (voir ci-dessus), I'ARN total a été
extrait a I'aide du kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Z3100). L'ARN a été rétrotranscrit
en ADNc avec une transcriptase inverse d'ADNc de haute capacité (Applied Biosystems)
conformément aux instructions du fabricant. L'ADN a été analysé par PCR quantitative a |'aide du
LightCycler 96 (Roche). Les résultats ont été normalisés avec le controle endogéne
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH)). Toutes les qPCR ont été effectuées en

utilisant le SYBR Green (sondes moléculaires) avec les amorces indiquées dans le tableau 3.

Géne Amorce Forward Amorce Reverse
(5" > 3) (5" > 3)
SUN1 GGTCATCCAGCCTGACATTT CTCCCCATCCTGATCATACG
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SUN2 AGACATTCCACCCTGCTTTG  GCCAGTTGGAGGAAAATTCA

GAPDH GAGTCAACGGATTTGGTCGT TTGATTTTGGAGGGATCTCG

Tableau 3. — Amorces pour qPCR.

3.7 \Virus et infections

Le virus VHS-1 17+ WT a été fourni par le laboratoire du Dr Sodeik. Il s'agit d'une souche 17+ qui
possede le génome viral du type sauvage. Préalablement a l'infection, les cellules 143B ou RK 13
ont été mises en culture dans des plaques a 6 puits pendant 24 heures a 37°C avec 5% de CO2.
Pour I'analyse par IF, les cellules ont été ensemencées également dans des plaques a 6 puits mais
avec trois lamelles (Fisherbrand, 1254580) par puits. Dans le cas des lignées inductibles 143B au
moment de I'ensemencement sur les plagues a 6 puits, elles ont été induites ou non avec de la
DOX a une concentration de 1 pug/ml. Le jour de l'infection, les cellules ont été comptées pour
déterminer la quantité appropriée de virus correspondant a une multiplicité d'infection (MOI) de
2. Le stock viral a été dilué dans un milieu du Roswell Park Memorial Institute (RPMI) contenant
0,1% de I'albumine de sérum bovin (BSA), puis ajouté aux cellules. Aprés une heure d'absorption
a 37°C et 5% de CO2, du DMEM 1X a été ajouté. Douze heures aprés l'infection (hours post
infection, HPI), le surnageant a été récupéré en prélevant le milieu et en le centrifugeant a 500 x
g pendant 5 minutes a 4°C, pour ensuite le conserver a -80°C pour une analyse ultérieure. Dans
le cas des lignées inductibles 143B, pour certaines expériences (voir plus bas dans le chapitre
résultats) les cellules ont également été récoltées apres douze heures d'infection pour étre triées

par FACS comme indiqué ci-dessous.

3.8 FACS

Vingt-quatre heures avant I'analyse ou le tri, les lignées inductibles 143B ont été induites ou non
avec de la DOX a une concentration de 1 ug/ml. Les lignées inductibles 143B ou les lignées RK 13
ont été lavées deux fois avec du PBS froid, trypsinisées et centrifugées a 500 x g pendant 5 minutes

a4°C.

Pour le tri, le culot a été lavé deux fois avec du PBS froid et remis en suspension dans le tampon

de tri (PBS 1x, EDTA Mm, HEPES pH 7.0 25mM, 1% FBS). Les cellules remises en suspension ont
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été filtrées avec un filtre de 0,2 mm. Les cellules ont été triées a la plateforme de cytométrie du
Centre de recherche du centre hospitalier universitaire Sainte-Justine (CRCHUSJ) ou du
Département de microbiologie et immunologie de I'Université de Montréal pour la fluorescence

de la GFP ou mCherry et utilisées dans des expériences ultérieures ou remises en culture.

Pour I'analyse par FACS, le culot a été lavé deux fois avec du PBS froid et remis en suspension
dans du PBS 1% FBS. La collecte des données a été effectuée dans le FACS Canto Il ou LSR Fortessa
a la plateforme de cytométrie du CRCHUSI et les données ont été analysées avec le logiciel FlowJo
version 10.6.1. Dans les graphiques (voir section résultats), l'intensité de la fluorescence est
représentée sur I'axe X. Sur l'axe Y il est représenté le pourcentage de cellules ayant l'intensité

correspondante.

3.9 Immunofluorescence

Les cellules 143B ou RK 13 ensemencées sur des lamelles et ont été fixées avec une solution de
paraformaldéhyde (PFA) a 3 % pendant 20 min a 4°C et perméabilisées avec du triton 0,1%
pendant 4 min a température piece. Les lamelles ont été par la suite incubées a température
pieéce pendant 30 minutes dans une solution de blocage contenant 10% de sérum foetal bovin
(FBS) dans du PBS 1x, puis incubées pendant 1 heure avec |'anticorps primaire (anti-ICP4 ; 1:200)
dilué dans la méme solution de blocage. Apres trois lavages avec PBS 1x, les cellules ont été
incubées pendant 45 min avec I'anticorps secondaire, chévre-anti-souris Alexa 568 (1:1000) dilué
dans du PBS. Les lamelles ont été montées avec Hoechst-Dako sur une lame de microscope. Les
images des cellules ont été saisies avec un microscope a fluorescence a grand champ inversé Leica
DMi8 de la plateforme de microscopie du CRCHUSJ et analysées avec le logiciel LAS X version

3.7.0.20979.

3.10 Immunobuvardage

Les cellules 143B ou RK 13 ont été collectées avec le Ripa Buffer (20% SDS, 1% NP-40, 1% acide
deoxycholic, 150 mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 7.4, complété fraichement avec un cocktail
d’inhibiteurs de protéases). La concentration des échantillons a été quantifiée grace au Pierce

BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) et mesurée avec le lecteur de plaque ClarioStar
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de la plateforme de biologie moléculaire du CRCHUSJ. Cinquante ou quinze microgrammes de
protéines de lysat cellulaire de chaque échantillon ont été mélangés avec le tampon d'échantillon
1x et 2% de B-mercaptoéthanol. IIs ont ensuite été chauffés a 95°C pendant 10 minutes et migrés
dans un gel SDS-PAGE 8% a 130 V. Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane
PVDF (Bio-Rad) et les membranes bloquées pendant une heure dans une solution de laita 5 % et
0,1 % Tween20 (Sigma) dans du PBS. L'anticorps primaire anti-GFP (Roche, 1:1000) ou l'anti-
gamma tubuline (Sigma, 1:5000), a été ajouté a la membrane pour une incubation pendant toute
la nuit a 4°C. La membrane a ensuite été lavée trois fois avec une solution 0,1% Tween20 dans du
PBS pendant 5 minutes, puis incubée avec |'anticorps secondaire, chévre-anti-souris (Jackson
ImmunoResearch, 1:10000) conjugué a I'enzyme peroxydase de raifort (HRP), pendant 1 heure a
température piece. Les protéines ont été révélées a I'aide du systéme ChemiDoc (Bio-Rad) apres

ajout du substrat ECL (Bio-Rad).

3.11 Anticorps

Les anticorps primaires pour 'immunobuvardage et IF ont été achetés commercialement : I'anti-
GFP monoclonal (immunobuvardage, 1:1000, Sigma, 11-814-460-001), I'anti-gamma tubuline
monoclonale (immunobuvardage, 1:10000, Sigma, T6557) anti-ICP4 monoclonale (IF 1 :200,
Abcam ab6514) et I'anti SUN2 monoclonal (immunobuvardage, 1 : 500, IP 4 ug Abcam ab124916).
Tous les anticorps secondaires utilisés pour I'lF ont été commandés chez Molecular Probes et

ceux pour I'immunobuvardage ont été commandés chez Jackson ImmunoResearch.

3.12 Essais de plaque

Les titres viraux du surnageant ont été déterminés par essais de plaques. Vingt-quatre heures
avant le titrage, les cellules Vero ont été ensemencées dans des plaques a 6 puits pour obtenir
une monocouche de cellules confluentes. Les échantillons contenant une quantité inconnue de
virus ont été dilués avec la quantité appropriée de RPMI-0,1% BSA et ajoutés a la monocouche de
cellules Vero. Une heure apres l'absorption, du DMEM 2x (10% BGS, 2%
pénicilline/streptomycine, 2% L-glutamine) mélangé a I'agarose 2% dans un rapport de 1:1 ont
été ajoutés a la monocouche infectée. Les cellules infectées ont été incubées a 37°C et trois jours

apres l'infection (days post infection dpi), le milieu d'agarose DMEM a été retiré de la
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monocouche et les cellules ont été fixées a I'aide de 100% méthanol -20°C. Le méthanol a été
retiré et une solution de cristal violet a 0,1 % a ensuite été ajoutée aux cellules fixées pour les
colorer. En tenant compte de la dilution et le volume employé, le titre viral initial a été calculé en
utilisant le nombre d'unités formatrices de plages (UFP) produites par le virus dans chaque

échantillon selon I'équation suivante :

Titre viral (UFP) = (nombre de plages / volume utilisé (ml)) = dilution

3.13 Immuno-précipitation

Les cellules 143B ont été cultivées sur des pétris de 10 cm et transfectées avec le dsiARN non
spécifique ou contre SUN2. Quarante-huit heures apres la transfection, les cellules ont été lysées
pendant 30 minutes a 4°C avec rotation avec un tampon de lyse (1% de Triton, 1ImM EDTA, 150
mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, complété fraichement avec un cocktail d'inhibiteurs de
protéases). Les échantillons ont été centrifugés a 14 000 x g, 20 min, 4°C et les surnageants ont
été incubés avec du sérum préimmun de lapin pendant 1 h. Ces lysats ont ensuite été incubés
avec de l'agarose couplée a la protéine A (Roche) pendant 1 h a 4°C avec rotation. Apres
centrifugation a 2 000 x g pendant 5 min pour éliminer ces billes, les lysats ont été incubés
pendant une nuit a 4°C avec 4 pg de I'anti-SUN2 de lapin. Des billes fraiches d'agarose couplées a
la protéine A ont été incubées pendant 2 heures, et les complexes immuns ont été lavés trois fois
avec du tampon de lyse pour éliminer les protéines non liées. Le matériel lié aux billes a été élué
en ajoutant 60 pl de tampon d'échantillon SDS 2x et 2% de B-mercaptoéthanol et chauffé a 95°C
pendant 5 min. Apres centrifugation a 2000 x g pendant 5 min a 4°C, le surnageant a été récupéré.
Les lysats totaux et le matériel élué des billes ont été analysés par immunobuvardage, 30 et 50 pl

respectivement ont été chargés dans un gel SDS-PAGE 8%.

3.14 Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide d'une ANOVA unidirectionnelle pour
déterminer la signification des données. Brievement, chaque valeur moyenne a été comparée a

la condition de contrdle ou aux autres conditions et la valeur de probabilité (p) a été calculée par

67



le logiciel Prism de GraphPad version 8.2.1. La différence entre la condition de contréle et la
condition expérimentale a été considérée comme statistiquement significative lorsque la valeur

p était inférieure ou égale a 0,05.
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Chapitre 4 — Résultats

4.1. Surexpression des protéines GFP-luSUN1 et GFP-luSUN2

Comme il a été mentionné précédemment, le complexe LINC est impliqué dans le cycle cellulaire
d'un parent proche du VHS-1, le PrV (219). Nous cherchons donc a déterminer si ce complexe est
également impliqué dans le cycle du VHS-1. A cette fin, le laboratoire du Dr Mettenleiter nous a
gracieusement fourni les plasmides pGFP-luSUN1 et pGFP-luSUN2. Ces plasmides codent pour les
protéines mutantes dominantes négatives GFP-IuSUN1 et GFP-IluSUN2, afin d'exprimer la partie
luminale des protéines SUN1 ou SUN2 dans un rapport 1:1 avec la GFP, ce qui se traduit par une
disruption du complexe LINC (219). Initialement, on a envisagé la transfection transitoire des
cellules 143B avec ces plasmides. Plusieurs tentatives ont été effectuées, mais les résultats
préliminaires ont montré une impossibilité d'obtenir une population de cellules a la fois
transfectées et infectées pour produire des résultats concluants. Pour cette raison, cette stratégie
a été écartée et des expériences supplémentaires seraient nécessaires pour déterminer |'origine
de cet obstacle. L'une des causes possibles est le stress produit dans les cellules par la
transfection, ce qui empécherait leur infection ultérieure. Il est envisageable que cela déclenche
la production de granules de stress. Les granules de stress sont des structures cytoplasmiques
composées d'un grand nombre d'ARNm et de protéines (390). Leur formation a été observée dans
toutes les cellules de mammiferes examinées, bien que la réponse au stress qui provoque leur
formation soit différente pour chaque type de cellule. Certaines des causes peuvent étre
I'hypoxie, la chaleur ou l'infection virale (390, 391). Elles peuvent également étre causées par une
transfection, car la surexpression des protéines liées a ces granules peut provoquer leur
apparition (391). En outre, il a été prouvé que le vecteur et I'agent de transfection peuvent tous
deux avoir une influence sur la formation de granules de stress (391). Il a été aussi observé que
plusieurs virus, dont le VHS-1, inhibent I'assemblage des granules de stress afin d'assurer une

réplication efficace (392-394).

Pour contourner I'obstacle de l'infection aprés une transfection transitoire, I'établissement de
lignées cellulaires stables a été exploré. Pour ce faire, la transfection avec les plasmides pGFP-

[uUSUN1 ou pGFP-luSUN2 et le tri ultérieur des cellules par FACS a été utilisé dans la perspective
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d'obtenir une population de cellules qui conservent |'expression du plasmide. Cette approche
s’est avouée inefficace, car les cellules provenant d'une méme colonie perdent I'expression des
protéines mutantes au cours des passages, perdant plus rapidement I'expression les lignées
cellulaires GFP-luSUN2 (données non montrées). Cela empéche d'avoir une population de cellules
suffisamment dense pour étre infectée avant de perdre I'expression. La tendance des cellules a
expulser les plasmides nous ameéne a penser que la surexpression de ces formes mutantes

pourrait étre toxique pour les cellules.

4.2. L'induction de l'expression de GFP-luSUN1 ou SUN2 dans des

cellules 143B n'affecte pas la propagation du virus

En raison de la toxicité présumée de la surexpression des protéines SUN mutées pour les cellules,
on a soulevé la possibilité d'établir des lignées cellulaires inductibles afin d'exposer les cellules de
maniére ponctuelle a la surexpression de protéines SUN mutantes. En collaboration avec le
laboratoire du Dr Gagnon, les lignées cellulaires 143B GFP-luSUN1 et 143B GFP-luSUN2
inductibles par DOX de méme que la lignée de contrdle constitutive 143B mCherry ont été établies
par transduction lentivirale. Les cellules ont été sélectionnées pour leur résistance a la
puromycine, puis triées au FACS apres induction par la DOX (Figure 17 A). Ces cellules présentent
un niveau basal de fluorescence pour la GFP plus élevé que les cellules non traitées (143B WT, qui
n'ont pas été transduites). De ce fait, les mémes lignées cellulaires sans I'ajout de la DOX ont été
considérées comme négatives dans chaque cas pour le tri au FACS. Les cellules positives pour la
fluorescence mCherry récupérées ont été mises en culture et analysées par FACS ultérieurement
pour vérifier leur expression, qui est tres stable (Figure 17 B). Une fois les lignées cellulaires
établies, on a procédé a l'infection par le VHS-1 17+ WT. Le taux d'infection a été analysé par IF
en marquant l'une des protéines précoces du virus (ICP4), montrant que les lignées inductibles
en présence et en absence de la DOX sont susceptibles d'étre infectés par le VHS-1 et ont un taux
d'infection similaire entre les lignées inductibles, WT et mCherry (Figure 18). ICP4 est un facteur
de transcription virale qui contribue a augmenter les taux de transcription des génes viraux au
cours de l'infection, étant nécessaire pour assurer une transcription efficace des genes précoces

et tardifs (154, 395). L'induction de GFP-luSUN1 ou SUN2 se produit aussi bien en présence qu'en

70



I'absence d'infection et les cellules conservent la capacité a étre induites au cours des passages
(Figure 17 B, figure 18). Cependant, lorsque les cellules sont infectées par le VHS-1, on observe
une légere augmentation inattendue du niveau d'expression de la GFP-luSUN1 ou SUN2,
produisant méme un faible niveau d'expression dans les cellules qui n'ont pas été exposées a la
DOX, comme le montre le décalage des courbes de fluorescence des cellules induites et infectées
ou le profil des cellules induites non infectées (Figure 17 B, figure 18). Cet effet n'est pas observé
dans le cas des cellules de contrdle 143B mCherry (Figure 17 B). Cependant, cette lignée cellulaire
ne contient pas le systeme inductible utilisé dans la construction des autres lignées cellulaires, ce
qui aurait été plus pertinent comme contréle dans ce cas de facon a vérifier si cet effet est lié aux
protéines mutantes ou est une conséquence du systéme inductible. La localisation cellulaire de
GFP-luSUN1 ou SUN2 est a la fois nucléaire et cytoplasmique, formant un anneau autour du noyau
et s'accumulant dans le cytoplasme dans un compartiment qui s'apparente au RE (Figure 17 C et
D), tel que rapporté dans d'autres études lorsque ces protéines sont surexprimées (219, 314, 321,
377). Pour déterminer si la perturbation du complexe LINC a un effet sur la propagation virale, les
résultats des titres viraux obtenus aprés infection par essai de plaques ont été recueillis (Figure
17 E). Aucun effet sur le titre viral n'a été constaté apres induction de la surexpression des formes
mutantes dominantes négatives de SUN1 ou SUN2 (Figure 17 E). Comme cela sera expliqué
ultérieurement, notre hypotheése est un trop faible niveau d'expression des protéines mutantes

avec le systeme inductible pour observer un effet.
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Figure 17. — Lignées inductibles GFP-luSUN1 et GFP-luSUN2. A) Aprés |'établissement, les lignes 143B GFP-luSUN1

GFP-IuSUN1T  GFP-luSUN2

(gauche) ou SUN2 (droite) ont été induites pendant 24 heures avec 1 pg/ml DOX et triées au FACS. Les cellules

positives pour la GFP ont été récupérées et mises en culture. B) Les lignées ont été exposées (+DOX) ou non (-
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DOX) a la doxycycline comme au panneau A, mais ont ensuite été infectés (VHS-1) ou non (NI = non infecté)
pendant 12 heures supplémentaires et récoltées pour analyse par FACS (voir matériel et méthodes). C et D) Les
lignées GFP-luSUN1 ou SUN2 ont été ensemencées sur des lamelles et exposées a la DOX. Vingt-quatre heures
plus tard, elles ont été fixées avec du PFA et visualisées par microscopie (voir matériel et méthodes). E) Les
lignées cellulaires ont été traitées comme décrit au panneau B), puis le surnageant a été récolté et utilisé pour
effectuer un essai de plaques (voir matériel et méthodes). Les barres d'erreur représentent I'erreur type de la
moyenne (SEM). L’analyse avec ANOVA unidirectionnelle ne montre aucune différence significative entre les

échantillons. Deux expériences indépendantes sont représentées.
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Figure 18. — Les lignées cellulaires stables sont sensibles a l'infection par le VHS-1. Les lignées cellulaires induites ont
été ensemencées dans des plaques a six puits avec des lamelles et exposées ou non au DOX pendant 24 heures.
Ensuite, elles ont été infectées ou pas (NI) par le VHS-1 avec un MOI = 2 pendant 12 heures, apres quoi ils ont
été fixés avec du PFA 3 %. Les cellules ont été perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-ICP4 et
visualisées par microscopie (matériel et méthodes). Les images sont représentatives de deux expériences

indépendantes.

4.3. Le complexe LINC est impliqué dans la propagation du VHS-1 dans
la lignée RK 13

Afin de valider les données du laboratoire du Dr Mettenleiter sur l'impact de SUN sur la
propagation virale, les lignées cellulaires RK 13 GFP-luSUN1, RK 13 GFP-luSUN2 et RK13 WT ont
été évaluées. Ces lignées cellulaires ont été mises en culture et analysées et triées par FACS
(Figure 19 A). A l'instar de notre expérience avec I'établissement de lignées stables constitutives
par sélection clonale, on constate, en observant le profil obtenu par FACS des lignées recues
(Figure 19 A), que la construction GFP-IuSUN2 a tendance a étre expulsée des cellules. Dans le
cas de la lignée RK GFP-luSUN1, cependant, la grande majorité de la population conserve
I'expression. Cela nous oblige donc, spécialement dans le cas de la cellule RK GFP-luSUN2, a
travailler avec des cellules qui n'ont pas subi beaucoup de passages apres le tri. Une fois que les
lignées cellulaires exprimant les constructions ont été collectées, elles ont donc rapidement été
infectées par le VHS-1 17+ de maniére similaire a celle des lignées 143B inductibles. Tout en étant
des cellules de lapin, les cellules RK 13 sont susceptibles a I'infection par le VHS-1 (396, 397) et la
surexpression de la GFP-IJuSUN1 ou SUN2 n'affecte pas leur capacité a étre infectées (Figure 20).
On observe également que la localisation cellulaire des protéines mutantes est similaire a celle
observée pour les cellules 143B inductibles et celle rapportée par Klupp et coll. (219) (Figure 19 C
et D). L’analyse de I'expression des protéines mutantes par FACS montre qu’il ne se produit aucun
effet sur le profil de fluorescence lors de I'infection (Figure 19 B). Conformément aux données
précédemment rapportées pour le PrV (219), la surexpression de la protéine dominante mutante
négative SUN1 n’a eu aucun un effet sur le VHS-1. En revanche, curieusement, en cas de
surexpression de GFP-IuSUN2, on constate un effet proviral, contrairement a celui observé pour

le PrV (219) (Figure 19 E).
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Figure 19. — Lignées cellulaires RK 13 stables. A) Les lignées RK 13 GFP-IJuSUN1 ou SUN2 ont été triées par FACS

des leur réception et les cellules positives pour la GFP ont été mises en culture pendant quelques passages et
utilisées pour les expériences ultérieures. Veuillez noter la perte de SUN2 avec le temps. B) Les trois lignées

cellulaires RK 13 ont été infectées par le VHS-1 ou non (NI) avec MOI = 2 pendant 12 heures et ont été collectées
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pour étre analysées par FACS (matériel et méthodes). C et D) Les cellules RK 13 ont été ensemencées sur des
lames et fixées avec du PFA 3% pour une visualisation microscopique. E) Apreés l'infection décrite au point B), le
surnageant a été récolté et titré par essai de plaque (matériel et méthodes), n=4 les barres d'erreur représentent

le SEM, analyse statistique par ANOVA unidirectionnelle ou les valeurs p sont < 0,05 ; *, <0,01 ; ** et 0,001 ;

% %k %k
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Figure 20. — Les lignées cellulaires stables RK 13 sont susceptibles a l'infection par le VHS-1. La lignée

cellulaire RK 13 et ses dérivées ont été ensemencées dans des plaques a six puits avec des lamelles, puis infectées
ou pas (NI) par le VHS-1 avec un MOI = 2 pendant 12 heures, apres quoi elles ont été fixées avec du PFA. Les
cellules ont été perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-ICP4 et visualisées par microscopie (voir

matériel et méthodes). Les images sont représentatives de trois expériences indépendantes.

4.4. Une faible expression des mutants dominants négatifs ne produit

pas d’impact sur le VHS-1

Suite aux observations microscopiques, une différence de niveau d'expression entre les lignées
inductibles 143B et les RK 13 constitutives a été suspectée. Pour évaluer ceci, 'immunobuvardage
a été réalisé afin de visualiser s'il existe des différences dans I'expression des protéines mutantes
entre les lignées cellulaires inductibles et les constitutives (Figure 21 A). En effet, une grande
différence a été trouvée entre les lignées cellulaires, ce qui a ouvert la possibilité que I'absence
d'impact sur le VHS-1 dans la lignée 143B soit due a l'expression plus faible des formes
dominantes négatives des protéines SUN. Afin d'effectuer une comparaison au sein de la méme
lignée cellulaire entre un niveau d'expression plus élevé et plus faible, les lignées 143B induites
ont été triées selon leur niveau d'expression de SUN1 ou 2 (Figure 21 B). Les lignées cellulaires
ont été induites ou non avec la DOX pendant 24 heures avant l'infection et infectées pour 12 HPI
avant le tri par FACS. Comme indiqué précédemment, |'infection est capable d'induire un niveau
d'expression basal dans le systeme, par conséquent, les cellules non exposées a la DOX mais
infectées ont été considérées comme négatives pour le tri. Aprés sélection, |'essai de plaques de
la fraction cellulaire des cellules récupérées fut effectué, vu I'impossibilité de récupérer le
surnageant des populations triées (voir protocole de tri, matériel et méthodes). Toutefois, comme
dans le cas du pool cellulaire, aucun impact sur la propagation du virus n'a été observé, on
constate méme qu’il n’y a pas de différence sur le titre viral entre les lignées 143B GFP-luSUN1
ou SUN2 non induites et induites par la DOX (Figure 21 C). Cela nous a conduits a évaluer si le
niveau d'expression des cellules a forte expression peut étre comparable a celui des cellules RK
13. Au fait, méme la population a forte expression est loin derriére le niveau des RK 13 (Figure 21

D), de sorte que l'expression des protéines mutantes dans les cellules 143B peut ne pas étre
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suffisamment élevée pour produire un effet. Il est bien entendu possible que le type de cellule,
143B ou RK 13, ait aussi un impact sur l'interaction du virus avec SUN (la lignée 143B est d'origine

humaine alors que les RK 13 sont des cellules de lapin ; les constructions SUN sont humaines).
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Figure 21. — Lignées 143B a fort et a faible taux d’expression. A) Les cellules 143B ont été exposées ou non au DOX
pendant 24 heures et collectées avec les lignes RK 13 avec du tampon RIPA. Cinquante microgrammes de
protéines de chaque condition ont été chargés dans un gel SDS-PAGE et transférés sur une membrane PVDF. Les
protéines d'intérét ont été détectées a l'aide de I'anticorps anti-GFP ou anti-gamma tubuline. B) Les lignées 143B

ont été induites (+DOX) ou non (-DOX) et infectées avec le VHS-1 a un MOI = 2. Apres 12 heures d'infection, les



cellules ont été collectées pour étre triées par FACS (voir matériel et méthodes). Des cellules positives a la GFP
ont été récupérées dans deux sous-populations, a fort (High) et a faible (Low) niveau d'expression. Les cellules
143B wt et mCherry ont suivi le méme traitement, mais n’ont pas été divisées en deux populations. Cent quinze
mille cellules ont été récupérées dans chaque cas. C) Les cellules récupérées en B) ont été titrées par essai de
plaques, n=2, les barres d'erreur représentent le SEM. L’analyse avec ANOVA unidirectionnelle ne montre
aucune différence significative entre les échantillons. D) Les cellules triées en B) ont été remises en suspension
dans le tampon RIPA. Quinze microgrammes de protéines de chaque condition ont été chargés dans un gel SDS-
PAGE et transférés sur une membrane PVDF. Les protéines d'intérét ont été détectées a I'aide de I'anticorps anti-

GFP ou anti-gamma tubuline.

4.5. La déplétion de SUN2 a une tendance provirale

Vu que la perturbation du complexe LINC a des effets proviraux sur le VHS-1, comme le démontre
la surexpression de la forme luminale de SUN2, on s’est par la suite demandé quel effet aurait la
déplétion des protéines SUN1 ou SUN2 sur la propagation du virus. La suppression des protéines
endogenes SUN1 ou SUN2 chez les cellules 143B a donc été effectuée. Le niveau d'expression
apres la transfection du dsiARN a été analysé par RT-qPCR, montrant une inhibition de
I'expression de 70% en moyenne (Figure 22 A). Ces inhibitions étaient spécifiques puisque la
déplétion d'une protéine SUN n'a pas affecté le niveau d’ARNm de I'autre (Figure 22 B), tel
gu'anticipé (342). Aprés une transfection de dsiARN non spécifique (dsiCTL) ou contre SUN1 ou
SUN2 pendant 48 heures, les cellules ont été infectées par le VHS-1 et les titres viraux ont été
déterminés par essai de plaques. Les résultats montrent une tendance provirale de la déplétion
de SUN2, tel qu'observé pour les cellules RK 13 GFP-IuSUN2, bien que |'effet soit faible (Figure 22
C). Il est probable que cela soit d{ au fait que, bien qu'il y ait eu une diminution significative de
I'ARN des deux protéines a domaine SUN, cela ne se reflete peut-étre pas autant au niveau des
protéines. L'immunobuvardage serait nécessaire pour vérifier le niveau de protéine dans les
cellules, cependant, l'impossibilité de détecter la protéine endogéne probablement due a son
faible niveau basal nous a empéchés de réaliser cette expérience. Pour résoudre ce probleme,
une immunoprécipitation a la suite de la transfection avec le dsi non spécifique ou contre SUN2
a été effectuée. Etant donné que cette protéine est enrichie dans les échantillons,
I'immunobuvardage révele qu'il y a effectivement une forte réduction de la protéine (Figure 22

D).
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Figure 22. — Déplétion des protéines endogénes SUN1 ou SUN2. Les cellules 143B ont été transfectées avec les dsiRNA
dirigés contre leur cible pendant 48 h avec le LipoJet. A) Efficacité des dsiARN. Quantification relative par RT-
PCR de I'expression de SUN1 o SUN2 aprés transfection avec dsiSUN1 ou dsiSUN2 respectivement par rapport
aux cellules traitées avec le dsiARN non spécifique. Les barres d'erreur représentent la SEM. Les différences
significatives entre les conditions traitées et le dsiARN non spécifique (dsiCTL) ont été analysées avec ANOVA
unidirectionnelle (*, P<0,05 ; **, P<0.01; ***, P<0.001; **** P<0.0001). B) Spécificité des dsiARN. L'expression
des géenes SUN1 dans les cellules 143B traitées par dsiSUN2 et des génes SUN2 dans les cellules traitées par
dsiSUN1 a été analysée par RT-qPCR. Les barres d'erreur représentent la SEM. Aucune différence significative
n'a été constatée par rapport au dsiCTL. C) Apres le traitement avec les dsiARN, les cellules 143B ont été
infectées pendant 12 heures a un MOI = 2. Le surnageant a été collecté et titré par essai de plaques. Les données
de trois expériences indépendantes sont représentées. Les barres d'erreur représentent la SEM. Aucune
différence statistiquement significative n'a été observée. D) Aprés traitement par dsiRNA, les cellules ont été
récoltées avec le tampon de lyse pour IP (matériel et méthodes). Cinquante (IP) ou trente (lysat cellulaire)

microlitres de protéines de chaque condition ont été chargés dans un gel SDS-PAGE 8% et transférés sur une
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membrane PVDF. Les protéines d'intérét ont été détectées a l'aide de I'anticorps anti-SUN2 ou anti-gamma

tubuline (voir matériel et méthodes).

83



Chapitre 5 — Discussion

L'implication du complexe LINC dans le contexte des infections virales par des virus appartenant
ou non aux herpésvirus a été démontrée précédemment (219, 377-381, 398-400). La structure de
base de ce complexe est formée par deux types de protéines, les protéines SUN, ancrées a la MNI
et les protéines KASH, ancrées a la MNE, interagissant entre elles dans 'EPN (276). L'objectif du
présent projet était de déterminer I'impact du complexe LINC sur la propagation du VHS-1. En
particulier, deux des protéines de la famille SUN, SUN1 et SUN2, d'expression ubiquitaire, ont été
étudiées. Notre hypothése était que I'intégrité du complexe LINC est impliquée dans le processus
menant a la libération des capsides virales du VHS-1 du noyau. Cette hypotheése est basée sur les
observations faites par Klupp et coll. (219) concernant le virus PrV, un proche parent du VHS-1.
L’étude de Klupp et coll. suggere une implication du complexe LINC, en particulier SUN2, dans la
fusion des virions périnucléaires avec la MNE. Le passage du noyau au cytoplasme est également
une étape clé du cycle du VHS-1 et, bien que le processus de I'enveloppement primaire soit assez
bien caractérisé, le processus par lequel la fusion de cette enveloppe avec la MNE survient et, en
conséquence, le relachement des nucléocapsides dans le cytoplasme, n'est pas encore
compléetement élucidé. Les résultats de notre projet montrent que, contrairement a ce qui a été
constaté pour le PrV, la perturbation du complexe LINC par le biais de I'expression d'un mutant

dominant de SUN2 a un effet proviral sur le VHS-1.

Pour atteindre I'objectif de notre projet, la méme stratégie que Klupp et coll. pour la perturbation
du complexe LINC a été utilisée, soit la surexpression des mutants dominants négatifs de SUN1
ou SUN2. L'impossibilité d'obtenir un taux élevé de surexpression transitoire et d'infection nous
a conduits a établir des lignées cellulaires stables qui ne conservant pas la réponse au stress
produite par la transfection d'ADN, puisqu'il est possible que cette réponse soit ce qui empéche
une infection ultérieure, comme détaillée dans la section des résultats. Cependant, plusieurs
tentatives de génération de lignées stables constitutives avec des cellules humaines ont échoué,
car l'expression de I'ADN introduit disparaissait le long des passages, rendant impossible
I'obtention de populations cellulaires suffisamment nombreuses pour étre infectées. Ce fait a

soulevé I'hypothese d'une possible toxicité pour les cellules de la surexpression des formes
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mutantes de SUN1 ou SUN2, qui a été renforcée apres la réception des cellules constitutives
stables utilisées dans I'étude de la propagation du PrV, étant donné qu'il a été nécessaire de
sélectionner la population GFP-positive par FACS en raison de sa tendance a expulser les
constructions (Figure 19 A). Ce probléme de toxicité cellulaire a été résolu en établissant des
lignées cellulaires avec un systéeme TET-on (384) (Figure 17). En méme temps, il a été possible de
comparer les données obtenues a partir des cellules humaines inductibles a celles obtenues a
partir des cellules établies par Klupp et coll. Bien que les cellules regues ne soient pas des cellules
humaines, en principe le seul hote du VHS-1, les cellules de lapin ont été utilisées dans plusieurs
études sur le VHS-1 (396, 397) et se sont révélées susceptibles d’étre infectées dans notre étude
(Figure 20). Malgré le fait que les cellules humaines inductibles surexpriment les formes
dominantes négatives de SUN1 ou SUN2 apres induction et se montrent sensibles a l'infection par
le VHS-1 (Figures 17 B et 18), on ne constate aucun impact sur la propagation virale (Figure 17 E).
Cependant, dans le cas des cellules de lapin, un effet proviral marqué a été observé en cas de
surexpression du mutant dominant négatif SUN2, contrairement a ce qui a été rapporté pour le
PrV. Cette différence dans l'influence sur le VHS-1 nous a conduits a comparer le niveau
d'expression des constructions entre ces deux types de cellules, ce qui a permis de mettre en
évidence le faible niveau d'expression des cellules humaines inductibles par rapport aux cellules
de lapin (Figure 21 A). Néanmoins, apres avoir mesuré l'impact sur le virus des cellules humaines
exprimant des niveaux plus élevés de SUN1 ou SUN2 mutants, aucune différence n'est observée
avec les cellules n'exprimant pas les constructions (Figure 21 C), bien que cela puisse étre dii au
fait qu'il existe encore une grande différence avec le niveau d'expression des cellules constitutives
ou que ce soit lié au type cellulaire. La suppression des protéines SUN aurait en principe le méme
effet que la surexpression des formes négatives dominantes, la perturbation du complexe LINC.
Pour vérifier cela, on a déterminé l'impact sur la production virale aprés suppression de ces
protéines dans les cellules humaines (Figure 22). Bien qu'aucun effet significatif n'ait été observé,

on note une tendance provirale et reproductible de la délétion de SUN2.

Des expériences supplémentaires seraient nécessaires pour éclairer les processus qui sous-
tendent cette divergence de résultats entre le PrV et le VHS. Des analyses par microscopie

électronique comparant les cellules constitutives de lapin aux cellules inductibles humaines et
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aux cellules dans lesquelles la suppression du SUN2 s'est produite pourraient apporter un
éclairage sur les effets produits au niveau de I'EPN dans ces trois conditions. L'observation ou non
de différences dans la largeur de I'EPN pourrait étre I'une des explications possibles de la diversité
des impacts sur la propagation du VHS-1 rencontrés. En appui de I'importance de la largeur de
I’'EPN, au cours de son cycle viral, le cytomégalovirus (CMV), un autre membre des herpésvirus
humains, provoque des déformations de I'EN, en particulier a proximité de son compartiment
d'assemblage, une structure cytoplasmique formée par des éléments de I'appareil de Golgi, le
TGN et les endosomes, ou il acquiert son tégument (401). Buchkovich et coll. (400) ont observé
gue pendant l'infection par le CMV, il est nécessaire de découpler les membranes nucléaires, et
a cette fin il survient une diminution des protéines SUN, a la fois SUN1 et SUN2, bien que la
diminution de SUN2 se produise quelques heures avant celle de SUN1. Cela pourrait étre une
explication possible de I'effet proviral de la déplétion ou de la mutation de SUN2, puisque, au
moins dans le cas du CMV, les niveaux de cette protéine sont diminués dans le cours normal de
I'infection. Buchkovich et coll. suggerent que la séparation entre les deux membranes nucléaires
produite par le manque de protéines SUN aiderait le virus dans son passage a travers I'EPN. La
réalisation d'infections ponctuelles et I'analyse des niveaux de SUN1 ou de SUN2 par
immunobuvardage tout au long de l'infection par le VHS-1 pourraient nous donner un indice sur
I'importance des protéines SUN au niveau de I'EPN. En plus du possible impact de largeur de I'EPN
sur le VHS-1, il est possible que les effets produits par le SUN2 sur le VHS-1 soient dus aux
interactions qui se produisent dans la MNI. Le fait qu'uniquement SUN2 et non SUN1 ait un effet
proviral sur le VHS-1 suggere que les partenaires d'interaction exclusifs du SUN2 sur les INM sont
impliqués. Parmi eux, TMEMA43B, une protéine impliquée dans le maintien de l'intégrité de I'EN,
a récemment été identifiée comme un partenaire d'interaction gM, bien que le rble de cette

interaction n'ait pas encore été déterminé (338, 402).

Toutefois, il est possible que le role de SUN2 sur le VHS-1 ne se produise pas uniquement au
noyau. En effet, comme décrit dans la littérature, SUN2 a également un réle en dehors du noyau
(327). Le fait que l'impact sur le cycle viral se produise par étapes aprés la sortie des
nucléocapsides du noyau dans le cas du VHS-1 est une possibilité a prendre en compte, d'autant

plus lorsque SUN1, dont aucun rdle en dehors de I'EN n'a été décrit, n'a pas d’effet sur le VHS-1.
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Par exemple, SUN2, mais pas SUN1, peut interagir avec Rab5, qui est lié au trafic endosomal et a
la fusion des membranes (403). La maturation des particules virales du VHS-1 a été liée au TGN
et aux endosomes, et I'implication de Rab5 dans la propagation du virus a été démontrée (121).
En outre, des études récentes sur la levure identifient le TGN comme un point critique pour
réguler la progression de la voie du trafic endosomal (403). Bien entendues, des expériences
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer |'implication de SUN2 en collaboration avec Rab5
sur la propagation de la VHS-1. La co-immunoprécipitation et la co-localisation par IF de la forme
mutante dominante négative de SUN2 avec Rab5 nous donneraient des indices sur l'interaction
de ces deux protéines, car, comme mentionné auparavant, le domaine SUN n’est pas requis pour
la co-immunoprécipitation avec Rab5, mais il est important pour la localisation de SUN2 aux

endosomes (327).

Les résultats obtenus dans ce projet n'excluent pas que I'effet du complexe LINC sur le VHS-1 soit
lié au type de cellule. Cette situation ne serait pas inhabituelle, car des exigences distinctes ont
été démontrées pour différents types de cellules. Par exemple, le mutant du VHS-1 avec une
délétion du gene codant pour pUL20 n'est pas capable de former des plages dans les cellules Vero
et la microscopie électronique montre une stagnation des capsides a I'EN, alors que de petites
plages se forment dans le cas des cellules 143B. Cela peut s'expliquer par le fait que, selon le type
de cellule, des facteurs cellulaires peuvent compenser |'absence de pUL20 (404). En outre,
d'autres études ont également montré des différences dans la relation entre pUS3 et pUL34 au
moment du processus d’enveloppement — déenveloppement, pUS3 étant une kinase capable de
phosphoryler pUL34 et de modifier sa fonction, selon le type cellulaire (405). Dans ce cas, la
délétion de pUS3 a une influence différente sur les cellules HEp-2 (cellules épithéliales humaines)
et les cellules Vero, ce qui suggere qu'en l'absence de pUL3, des facteurs cellulaires peuvent

remplacer la fonction de pUS3 dans le cas des cellules Vero (405).
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Chapitre 6 — Conclusion

Sur la base des résultats obtenus dans le cadre de ce projet, nous pouvons conclure que le
complexe LINC joue un réle important dans la propagation du VHS-1. Toutefois, ce role est
susceptible d'étre déterminé par le type de cellulaire. Des expériences supplémentaires visant a
déterminer la localisation subcellulaire dans laquelle l'influence de SUN2 est exercée sur le cycle
du VHS-1, ainsi que l'utilisation d'une plus grande diversité de lignées cellulaires nous permettrait

d’avoir une perspective plus large des effets du complexe LINC sur le VHS-1.
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Annexes

Géne Nom de la Acides aminés Masse Description
protéine (kDa)
uLe pUL6 676 74.1 Protéine portail
uLiz pUL17 703 74.6 Protéine CVSC
uL18 VP23 318 34.3 Protéine triplex
UL19 VP5 1374 149.1 Protéine majeure de

la capside, hexon et

Capside penton
uL25 pUL25 580 62.7 Protéine CVSC
uL26 VP24 247 26.6 Protéase (domaine N-

terminal de pUL26)

uL35 VP26 112 121 Lie la pointe VP5 de
I'hexagone

uL38 VP19C 465 50.3 Protéine triplex

RL1 ICP34.5 248 26.2 Facteur de

neurovirulence

RL2 IPCO 775 78.5 Ubiquitine ligase E3
RS1 ICP4 1298 132.8 Geéne essentiel ;
facteur de

transcription virale

uL7 pUL7 296 33.1

UL11 pUL11 96 10.5 Myristoylé et
palmitoylé

uLi3 pUL13 518 57.2 Sérine/thréonine-
protéine kinase

uL14 puL14 219 23.9

uL1e6 pUL16 373 40.4

uL21 pUL21 535 57.6

uL23 TK 376 41.0 Thymidine kinase

UL36 VP1/2 3112 333.6 Géne essentiel

Tegument uL37 pUL37 1123 120.6 Gene essentiel
uL41 Vhs 489 54.9 Endoribonuclease
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uL46 VP11/12 718 78.2

uL47 VP13/14 693 73.8

uL48 VP16 490 54.3 Geéne essentiel ;
activateur
transcriptionnel des
genes IE

uL49 VP22 301 323

uLs50 dUTPase 371 39.1 Désoxyuridine 5'-
triphosphate
nucléohydrolase

uL51 pUL51 244 25.5 Palmitoylé

uL55 pUL55 186 20.5

us2 puUS2 291 325

Us3 pUS3 481 52.8 Sérine/thréonine-
protéine kinase

usio pUS10 306 335

Usi1 pUS11 161 17.8

uL1 gl 224 24.9 Hétérodimeére avec
gH ; essentiel pour
I'entrée

uLio gM 473 514 Domaines
transmembranaires
multiples ; forme
complexes avec gN

uL2o pUL20 222 24.2 Domaines
transmembranaires
multiples ; forme
complexes avec gK

uL22 gH 838 90.4 Hétérodimere avec
gL ; essentiel pour
I'entrée

uLz7 gB 904 1000.3 Essentiel pour

I'entrée
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uL43 puUL43 417 42.9 Domaines
Enveloppe transmembranaires
multiples
uL44 gC 511 55.0 Liaison au sulfate
d'héparine
uL4s puL45 172 18.2
UL49.5 gN 91 9.2 forme complexes
avec gM
UL53 gk 338 37.6 Domaines
transmembranaires
multiples ; forme
complexes avec
pUL10
UL56 pUL56 197 21.2
us4 gG 238 25.2 Protéine de liaison
aux chimiokines
uss gl 92 9.6
use gDh 394 43.3 Essentiel pour
I'entrée
us7z gl 390 41.4 Forme un complexe
avec le gE ; récepteur
Fc
us8 gE 550 59.1 Forme un complexe
avec le gl ; récepteur
Fc
us9 puUS9 90 10.0
Annexe 1. - Protéines du virion du VHS-1. Adapté de (90)
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