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INTRODUCTION




1. Description du virus de la varicelle et du zona

1.1. Historigue

Autrefois, la varicelle était considérée comme une variante plus douce de la variole (smallpox). Ce
n’est qu’en 1767 qu’un physicien anglais William Heberden a défini la varicelle (chickenpox) comme une
maladie unique, méme si son nom reste intimement lié a celui de la variole (« petite variole »). Ce
scientifique a également déclaré qu’une personne guérie de cette maladie n’est plus capable de la

contracter a nouveau [1].

Un siécle plus tard, Ernest Edward Tyzzer a montré qu’il n’était pas possible d’infecter des singes
ou des cornées de lapin par contact avec le fluide provenant des vésicules de la varicelle, ce qui indique
que I’agent infectieux est différent de la variole. Il s’est également attardé sur une autre maladie similaire a
la varicelle, le zona, qui apparait a I’dge adulte, et non lors de I’enfance, période durant laquelle se
manifeste la varicelle. Sur base de cela, Ernest Goodpasture a également pu démontrer que la varicelle est
liée a un virus différent de la variole. Grace a leurs travaux, ils ont pu mettre en lien le fait que la varicelle
et le zona sont deux manifestations d’un seul agent infectieux viral, plus connu aujourd’hui sous le nom de
virus de la varicelle et du zona (VZV) [1]. Vers la fin du XX®™ siécle, I’essor de la génomique et de la
biotechnologie a permis a Davison et Scott de séquencer entiérement le génome du VZV a partir de la
souche Dumas [2], mais a aussi permis de montrer que le zona correspond a une réactivation du virus de la
varicelle en dormance dans son hoéte. Ces progres ont également permis de mettre au point un vaccin a

partir de la souche Oka et de ses dérivés [3].

1.2. Pathologie
1.2.1. Varicelle

La varicelle est une maladie hautement contagieuse qui se transmet d’une part, par les gouttelettes

en suspension dans I’air, et d’autre part, par contact direct avec des individus infectieux ou encore avec le
fluide vésiculaire des lésions cutanées. La varicelle forme une maladie infantile généralement bénigne
contrairement au zona qui peut provoquer des complications séveres chez les adultes [4]. Le site initial de
I’infection par le VZV est la partie haute du tractus respiratoire et les cellules épithéliales mucosales. Le
virus infecte ensuite les lymphocytes T des tissus lymphoides, ¢’est le début de la virémie primaire [4] [5].
Le virus migre ensuite vers 1’épithélium de la peau et différents organes puis vers le systéme nerveux
périphérique (ganglions et nerfs) ou il établit un cycle de latence (figure 1). La période d’incubation est de
10 a 20 jours. Pendant cette période, I’enfant infecté peut avoir de la fievre, des douleurs articulaires ou
encore des maux de téte et de gorge. Ensuite, une éruption cutanée va apparaitre sur le visage, le tronc et
le haut des jambes, et provoquer des démangeaisons [4]. Il peut également y avoir, dans de rares cas, des
complications sévéres comme une pneumonie, une encéphalite ou encore des complications

hémorragiques [6].
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Figure 1 : Schéma de la pathologie du virus de la varicelle et du zona. Le virus infecte son héte par des
gouttelettes en suspension dans 1’air ou via contact direct avec un individu infectieux. Initialement, le
virus entre et se réplique dans les cellules épithéliales mucosales des voies respiratoires supérieures. Ces
cellules épithéliales transmettent ensuite le virus aux lymphocytes T des tissus lymphoides associés
(amygdales palatines et ganglions de la chaine de Waldeyer). Ces derniéres, via la circulation sanguine,
vont permettre au virus de migrer vers les cellules épithéliales de la peau et le systéme nerveux
périphérique pour entrer en état de dormance [7]. Le virus peut se réactiver, suite a une immunodépression,
c’est le zona. Lors de cette réactivation, le virus va se déplacer de maniére antérograde a partir du ganglion
ou il a établi sa latence vers le dermatome innervé par ce ganglion, et provoquer une éruption cutanée
généralement limitée a la zone anatomique innervée par le ganglion dans lequel s’est faite la réaction. [6].

L’entrée en latence démarre par I’entrée du virus via les terminaisons nerveuses des neurones
sensoriels au niveau de la peau ou des neurones associés au tractus digestif. Un transport axonal rétrograde
permet ensuite au virus d’atteindre les corps cellulaires neuronaux dans les ganglions [6] [8]. Une théorie
alternative suggére que les lymphocytes T infectés pourraient transmettre directement le virus dans les
ganglions sensoriels [9]. Il faut également noter que la varicelle est une maladie qui peut avoir des
conséquences sérieuses chez la femme enceinte. En effet, durant la grossesse, le virus peut passer la
barriere placentaire et provoquer des problémes graves chez le feetus. Si la maladie se manifeste lors du
premier trimestre de la grossesse, cela peut causer le syndrome de varicelle congénitale caractérisé par
I’hypoplasie et des anomalies squelettiques, des défauts neurologiques et oculaires, des cicatrices sur la
peau ou encore un poids faible a la naissance. Si elle se manifeste a la fin de la grossesse, cela peut
provoquer un accouchement d’un enfant prématuré, voire a un mort-né. Par contre, si le virus se propage
chez le feetus 2 a 5 jours avant 1’accouchement, le nouveau-né pourra développer la varicelle durant 10 a

15 jours apres la naissance [4].

1.2.2. Zona
Les réactivations du VZV a partir des sites de latence sont fréquentes et souvent asymptomatiques.
Cependant, en cas d’une diminution de I'immunité cellulaire anti-VZV, liée a la vieillesse ou a tout

traitement ou maladies susceptibles de faire baisser I’'immunité, la réactivation devient symptomatique.



La manifestation la plus fréquente est une éruption cutanée localisée, contrairement & la varicelle,
et douloureuse qu’on appelle le zona. En plus des douleurs nerveuses, cette maladie provoque des maux de
téte et des malaises, symptdmes qui subsistent plusieurs mois aprés la disparition des lésions cutanées. Le
zona peut entrainer des complications optiques comme la névrite optique et la kératite, des inflammations
gastro-intestinales (ulcere, pancréatite, hépatite, appendicite), cardiaques (myocardite), des articulations
(arthrite), des vaisseaux sanguins (thrombose) et des gonades (orchite chez I’homme), ou encore des
myélites et meningites [4] [6] [10] [11]. On parle également du syndrome de Ramsay-Hunt lorsque le zona
apparait au niveau du ganglion géniculé présent dans le canal facial de 1’os temporal. Ceci provoque une
otalgie accompagnée de violents acouphénes, voire la surdité, et la perte de golt dans les deux tiers
antérieurs de la langue suite a un probléme au niveau de la corde du tympan, une branche nerveuse du nerf
facial [11]. Des complications neurologiques peuvent également avoir lieu, incluant des anévrismes
cérébraux, des encéphalites, une thrombose veineuse cérébrale et vertébrale périphérique, le syndrome de

Reye, voire le syndrome de Guillain-Barré [11] [12].

1.3. Morphologie, taxonomie et génome du VZV

1.3.1. Morphologie

Au niveau morphologique, les Herpesviridae ont une structure générale commune décrite par
microscopie électronique (figure 2). Du point de vue structurel, le VZV est un virus sphérique enveloppé
d’environ 200 nm qui comprend différentes couches, de la plus interne vers la plus externe :
e Une nucléocapside icosaédrique de 60 unités asymétriques composées chacune de 16 protéines (T=16),
formant au total 12 capsoméres pentamériques et 150 hexamériques. Elle mesure environ 100 nm de
diametre et entoure le génome d’ADN double-brin. ORF40p est la protéine majeure de la capside (figure 2,
«major capsid protein », vert clair). Elle forme les capsomeéres reliés entre eux par des triplex composés
d’1 copie d’ORF20p et de 2 copies d’ORF41p (figure 2, vert foncé) [13] [14].
e Une matrice tégumentaire comprenant beaucoup de protéines structurales et régulatrices encore étudiées
aujourd’hui, comme par exemple les protéines précoces immédiates IE62 et IE63, et la protéine ORF9p
trés importante pour le cycle du virus.
e Une enveloppe lipidiqgue modifiée provenant de la cellule héte ou sont insérées des glycoprotéines
virales comme ORF31p (gB), ORF37p (gH), ORF67p (gl) et ORF68p (gE) [13].
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Figure 2 : Structure d’un herpesviridae. [15]



1.3.2. Taxonomie

Le virus de la varicelle et du zona appartient & I’ordre des Herpesvirales. Cet ordre comprend la
famille des Herpesviridae qui reprend la sous-famille des Alphaherpesvirinae au sein de laquelle se trouve
le genre Varicellovirus qui englobe I’espéce herpesvirus humain de type 3 (HHV-3), aussi appelé VZV.
La classification basée sur la taxonomie virale vient de I’organisme scientifique et international nommé
I’International Comittee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Elle décrit la famille des Herpesviridae divisée
en 3 sous-familles :
e Alphaherpesvirinae, comprend des virus qui s’installent dans les ganglions sensoriels pour le cycle
latent. Cette sous-famille reprend le Gallid alphaherpesvirus 2 (MVD) chez les Gallinacés qui provoque la
maladie de Marek, le virus de la varicelle et du zona (VZV ou HHV-3), les virus de I’Herpes simples de
type 1 et 2 qui infectent I’homme, ainsi que le Suid alphaherpesvirus 1 (PRV), touchant principalement le
bétail (figure 3) [16].
e Betaherpesvirinae, a un cycle de réplication plus lent que les Alphaherpesvirus et a pour site de latence
les cellules T-helpers (CD4 T cells). Elle comprend HHV-6 et HHV-7 responsables de la roséole infantile
et HHV-5 aussi appelé cytomégalovirus (figure 3) [16].
e Gammabherpesvirinae, établit sa latence dans les tissus lymphoides et peut infecter les fibroblastes en
plus des cellules épithéliales. On y trouve HHV-8 responsable du sarcome de Kaposi chez les individus

immunodéprimés, et HHV-4 (virus Epstein-Barr) qui provoque la mononucléose (figure 3) [16].

Type Name Sub-Family Pathology

HHV-1 Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1) Alpha-herpesvirinae  Oral and/or Genital herpes (Orofacial)
cald sores or herpes labialis

HHV-2 Herpes simplex virus-2 (HSV-2) Alpha herpesvirinae Genital and/or Oral herpes (Genital)
herpes genitalis or warts

HHV-3 Varicella zoster virus (VZV) Alpha herpesvirinae  Chickenpox and Shingles

HHV-4 Epstein-Barr virus (EBY) Gamma herpesvirinae  Infectious mononucleosi, Burkitt's and CNS lymphoma, post-transplant lympho-proliferative
syndrome (FTLD), Naso-pharyngeal carcinoma

HHV-5 Cytomegalovirus (CMV) Beta herpesvirinae Infectious mononuclensis-like syndrome, retinitis ete.

HHV-6, 7  Roseolovirus B Beta herpesvirinae Roseola infantum or exanthem subitum

HHV-§ Kaposi's sarcoma associated herpesvirus Gamma herpesvirinae  Kaposi's sarcoma, primary effusion lymphoma, Castleman’s disease

(KSHV)

Figure 3 : Tableau récapitulatif des 8 Herpesvirus humains. Le VZV (ou HHV-3) appartient a la sous-
famille des Alphaherpesvirinae [17].

Les Alphaherpesvirus sont séparés en 5 genres, dont le genre Simplexvirus qui comprend HSV-1
et HSV-2, trés étudiés scientifiquement, et le genre Varicellovirus. Celui-ci est divisé en 19 espéces virales
infectant de nombreux mammiféres, comme les Bovins, Equidés et Cétacés. Il existe également une
espéce virale spécifique aux Cheloniidés, mais aussi le VZV (ou HHV-3) qui est I’unique espéce de

Varicellovirus spécifique a ’Homme (figure 4) [18].
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Figure 4: Arbre phylogénétique des Alphaerpesvirinae: Selon I’International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV), le VZV est un Herpesviridae de la sous-famille Alphaherpesvirinae qui
englobe le genre Varicellovirus qui comprend I’espece HHV-3 (ou VZV) [19] [17]. Modifié a partir de
I’article : F. Pfaff et al., “Full genome sequence of bovine alphaherpesvirus 2 (BoHV-2),” Arch. Virol.,
vol. 166, no. 2, pp. 639-643, 2021, doi: 10.1007/s00705-020-04895-x

Une autre classification de virus est celle proposée par D. Baltimore en 1975. Cette taxonomie se
base sur la nature du génome viral, son mode de réplication et d’expression des ARNm. Le VZV
appartient a la classe |, a savoir les virus ayant pour génome de I’ADN double-brin transcrit directement
en ARNm. Cette classe de virus comprend les Pandoraviridae (infectent les amibes), les Herpesviridae
(dont le VZV), les Poxviridae (variole, vaccine, virus de la myxomatose), et les Papillomaviridae (HPV

responsables du cancer du col de I’utérus).

1.3.3. Génome

Le génome complet du VZV a été séquencé en 1986 par Davison et Scott a partir de cellules
infectées par un virus de la souche Dumas. Il a une longueur de 124 884 paires de bases et comprend un
taux de G-C de 46% [2] [20]. Il consiste en un long segment unique (U.) et un petit segment unique (Us)
qui peut étre orienté dans les deux directions, tous deux délimités par des séquences d’ADN répétées
inversées internes IR /IRs et terminales TR/TRs (figure 5) [21]. Le génome comprend 5 régions répétées
dont la taille difféere selon les souches, a savoir R1 dans ’ORF11, R2 dans I’ORF14, R3 dans ’'ORF22, R4
entre I’ORF62 et I’origine de réplication virale, et R5 entre ORF62 et ORF 61 [22]. Les régions répétées
présentes de part et d’autre la région Us contiennent trois génes par conséquent présents en double
exemplaire (ORF62, ORF63 et ORF64).
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Figure 5 : Schéma du génome du VZV et des expressions relatives des génes durant le cycle lytique.
(@) Le génome est constitué d’un long segment unique UL et un petit segment Us délimités par des
séquences d’ADN répétées inversées terminales et internes TRU/IR/IRs/TRs. (b) Position, taille et
orientation des différentes ORFs du VVZV. Le code couleur représente le taux d’expression des genes lors
du cycle lytique du virus en croissance dans des cultures de cellules BSC-1 [21].

2. Cycle lytique

Dans la littérature scientifique, le cycle lytiqgue HSV-1 a été fortement étudié. Comme ce cycle est
commun a tous les Alphaherpesvirinae, celui-ci sera décrit de maniere générale et sera complété par des

précisions sur le VZV dés que les données le permettent (figure 6).
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Figure 6 : Schéma du cycle lytique du VZV. 1) Les particules virales enveloppées se fixent a la
membrane de sa cellule-hbte, fusionnent avec celle-ci et libérent les capsides et le tégument dans le
cytoplasme. 2) Les capsides migrent vers le noyau et s’accrochent aux pores de la membrane nucléaire
pour injecter leur ADN dans le noyau. 3) Le génome viral va se circulariser pour permettre sa réplication.
Ce sont tout d’abord les génes immédiats précoces qui vont étre exprimés, suivis des génes précoces et
tardifs. Les protéines de la capside vont s’assembler et empaqueter I’ADN génomique viral nouvellement
synthétisé. 4) La nucléocapside va ensuite migrer vers la membrane nucléaire interne et la traverser par
bourgeonnement puis fusion de I’enveloppe primaire avec la membrane nucléaire externe. Une fois sortie
du noyau, la capside nue se retrouve dans le cytoplasme. 5) Les glycoprotéines du virion en provenance du
trans-Golgi ou ayant transité par la surface s’accumulent dans des vésicules et les protéines tégumentaires
vont s’y associer via les queues cytoplasmiques des glycoprotéines : les capsides bourgeonnent a travers
ces vésicules, c’est I’enveloppement secondaire. 6) Le virion mature est transporté & la surface de sa
cellule-hdte et va pouvoir infecter une nouvelle cellule-héte [7].



2.1. Entrée du virus dans sa cellule-hote

Le début du cycle lytigue commence par I’attachement du virus enveloppé a la cellule-héte. Chez
HSV-1, cela se fait via les glycoprotéines B (gB) et C (gC) qui reconnaissent des protéoglycanes comme
I’héparane-sulfate [23]. Chez VZV, comme le mannose-6-phosphate (M-6P) est présent dans les
glycoprotéines, il y a également le récepteur cellulaire M-6P qui interagit avec les glycoprotéines virales,
renforcant I’attachement du virus a sa cellule-héte [7]. La seconde étape fait intervenir la glycoprotéine D
(gD) qui va préférentiellement se lier & des protéines membranaires cellulaires, & savoir la nectine-1
(HveC) et un récepteur de la famille TNFR qui forme le Herpes Virus Entry Mediator (HVEM). Chez le
VZV, la protéine gD est absente. La protéine du VZV qui semble compenser a I’absence de gD n’est autre
que la glycoprotéine gE. Celle-ci permet I’entrée du virus en interagissant avec un récepteur membranaire
enzymatique qui dégrade I’insuline (IDE) [24]. Intervient ensuite le complexe gB/gH/gL pour permettre la
fusion entre I’enveloppe virale et la membrane cellulaire ou la vésicule d’endocytose [25]. D’autres
protéines, comme I’hétérodimeére gM-gN, peuvent également s’ajouter au complexe [26]. Pour entrer dans
certains types cellulaires, dont les cellules gliales et les monocytes, il y a également la glycoprotéine
myéline-associée cellulaire (MAG) qui interagit avec gB et gE [27]. Il a également été démontré pour
HSV et VZV que, dans certains types cellulaires et/ou certaines conditions, I’attachement du virus a la
cellule-héte est suivi par un phénomeéne d’endocytose, la fusion de I’enveloppe virale se faisant, le cas

échéant, avec la vésicule d’endocytose et dépend de I’acidification de cette vésicule [28].

2.2. Entrée dans le noyau et expression génique virale

Aprés le phénomeéne de fusion, le virus se retrouve dans le cytoplasme dépourvu de son enveloppe.
Celui-ci doit ensuite atteindre son site de réplication qu’est le noyau. Pour ce faire, la capside interagit
directement avec les protéines du cytosquelette cellulaire, a savoir la dynéine et la kinésine-1, protéines
qui permettent des mouvements antérogrades et rétrogrades via les microtubules [29]. Une fois a
proximité du noyau, la capside s’attache au niveau des pores nucléaires et libére le génome viral a
I’intérieur du noyau sous forme linéaire. Une fois le génome introduit dans le noyau, il va tres rapidement
se circulariser et exprimer les génes dits immédiats précoces (IE) qui codent des régulateurs de la
transcription de protéines, comme IE62, le transactivateur principal transcrit moins d’une heure aprés
I’entrée du virus, et IE63 chez le VZV. Une fois exprimées dans ce cytoplasme, ces protéines vont revenir
dans le noyau pour freiner la transcription des génes IE et activer la transcription des genes précoces (E).
Les protéines E sont notamment nécessaires a la réplication virale. On peut citer pour le VZV les protéines
sérines/thréonines kinases tégumentaires ORF47p et ORF66p, ORF9p (VP22 chez HSV), ou encore
ORF28p qui forme I’ADN polymérase. La derniére vague génique est celle des génes tardifs* (L) qui
codent pour des protéines de structure comme les glycoprotéines telles que ORF31p (gB), ORF37p (gH),
et ORF68p (gE), ou encore la protéine majeure de la nucléocapside chez le VZV qu’est ORF40p [30].

1 Un géne tardif (late gene) est un géne qui dépend de la réplication du génome. Si la réplication de I’ADN viral est
inhibée, alors I’expression de ce type de génes est également inhibée.



2.3. Formation et sortie des virions

L’étape suivante consiste en I’assemblage des nucléocapsides a partir des pro-capsides. Ces
dernieres se constituent, au sein du noyau, a partir d’un échafaudage protéique temporaire composé des
protéines ORF33p et ORF33.5p. Sur cet échafaudage, reposent les capsoméres formés d’ORF40p reliés
ensemble par 2 copies d’ORF41p et une copie d’ORF20p [31]. L échafaudage doit ensuite étre dégradé
par protéolyse, et I’ADN doit étre encapsidé pour former les nucléocapsides complétes de forme C. Seules
les capsides de forme C peuvent quitter le noyau. Si la capside mature est dépourvue de génome viral,
celle-ci est dite de forme A. La capside peut également adopter une forme B si I’échafaudage est fortement
dégradé par protéolyse mais reste toujours présent, ce qui lui permet d’adopter sa forme finale
icosaédrique.

Pour pouvoir sortir du noyau, les capsides de forme C sont aidées par un complexe de sortie
nucléaire (Nuclear eggres complex ou NEC) indispensable. Ce complexe est formé de la protéine ORF24p,
ancrée dans la membrane nucléaire interne, qui interagit avec la protéine ORF27p, un cofacteur
nucléoplasmique associé aux lamines de la matrice nucléaire (figure 7). Le NEC permet la réorganisation
de la lamine par phosphorylation suite au recrutement de kinases, mais également la migration des

capsides par bourgeonnement de la membrane nucléaire interne [32].

Figure 7 : Schéma du NEC de HSV-1. Lorsque le génome est encapsidé, la capside interagit avec les
protéines pUL31 et pUL34 (homologues ORF24p et ORF27p chez le VZV) du complexe NEC pour
migrer du noyau au milieu péri-membranaire en passant au travers de la membrane nucléaire interne avec
I’aide d’autres protéines virales comme les kinases. La fusion de I’enveloppe primaire avec la membrane
nucléaire externe permet ensuite aux capsides nues d’atteindre le cytoplasme.



Arrivée dans I’espace péri-membranaire, la capside a acquis une enveloppe primaire temporaire et
doit maintenant traverser la membrane nucléaire externe pour se retrouver sans enveloppe dans le
cytoplasme [33]. Une fois dans le cytoplasme, la capside nue va s’entourer de I’ensemble des protéines
tégumentaires avant de se lier a la surface d’une veésicule ot est accumulé I’ensemble des glycoprotéines
virales [23]. La capside bourgeonne a travers cette vésicule, ce qui génére des virions matures contenus
dans une vésicule de transport. Celle-ci fusionne avec la membrane plasmique pour libérer les nouvelles
particules dans le milieu extracellulaire. Chez le VZV, I’origine de I’enveloppe secondaire reste toujours
hypothétique. En effet, une premiére théorie stipule que I’enveloppement secondaire se déroule dans le
TGN puis la particule virale est transportée jusqu’a la membrane plasmique via une vésicule de transport
(figure 8). Une seconde théorie mentionne le réle des tubules d’endocytose, plus précisément un transport
vésiculaire intracellulaire entre les endosomes et le réseau trans-golgien avec I’aide de vésicules de
clathrine [34]. Une fois arrivé dans le milieu extracellulaire, le virion mature peut recommencer un
nouveau cycle infectieux. Néanmoins, il est important de mentionner que le VZV est un des rares virus qui
ne réside pratiquement pas dans le milieu extracellulaire. En effet, les virions produits sont exocytés mais
restent accrochés a la membrane plasmique. Il faut un contact trés étroit entre les cellules pour que les
virions puissent interagir avec une cellule non infectée. C’est pour cela que le VZV est défini comme un
virus fortement associé aux cellules (cell-associated virus). En outre, une autre caractéristique de
I’infection par VZV est I’apparition des cellules géantes plurinucléées (syncytia) qui résultent de la fusion

des cellules infectées entre elles [35].
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Figure 8 : Schéma de la sortie de HSV-1 hors de sa cellule-hdte. 1) Les capsides virales quittent le
noyau et utilisent la kinésine pour se déplacer dans le cytoplasme et permettre leur enveloppement. 2) Les
protéines de I’enveloppe présentes dans le RE vont migrer vers le TGN 2a) ou la membrane plasmique 2b).
3) Les capsides acquiérent leur enveloppe dérivée d’une vésicule du TGN. 4) Alternativement, des
protéines virales en surface sont endocytées pour permettre I’enveloppement de la capside virale. 5) Les
virions matures migrent vers la surface et quittent la cellule-héte [36] [37].



3. Protéines clés de la fusion cellule-cellule

Comme expliqué précedemment, le VZV acquiert son enveloppe définitive au niveau du TGN
méme si les mécanismes restent encore hypothétiques. La protéine tégumentaire ORF9p jour un role
crucial dans cet enveloppement secondaire. Un des partenaires cellulaires de la protéine ORF9p est la
protéine AP-1 (Adaptor Protein-1), un régulateur du trafic intracellulaire. ORF9p interagit également avec
les glycoprotéines virales qui interviennent dans la fusion des cellules et la formation de syncytia. Une
absence de ces protéines provoque une diminution drastique de la propagation du virus.

3.1. La phosphoprotéine virale tégumentaire ORF9p (VVP22)

Le géne codant pour la protéine ORF9p, homologue de VP22 chez HSV-1, est le plus fortement
exprimé lors de I’infection lytique du VZV, ce qui laisse penser que ORF9p joue un r6le crucial dans la
réplication et la croissance virale [38]. ORF9p est une phosphoprotéine tégumentaire de 302 AA. A
I’inverse de son homologue VP22 chez HSV-1, elle est essentielle et indispensable a la réplication virale.
Des études en transfection transitoire ont montré que cette protéine comprend dans sa séquence des
régions fonctionnelles NLS (Nuclear localization signal) que sont NLS-1 (sRRKTTPSYSGQYRTARR3,)
et NLS-2 (272RKPKgyrs), et une région fonctionnelle NES (Nuclear export signal) riche en leucine
(10sLRHELVEDAVYENPL117) (figure 9) [38]. ORF9p a également été détectée dans le TGN par
microscopie électronique. Par ailleurs, des études en transfection transitoire montrent que celle-ci interagit
avec de nombreuses protéines virales comme 1E62, gE et ORF11p. De plus, des études en double hybride
(Yeast two-hybrid screen) montrent qu’elle interagit avec les protéines de I’enveloppe ORF15p et ORF38p,
la petite protéine de la capside ORF23p, et des glycoprotéines comme gE, gN, gH et gl. Cela laisse a

supposer gue la protéine ORF9p joue un rdle important dans I’enveloppement secondaire [39] [40].
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Figure 9 : Structure de la protéine ORF9p. La protéine ORF9p comprend deux régions NLS-1 et NL-2,
et une région NES qui lui permet de voyager entre le noyau et le cytoplasme. Elle est phosphorylée par la
kinase ORF47p au niveau d’une région acide (sse DDFEDIDEg3) [39].
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Il a été récemment démontré par notre laboratoire que la sérine/thréonine kinase ORF47p interagit
et phosphoryle ORF9p dans sa région acide (sEDDFEDIDEg3). En effet, une mutation E85R, ou encore la
délétion totale de la région acide (ORF9p-AAC), modifie drastiquement le profil électrophorétique de la
protéine ORF9p avec une disparition quasiment totale des formes phosphorylées. Ces mutations
provoguent par ailleurs I’accumulation de virions immatures dans des membranes dérivées du TGN et
dans le noyau. Ceci montre qu’ORF9p et ORF47P sont indispensables pour la sortie des particules hors du
noyau et I’enveloppement primaire, mais aussi au niveau de I’enveloppement secondaire dans le TGN [39]
[33].

Pour mettre en évidence les partenaires potentiels de ORF9p dans I’enveloppement, une
expérience de screening double hydride en levure (Yeast two-hybrid screen) a été réalisée au sein de notre
laboratoire. Celle-ci a dénombré 31 partenaires d’interaction avec ORF9p parmi lesquels la sous-unité pl
du complexe cellulaire AP-1. ORF9p possede 5 motifs potentiels d’interaction avec AP-1 (une région
acide gsEDDFEDIDEg;, deux motifs tyrosines s1YADLes €t 207 YAQV2s, et deux motifs di-leucines
211ELDRLL216 €t 2,7EGLNLI,32). Plus précisément, il a été montré qu’un des deux motifs di-leucines,
hautement conservé chez les Alphaherpesvirus, est indispensable pour pouvoir interagir avec AP-1. En
effet, une mutation de la leucine 231 en alanine (L231A) entraine une perte d’interaction avec AP-1 et

perturbe la croissance virale [34].

3.2. Le complexe cellulaire AP-1 (adaptor protein complex 1)

Les complexes cellulaires adaptines (AP) régulent le trafic intracellulaire des voies de transport
endocytaires et sécrétoires. Il existe cinq complexes AP, et seuls AP-1, AP-2 et AP-3 sont associés a la
clathrine. En effet, ceux-ci reconnaissent la queue cytoplasmique des protéines de cargaison et recrutent la
clathrine et des protéines accessoires pour les concentrer dans des transporteurs vésiculaires pour
permettre leur transport d’une membrane donneuse a une membrane cible. lls permettent donc le maintien

de certaines fonctions physiologiques indispensables des cellules eucaryotes (figure 10) [41].

AP-1 MVB/ Late
/ endosome

=
i g

G
%y

Figure 10 : Localisation des complexes cellulaires AP. AP-1 régule le transport entre le TGN et
I’endosome de recyclage.
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Tous les complexes AP comportent un domaine corps responsable de la liaison des protéines
cargos, une région charniére qui se lie a la clathrine, et des sous-domaines oreilles importants pour
I’interaction entre les protéines cargos et accessoires. AP-1 a pour rdle le transfert bidirectionnel entre le
TGN et les endosomes, la biogenése des granules de sécrétion et la polarité des cellules épithéliales (figure
11). Son domaine corps comprend des grandes sous-unités Bl (AP1B1) et y (AP1G1), une sous-unité
moyenne pl (AP1M1) et une petite sous-unité o1 (AP1S1). Lorsque le complexe est sous forme fermée,
les sites de liaison aux protéines cargos sont cachés par les deux grandes sous-unités. En présence de la
GTPase Arfl, le complexe subit un changement conformationnel et peut interagir avec les protéines
cargos (figure 12). 1l existe plusieurs types de motifs reconnus par le complexe AP-1 que sont les signaux
tyrosines YXXO (Y tyrosine, X n’importe quel AA, O un AA hydrophobe), reconnus par la sous-unité p1,
et les signaux dileucines D/EeXXXLL/li, reconnus par la sous-unité y, ce qui permet une certaine

spécificité du transport de protéines, et des motifs acides [41] [42].

al o2 o3 o4 o5
nl v u3 n4 Hs
Core v « 5 € 4
p1 B2 83 (] s
Hinge ____
Ear —
4k AP-1 AP-2 AP-3 AP-4 AP-5
o1 ("Am
= o oo
y [DEJXXXLLI]

Locked state Open state, Arf1 recruited

Figure 11 : Structure des complexes AP. A. Les complexes d’adaptine sont composés d’un domaine
central (core) relié a 2 domaines oreilles (ear) reliés par 2 domaines charniers (hinge). B. Configuration
ouverte et fermée du complexe AP-1. Le domaine core comprend des grandes sous-unités y (AP1G1) qui
reconnaissent les signaux dileucines DeXXXLLi et 1 (AP1B1), une sous-unité moyenne pul (AP1M1)
qui reconnait les signaux tyrosines YXXO et une petite sous-unité ¢1 (AP1S1). La présence d’ARF-1
permet le changement de conformation et I’exposition des domaines de liaison au cargo.

3.3. Les glycoprotéines virales

Le VZV comprend neuf glycoprotéines virales (figure 12) [25]. La plupart de ces glycoprotéines
sont indispensables pour le cycle viral, notamment au niveau de I’entrée du virus dans sa cellule-héte.
Puisque parmi celles-ci se trouvent les protéines permettant la fusion de I’enveloppe avec la membrane
plasmique, et qu’elles sont également exprimées plus ou moins fortement a la surface des cellules
infectées, les événements de fusion cellule a cellule ne sont pas rares lors d’une infection par un virus
enveloppé. Le VZV provoque d’ailleurs, dans certains types cellulaires, particulierement au niveau de la

peau, la formation de cellules géantes plurinucléées, les syncytia.
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ORF Glycoprotein Length Mw (kDa)® Required Heterodimer

NT AA
ORF5 gk 1023 340 40 Yes ORF39
ORF9A eN 264 87 7 No” eM
ORF14 oC 1776 591 100 No

ORF31 ¢B 2796 931 130 Yes

ORF37 gH 2496 841 118 Yes gL
ORF50 M 1308 435 50 No® gN
ORF60 gL 483 160 17 Yes gl
ORF67 gl 1065 354 65 No” gk
ORF68 gE 1872 623 110 Yes gl

*Glycosylated form

Y Severe replication defect in cell culture
Figure 12 : Présentation des 9 glycoprotéines virales. Tableau modifié a partir de I’article :
S. L. Oliver, E. Yang, and A. M. Arvin, “Varicella-Zoster Virus Glycoproteins: Entry,
Replication, and Pathogenesis,” Curr. Clin. Microbiol. Reports, vol. 3, no. 4, pp. 204-215,
2016, doi: 10.1007/s40588-016-0044-4.

3.3.1. Les glycoprotéines gE et gl
La glycoprotéine g (ORF68p) de 623 AA (110 kDa) est la plus abondante et essentielle a la réplication
virale. Son endodomaine C-terminal (AA 562 a 624) comprend des motifs pour permettre son
internalisation de la membrane plasmique vers le TGN. Des études de mutagenése ont montré que la
région N-terminale (AA 1 a 188) comprend des motifs permettant la liaison du VZV a son récepteur IDE
(AA 24 a 71) [43]. La glycoprotéine gE est connue pour étre exprimée a la surface des cellules infectées
d’ou elle est endocytée et renvoyee vers le TGN grace a deux motifs tyrosines (YAGL ou AYRV) et une
région acide (DDFEDSESTDEEE) présents dans I’endodomaine C-terminal (AA 562 a 624) (figure 13)
[44] [45] [46]. Cette glycoprotéine intervient dans I’enveloppement secondaire, la propagation virale et

I’infection de la peau in vivo [43].
562 624

s62KRMRVKAYRVDKSPYNQSMYYAGLPVDDFEDSESTDEEEFGNAIGGSHGGSSYTVYIDKTRe24

Figure 13 : Structure de la glycoprotéine gE de VZV. La glycoprotéine g (ORF68p) est endocytée et
renvoyée dans le TGN a partir de la surface des cellules infectées grace a 2 motifs tyrosines (AYRV et
YAGL) et une région acide (DDFEDSESTDEEE) dans son endodomaine C-terminal (AA 562 a 624).

La glycoprotéine gl (ORF67p), composée de 354 AA (65 kDa), est divisée en 4 parties, a savoir
un peptide signal (1 a 17 AA), un ectodomaine (18 a 277 AA), une région trans-membranaire (278 a 296
AA) et une région cytoplasmique (297 a 354 AA) [47]. Des études de mutagénese ont également montré
que la protéine gl est nécessaire pour la fusion des membranes cellulaires et la formation des syncytia mais

Nn’est pas essentielle pour la formation des virions et leur entrée dans les cellules-hétes [43] [45] [48].
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Pour gl, des études ont montré que la thréonine T338 et la sérine S343 du domaine cytoplasmique
de gl sont impliquées dans sa localisation dans le TGN [44]. La partie N-terminale de gl, a savoir les
résidus 105 a 125 et la cystéine C95, trés conservée chez les Alphaherpesvirinae, interagit avec la
premiére région riche en cystéines (AA 208 a 236) de I’ectodomaine de gE [47] [45] pour former un
complexe qui permet notamment la correcte localisation des deux protéines dans les cellules infectées et

leur incorporation dans les particules virales nouvellement produites [43].

3.3.2. Les glycoprotéines gB, gH et gL
Les trois glycoprotéines gB (ORF31p), gH (ORF37p) et gL (ORF60p) trés conservées chez les
herpesvirus forment le complexe de fusion du VZV et sont essentielles a la réplication. Elles jouent un

role important dans I’entrée du virus dans sa cellule-hdte mais également dans la fusion cellule-cellule.

La glycoprotéine gH est d’abord exprimée sous forme d’un polypeptide immature de 841 AA (100
kDa) et doit interagir avec la protéine chaperone gL, qui posséde 160 AA (17 kDa), pour étre correctement
glycosylée dans I’appareil de Golgi (118 kDa). Comme gB, gH est ensuite exprimée vers la surface
cellulaire avant d’étre endocytée et renvoyée vers le TGN pour étre incorporée dans 1’enveloppe virale.
Cette protéine comprend une région N-terminale extracellulaire hydrophobe et une courte région intra-
cytoplasmique [49] (figure 14). Il a été démontré en transfection transitoire que gE ou gl peut interagir
avec gH en absence de gL pour assurer le trafic de gH immature du RE/TGN a la membrane plasmique
[50].

WT  WMLCGNSRLREYNKIPLT

Figure 14 : Structure de la glycoprotéine gH de VZV. La glycoprotéine gH (ORF37p)
comprend une région N-terminale extracellulaire, comprenant un domaine d’interaction avec gL et des
motifs de glycosylation, un domaine transmembranaire (en jaune) et une courte queue intra-cytoplasmique
contenant un motif d’adressage au TGN (YNKI). Figure modifiée a partir de la thése de Julien Lambert.
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Des études de mutagénése et de cristallographie ont permis de caractériser dans la région N-
terminale le réle des 3 domaines de gH chez VZV par analogie avec HSV-2. Le premier domaine est
important pour I’entrée du virus et la pathogénicité et est composé de feuillets B sans cystéine
(contrairement & HSV-2). Le deuxieme domaine central contient des hélices o et un pont disulfure
essentiel (entre C540 et C575) pour la structure, localisation et maturation de gH. Enfin, le troisieme
domaine C-terminal essentiel est formé de feuillets B et de 2 ponts disulfures essentiels (674C...Cros €t
724CXXC727) pour la stabilité et la fusion des membranes [51]. Le domaine cytoplasmique de gH (834 a
841 AA, nommé gHCyt) intervient dans la régulation de la fusion cellule-cellule médiée par le complexe
gB/gH-gL. En effet, des études ont montré qu’une délétion de gHCyt conduit & une fusion cellule-cellule
exagérée qui meéne a I’apparition de syncytia de trés grande taille. De fagon intéressante, ce phénotype
d’hyperfusion diminue la production de particules virales et donc I’infectivité du virus [49]. Cependant,
ces études ont aussi montré que la régulation par gHCyt ne dépend pas des propriétés intrinséques ou de la
spécificité des AA mais simplement de la longueur physique du domaine [49].

Concernant la glycoprotéine gB, celle-ci comprend 931 AA (130 kDa) par monomere divisé en
un ectodomaine, un domaine trans-membranaire et un domaine cytoplasmique de 124 AA [52] (figure 15).
Contrairement a HSV, gB est clivée a maturation par une furine en 2 fragments de 69 kDa et 73 kDa au
niveau du site de clivage (491RSRR494). Son cété C-terminal comprend d’une part, une région de 4
lysines (positions 894, 897, 898 et 900) qui favorise 1’expression de gB, et d’autre part, un motif
d’inhibition des immuno-récepteurs a base de tyrosine (ITIM) (8791IKYMTLV885) qui régule la fusion
cellule-cellule et la formation des syncytia, c’est pourquoi une mutation de cette région réduit la
pathogénicité du virus [49] [53]. Le domaine extracellulaire, composé de 5 domaines, permet la fusion des

membranes.

931
YMTL

YRSV,

KFREAQEMIKYMTLVSAAERQE SKARKKNKTSALLTSRLTGLALRNRRGY SRVRTENVTGV

Figure 15 : Structure de la glycoprotéine gB de VZV. La glycoprotéine gB (ORF31p)
comprend un site de clivage de la furine, un motif C-terminal YSRYV pour permettre son endocytose, et un
motif C-terminal YMTL pour retourner dans le TGN et s’insérer dans I’enveloppe du virion [54]. Figure
modifiée d’apres la thése de Julien Lambert.
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Selon la littérature, lors de I’entrée du virus, le complexe gH-gL interagit avec les protéines de la
membrane cellulaire-h6te pour permettre la transition de gB. Cette transition permet aux boucles de fusion
de I’ectodomaine de gB de s’intégrer dans la membrane plasmique pour pouvoir rapprocher les
membranes cellulaire et virale lors d’une réaction de condensation. [55]. Cette glycoprotéine gB peut étre
exportée dans le RE puis processée dans I’appareil de Golgi avant de circuler jusqu’a la surface cellulaire.
Ensuite, elle est endocytée via son motif YSRV dans la région C-terminale. De plus, grace a son motif
YMTL également présent dans la région C-terminale, elle peut retourner dans le TGN et s’insérer dans

I’enveloppe virale [54].

3.3.3. Les glycoprotéines gM et gN

Les glycoprotéines gN (ORF9Ap) et gM (ORF50p) ont respectivement un poids moléculaire de 7
kDa (87 AA) et 50 kDa (435 AA). Elles sont conservées chez tous les herpesvirus, ne sont pas essentielles
pour la réplication virale, mais forment un hétérodimere qui participe a I’attachement du virus a sa cellule-
hote et la fusion cellule-cellule mais n’intervient pas dans la morphogenése du virion. Les protéines gM et
gN interagissent ensemble via des ponts disulfures entre leurs cystéines, et des mutations de la valine 42 et
de la glycine 301 de gM bloquent sa maturation et son transport dans le TGN, ce qui inhibe son interaction
avec gN [26].

3.3.4. Les glycoprotéines gK et gC

La glycoprotéine K (ORF5p) comporte 340 AA (40 kDa), est essentielle au cycle viral et interagit
avec une protéine de I’enveloppe ORF39p (homologue UL20 chez HSV-1). 1l y a peu de données sur ces
deux protéines hautement hydrophobes car il est difficile de générer des anticorps suffisamment
spécifiques. La littérature décrit cependant que gK et ORF39p influencent mutuellement leur trafic
intracellulaire, mais pas uniguement suite a leur co-expression (comme c’est le cas chez HSV-1). Il est
connu chez HSV-1 et PRV que gK est impliquée dans I’enveloppement secondaire. En effet, des études
sur des mutants dépourvus d’UL20 ou de gK montrent une accumulation des particules dans des vésicules
cellulaires mais peu de particules extracellulaires. En outre, ces virus mutants sont hyperfusogénes et
conduisent a I’apparition de syncytia, généralement absents lors d’une infection par HSV-1 ou PRV. Les
informations concernant gK de VZV sont minces. Des études en transfection montrent que le complexe
gK-ORF39p est localisé dans le RE, le TGN et la membrane plasmique, et est colocalisé avec gE, gB et
gH qui facilitent son transport hors du RE [56] [57]. La derniére glycoprotéine est gC (ORF14p) de 591
AA (100 kDa). Cette protéine est non essentielle a la réplication virale. Elle ne posséde pas de motif de
transport dans sa queue cytoplasmique. Localisée dans le RE et le TGN, le r6le de cette glycoprotéine

reste toujours méconnu a I’heure actuelle [58].
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4. Résultats préliminaires

Comme décrit ci-dessus, la mutation de la leucine 231 de ’ORF9p en une alanine (L231A)
perturbe completement son interaction avec le complexe AP-1. Le mutant L231A présente un défaut de
croissance trés important mais génére également des foyers d’infection complétement dépourvus de
syncytium. La mutation L231A semble donc impacter fortement la fusion cellule-cellule. De fagon
intéressante, apres un certain nombre de passages en culture, une réversion de ce phénotype est observée
avec une réapparition des syncytia. L’ADN génomique viral de dix souches du VZV issues d’évenements
de réversion indépendants a été extrait a partir de cellules infectées et séquencé par séquencage a haut
débit. Les résultats montrent que des mutations spontanées compensatoires apparaissent sur le virus
L231A pour pallier au manque de croissance/fusion. Ces mutations identifiées se situent principalement

dans la sequence des glycoprotéines gE et gH (figure 16).

ORF9 ORF31 (gB) ORF37 (gH) ORF68 (gE)

5168P | T217A | 1221N | EB4K [Q752R |V810M | promotor | R168T | T169P | A168V | S304F | D686Y | T7361 | Y804D STOP codon D436H | G611W | S613W | D620Y
L231Arevl x (11 %) E834STOP (31 %) x (42%)
L231Arev2 x (96%) x (85%)

:\S';G} x (11 %) E834STOP {71 %)

L231Arev3
1231Arev4 x (21 %) EB34STOP (34 %) X (52%)
L231Arev5 x (22%) x (13%) x (94%)
L231Arev6 R833STOP (36 %)
L231Arev7 x (85%) x (89%)
L231Arev8 x (16%) EB34STOP (78 %)
L231Arev9 x (9%) x (17%) EB345TOP (72 %)
L231Arev10 R833STOP (30 %)
L231Arevll x (13%) R833STOP (41 %)

Figure 16 : Tableau récapitulatif des mutations spontanées compensatoires apparues dans les virus
mutants exprimant la protéine OEF9p-L231A. Apres un certain nombre de passages en culture de
cellules Mewo infectées par le virus ORF9p-L231A qui a perdu la capacité d’induire la formation de
syncytia, une réversion du phénotype est observée, le caractére fusogene étant récupéré. L’ADN
génomique viral de dix souches du VZVZ a été extrait et sequencé par séguencage a haut débit. Une
grande majorité des mutations se situe principalement dans gE et gH. Figure modifiée d’aprés la thése de
Julien Lambert.

Deux mutations furent sélectionnées (gH-R833Stop et la double mutation gE-D436H/D620Y) sur
base du fait que certaines souches révertées possédaient uniqguement la mutation introduisant le codon stop
dans la séquence codante de gH ou uniquement la double mutation dans la séquence de gE. Afin de
vérifier que ces mutations restaurent le phénotype de fusion du mutant L231A, ces derniéres ont été
introduites dans le BAC VZV contant la mutation L231A. Apreés transfection de ces BAC en cellules
MeWo, I’analyse des foyers d’infection a permis de démontrer que les virus L231A mutés sur gE ou gH

retrouvent leur phénotype de fusion, a savoir la capacité d’induire la formation des syncytia.

Des expériences de co-immunoprécipitation ont ensuite été menées pour déterminer si la mutation L231A
d’ORF9p et les mutations compensatoires sur gH et gE perturbaient les interactions entre ORF9p et les
glycoprotéines. 1l faut noter que I’interaction entre ORF9p et gE avait déja été décrite dans la littérature

[40], mais que rien n’était connu d’une potentielle interaction entre ORF9p et gH.
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Des extraits totaux de cellules MeWo infectées pendant 48h par le virus sauvage WT, le virus 9-
L231A-V5, le virus 9-L231A-gHdeltaCyt ou le virus 9-L231A-V5-gE-D436H-D620Y ont été mis en
contact avec des billes magnétiques recouvertes d’un anticorps anti-gH ou d’un anticorps anti-gE. Des
billes recouvertes par des AC de souris non spécifiques ont été incubées en paralléle pour servir de
contrble. Aprés un lavage stringent des billes, les complexes protéiques liés aux AC ont été élués et
déposés sur gel SDS-PAGE. Aprés migration et transfert sur une membrane de PVDF, les protéines
immunoprécipitées ont été identifiées par WB. La partie supérieure de la membrane a été révélée par I’AC
anti-gg ou I’anti-gH utilisé pour I’IP, et la partie inférieure de la membrane par un AC anti-V5,
reconnaissant ORF9p-V5 (sauvage ou mutant). Comme attendu, dans une infection WT, ORF9p co-
immonuprécipite avec gE (figure 17A). Dans le contexte de I’infection sauvage, la protéine ORF9p
semble également interagir fortement avec gH (figure 17B). Il faut noter qu’aucun signal n’a pu étre
observé dans le WB réalisé sur la partie supérieure de la membrane, ce qui semble indiquer que I’AC anti-
gH ne fonctionne pas en WB, lorsque la protéine est dénaturée. La mutation L231A diminue I’interaction
entre ORF9p et gE mais encore plus fortement celle entre ORF9p et gH (figures 17A et 17B). La double
mutation sur gE restaure I’interaction ORF9p-gE mais pas ORF9p-gH. Par contre, la mutation
compensatoire sur gH ne restaure ni I’interaction ORF9p-gE, ni ORF9p-gH. En conclusion, la mutation
L231A sur I’ORF9p, qui perturbe la propagation virale et la fusion cellule-cellule, impacte I’interaction
d’ORF9p non seulement avec le complexe AP-1 mais également avec aux moins deux des glycoprotéines
virales. Il serait maintenant intéressant de comprendre pourquoi ces pertes d’interaction conduisent au

défaut de fusion observe.

)
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Figure 17 : Montages des blots issus des IP gE et gH. A. Membrane correspondant a I’IP gE dont la
partie supérieure a été révélée par I’AC anti-gE. Pour le WT, comme attendu, ORF9p co-immunoprécipite
avec gE. La mutation L231A diminue fortement I’interaction mais encore plus fortement pour la mutation
L231A-gH. B. Membrane correspondant a I’IP gE dont la partie supérieure a été révélee par I’AC anti-gH
qui ne fonctionne pas en WB car la protéine est dénaturée (donc rien n’est visible). Pour le WT, ORF9p
co-immunoprécipite avec gH. Les mutations L231A et L231A-gH diminuent fortement I’interaction. La
double mutation sur gE ne restaure pas I’interaction.
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Le domaine d’interaction entre ORF9p et gE et, a fortiori, celui entre ORF9p et gH ne sont pas
encore connus a I’heure actuelle. Par contre, des données existent dans la littérature concernant VP22
d’HSV-1, a savoir la présence du domaine WW. Les domaines WW comportent généralement 35 a 40 AA
caractérisés par 2 résidus aromatiques (W). Une étude a montré que les ligands du domaine WW
comprennent également des motifs peptidiques riches en proline et des sites de sérine/thréonine-proline
phosphorylés, ce qui permet a VP22 d’interagir avec VP16 (homologue d’ORF10p chez VZV) et gE [59].
Il faut noter que le domaine riche en prolines de gE n’est pas conserve chez VZV. Les auteurs de cette
étude ont tout d’abord muté les deux tryptophanes en phénylalanines, formant les virus mutants W189F,
W221F et le mutant double W189F/W221F [59]. Les mutations de I’étude, réalisées sur VP22 d’HSV-1,
ont été réalisées sur les résidus homologues d’ORF9p chez VZV au sein de notre laboratoire, donnant les
virus mutants W169F, W201F et W169F/W201F (figure 18). Les auteurs de I’étude ont ensuite muté deux
résidus phénylalanines, présents en position 196 et 201 entre les deux tryptophanes du domaine WW de
VP22, en une alanine ou un tryptophane, formant les virus mutants F169A, F201A, F196W et F201W [59].
Ces mutations ont également été réalisées au sein de notre laboratoire sur les résidus homologues
d’ORF9p chez VZV, formant les virus mutants F181A et F181W (figure 18). Ces mutants forment la base

de mon mémoire.

Incorporation de VP22
Constructs Interaction avec VP16 | Interaction avec gF dans les virions
189 221

WTPRVAGFNKRVEFCAAVGRLAAMHARMAAVQLW VP22 +t + e+
FTPRVAGFNKRVFCAAVGRLAAMHARMAAVOLW W189F + - +
WTPRVAGFNKRVFCAAVGRLAAMHARMAAVOLF W221F +4+ + ++
FTPRVAGFNKRVFCAAVGRLAAMHARMAAVOQLE  W189F/W221F - - +
WTPRVAGANKRVFCAAVGRLAAMHARMAAVOLW F196A . B +
WIPRVAGWNKRVFCAAVGRLAAMHARMAAVOLW F196W e + i+
WTPRVAGFNKRVACAAVGRLAAMHARMAAVOLW F201A - - +
WTPRVAGFNKRVWCAAVGRLAAMHARMAAVOLW F201W v - +
(B)

189 WTPRVAGFNKRVECAAVGRLAAMHARMAAVQLW 221 HSV-1
169 WCGPTPSYNKRVECEAVRRVAAMQAQKAAEAAW 201 VZV

Figure 18 : Mutations opérées dans le domaine WW de VP22. (A). Séguences et positions des
mutations insérées dans le domaine WW des virus mutants de VP22. La protéine VP22 de HSV-1
comprend un domaine WW qui a été muté a différents endroits, a savoir au niveau des résidus
tryptophanes 189 et/ou 221 qui ont été remplacés par des phénylalanines (W189F, W221F et
W189F/W221F), et les résidus phénylalanines 196 et 201 qui ont été remplacés par des alanines (F196A et
F201A) ou en tryptophanes (F196W et F201W). Ces mutations ne perturbent pas I’incorporation de VP22
dans les virions mais certaines modifient I’interaction de VP22 avec VP16 et la glycoprotéine gE. (B).
Alignement de la séquence du domaine WW d’HSV-1 et de VZV. La séquence du domaine WW entre
HSV-1 et VZV est fortement conservée. Les résidus homologues a HSV-1 qui ont été mutés chez VZV
sont les W en position 169 et 201 (189 et 221 chez HSV-1) et le F en position 181 (201 chez HSV-1).
Figure adaptée a partir de I’article : K. J. O’Regan, M. J. Brignati, M. A. Murphy, M. A. Bucks, and R. J.
Courtney, « Virion incorporation of the herpes simplex virus type 1 tegument protein VP22 is facilitated
by trans-Golgi network localization and is independent of interaction with glycoprotein E, » Virology, vol.
405, no. 1, pp. 176-192, Sep. 2010, doi: 10.1016/j.virol.2010.06.007.
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Le but de cette recherche fondamentale est de comprendre le réle de la plus abondante des protéines
exprimées chez VZV, a savoir ORF9p. Cette protéine, étudiée depuis longtemps en laboratoire, est
essentielle et possede de nombreux réles au sein du cycle viral. Plus précisément, I’objectif de ce travail
est d’étudier son role au sein de la fusion cellule-cellule pour permettre la propagation du VZV dans les
tissus. Pour ce faire, le travail a été divisé en différentes problématiques, chacune représentée par une

question :

1) Les mutations W169F, F181A, F181W et W201F impactent-elles I’infectivité du virus et la
capacité de fusion des cellules infectées ?

2) Les mutations F181A, F181W et W201F interferent-elles dans les interactions entre ORF9p et les
glycoprotéines gE, gH et gB ?

3) Ou se situe la protéine ORF9p et ses partenaires dans les cellules infectées lorsque celle-ci est
mutée sur les résidus F181A et F181W ?

4) Observe-t-on des mutations compensatoires dans le génome des mutants F181A, F181W et

W201F lorsqu’ils sont maintenus pendant de nombreux passages en culture ?

Pour tenter de répondre a ces questions, les mutants ayant été créés avant mon arrivée au
laboratoire de Virologie & Immunologie, différentes expériences ont été réalisées. Tout d’abord, la
taille des foyers viraux a été analysée au cours du temps pour démontrer un éventuel défaut de fusion
chez les mutants. Ensuite, des co-immunoprécipitations ont été effectuées pour étudier I’interaction
entre ORF9p et ses partenaires dans deux types cellulaires (MeWo et lentiX-293). Des
immunofluorescences en microscopie confocale ont permis d’étudier la localisation cellulaire des
différentes protéines dans les cellules infectées par les virus mutants. Enfin, des analyses de

séguencage a haut débit d’ADN viral extrait de cellules infectées ont été réalisées.

20



MATERIEL
ET
METHODES




1. Préparation des cultures de cellules

Les cellules MeWo sont cultivées dans du milieu EMEM supplémenté de 10% de sérum feetal
bovin, d’AA non essentiels et de pénicilline/streptomycine dans un incubateur a 37°C dans une
atmosphere contenant 5 % de CO,. Les cellules sont passées tous les deux jours a un passage 1:2 ou tous
les trois jours a un passage 1:3 a 1:4. Les cellules LentiX-293 sont cultivées et passées dans les mémes
conditions avec du milieu DMEM supplémenté.

1.1. Transfection des cellules

Pour obtenir des cultures virales, les cellules MeWo sont transfectées au PEI (polyéthyléneimine)
avec des plasmides BAC contenant I’entiéreté du génome de VZV sauvage ou muté dans le géne codant
pour la protéine ORF9p. Ce PEI est un long polymére cationique qui se lie a I’ADN chargé négativement
pour former un complexe neutre. Ce complexe va traverser les membranes plasmique et nucléaire pour
permettre la réplication virale et donc débuter I’infection virale dans les cellules MeWo. Des cellules
MeWo sont ensemencées dans des plaques 6-puits a 70% de confluence. Les mélanges de transfection
sont préparés en prélevant 3 pgr de chacun des BAC dans x pL de NaCl 150 mM dans 100 pL de volume
total. Il faut ensuite rajouter 100 puL de PEI dilué dans du NaCl 150 mM selon un rapport de 1 pgr d’ADN
pour 1.5 pL d’agent de transfection (soit 4.5 pL de PEI). Pour la transfection des cellules LentiX-293 avec
des vecteurs plasmides contenant la séquence d’une protéine virale en plague 6-puits, celles-ci sont
ensemencées avec une confluence de 60 a 70%. Les mélanges de transfection sont préparés en prélevant
au total 14 pgr de plasmides (3 a 5 ugr par plasmide) dans x uL de milieu EMEM dans un volume total de
350 pL. Il faut ensuite ajouter 350 uL de PEI dilué dans du milieu EMEM, toujours selon le rapport de 1
pgr d’ADN pour 1.5 pL d’agent de transfection (soit 21 puL de PEI pour 14 pgr).

2. Extraction d’ADN génomique de VVZV a partir de cellules infectées

2.1. Matériel utilisé

Gradient de tartrate de potassium Tampons utilisés

Solution A (60% de KCsHsOs dilué dans du Tampons utilisés

tampon SET) SET (NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Tris 50 mM pH 7.5)
Solution G (30% de glycérol dilué dans du SET-Sucrose 30%

tampon SET) MNT (NaCl 100 mM, MES 30 mM pH 6.7, Tris 20 mM
Solution B (50 gr de A + 10 gr de G) pH 7.5)

Solution C (40 gr de A + 20 gr de G) Tampon d’extraction nucléaire (Tris 10 mM pH 7.5,
Solution D (30 gr de A + 20 gr de G) sucrose 10% et MgCl, 2 mM)

Solution E (20 gr de A + 40 gr de G) Tampon de digestion de la protéinase K (EDTA 40 mM,
Solution F (10 gr de A + 50 gr de G) NaCl 200 mM, SDS 0.8 %)
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2.2. Préparation du gradient de tartrate de potassium

La veille de I’extraction proprement dite, des gradients de tartrate de potassium/glycérol sont
préparés dans des tubes de 14 mL adaptés pour le rotor SW40 de I’ultracentrifugeuse BECKMAN. Six
solutions (A a G) comprenant différentes proportions de tartrate de potassium 60% et de glycérol 30%
dilués dans du tampon SET ont été préparées et filtrées (0,22 uM). Ensuite, 1.6 mL de solution G sont
placés dans le tube qui est alors incubé et gelé a -80°C jusqu’a congélation. Ensuite, il faut ajouter par-
dessus 1.6 mL de solution F et geler de nouveau le tube. Puis, il suffit de répéter I’action avec les solutions
E, D, C et B. Enfin, il faut ajouter la solution A et incuber le tube SW40 ON a 4°C.

2.3. Extraction des nucléocapsides virales

Deux plaques de 500 cm? de cellules MeWo infectées pendant 48h a 72h sont rincées au PBS a
froid et les cellules sont grattées dans 2x 15 mL de PBS + 5% de sucrose qui sert de stabilisant pour les
nucléocapsides virales. Ensuite, les cellules sont lysées mécaniquement avec un homogénéisateur de potter
(15 strokes avec le piston loose puis 5 strokes avec le piston tight). Les cellules sont ensuite soniquées au
moyen d’un sonicateur a tige (70% 10x 1 sec entrecoupée de 2 sec d’arrét). Puis, 600 pL de MgCl, 1M et
150 pL de DNAse de la firme Roche (20 U/uL) sont ajoutés et les tubes sont incubés pendant 1h a 10°C.
Les débris cellulaires sont retirés par une étape de centrifugation pendant 10 min a 2500 g a 4°C. Le
surnageant est transvasé delicatement au-dessus d’un coussin de sucrose (3 mL de sucrose 30 % dans du
tampon SET) préalablement placé dans un tube SW27. Les tubes sont centrifugés 1h a 27 000 rpm a 4°C.
Aprés cela, le surnageant est éliminég, le culot contenant les nucléocapsides est re-suspendu dans 500 pL
de MNT et le mélange est placé au sommet d’un tube SW40 contenant le gradient de tartrate de
potassium/glycérol. Les tubes sont ensuite centrifugés 16h a 30 000 rpm et la bande blanchétre contenant
les nucléocapsides est prélevée a I’aide d’une seringue et d’une aiguille assez large. Cette bande est diluée
dans environ 14 mL de MNT puis ultra-centrifugée a nouveau dans un tube SW40 1h a 40 000 rpm a 4°C

afin de récupérer le culot.

2.4. Extraction de PADN viral et séquencage a haut débit

Le culot récupéré est re-suspendu dans 2.5 mL de tampon d’extraction nucléaire avec 2 pL de
benzonase (10 U/uL) et de RNase A (10 mg/mL) & 37°C pendant 1h afin d’éliminer un maximum d’ADN
et d’ARN cellulaires qui pourraient étre encore présents. Ensuite, la benzonase est inactivée par ajout de
62.5 uL d’ETA 0.5 M. Les protéines sont éliminées par incubation pendant 3h a 50°C aprés I’ajout de 2.5
mL de tampon de digestion et 50 pL de protéinase K (20 mg/mL). Les suspensions contenant I’ADN
génomique viral sont transvasées dans des falcons de 15 mL et 5 mL de solution de phénol-chloroforme
alcool isoamylique sont ajoutés. Les tubes sont placés 15 min sur un agitateur rotatif avant d’étre
centrifugés 10 min a 4 500 rpm a 4°C. La phase supérieure est prélevée et placée dans un nouveau falcon
de 15 mL. Apres ajout de 5 mL de chloroforme, les tubes sont placés 15 min sur un agitateur rotatif et

centrifugés a nouveau 10 min a 4 500 rpm.

22



La phase supérieure est transvasée dans un tube de 35 mL. 450 pL d’acétate de sodium 3M et 4.5
mL d’isopropanol sont ajoutés, puis les tubes sont mélangés par inversion jusqu’a voir apparaitre un
trouble blanchatre. Les tubes sont centrifugés 30 min a 4 500 rpm a 4°C, le surnageant est jeté et le culot
d’ADN est rincé en ajoutant 4.5 mL d’éthanol 70%. Il faut ensuite re-centrifuger 15 min a 4 500 rpm a
4°C, retirer le surnageant et laisser sécher le culot @ RT pendant 20 min. Enfin, I’ADN est re-suspendu
dans 50 a 75 pL de Tris 10 mM pH 8.00 et la concentration en ADN viral est dosée au nanodrop. Les
échantillons vont ensuite étre séquencés par séquencage a haut débit via la plateforme Genomics du Giga.
Ensuite, ils vont étre analysés grace a différents logiciels, a savoir bwa MEM pour aligner les reads
obtenus, SAMtools pour générer et trier les reads tout au long du génome et IGV pour ouvrir le fichier
généré par SAMtools. Ces logiciels permettent de localiser et d’identifier les mutations spontanées

compensatoires apparues dans le génome des virus au phénotype réverteé.

3. Clonage
3.1. Génération des mutants dans le BAC-VZV

3.1.1. La technique « en passant »

La technique «en passant » permet d’insérer ou déléter une courte séquence dans une
région définie d’'un BAC via recombinaison homologue. Cette technique se réalise en 2 étapes.
Premierement, il faut générer par PCR une cassette de recombinaison qui comprend un site de restriction
de I’enzyme 1-Scel suivi d’un géne de résistance a la kanamycine régi par un promoteur bactérien, de
courtes séquences homologues a la région du BAC (40 a 50 pb) aux extrémités, et une courte région
répétée autour du gene de résistance qui permet la seconde recombinaison homologue. Cette cassette est
introduite par électroporation dans la lignée GS1783 d’E. coli qui contient le BAC a modifier. La souche
GS1783 posséde dans son chromosome une copie défectueuse du prophage A comprenant trois génes
nécessaires et suffisants pour permettre la recombinaison homologue : un géne Exo codant pour une
exonucléase 5°-3’ ADN, un géne Beta codant pour une protéine qui protége 1’ADN simple-brin formé par
Exo, et un géne Gam codant pour une protéine qui empéche les exonucléases endogenes Rec BCD et Shc
CD de digérer I’ADN simple-brin dans la bactérie. La transcription des génes phagiques est sous le
contrle d’un répresseur thermosensible. Une induction des bactéries & 42°C permet donc I’expression
transitoire de ces genes qui induisent la recombinaison entre des séquences d’ADN homologues de
quelques dizaines de nucléotides. Les bactéries ayant incorporé la cassette de recombinaison dans le BAC
sont sélectionnées sur des géloses contenant de la kanamycine. Dans un deuxiéme temps, il faut induire
I’expression de I’enzyme de restriction par induction a I’arabinose pour cliver le BAC et éliminer le géne

de résistance a la kanamycine via une deuxiéme recombinaison homologue (figure 19).
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1. 1** recombinaison: insertion de la cassette kanamycine
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Figure 19 : Schéma récapitulatif de I’insertion de matériel génétique exogéne grace a la technique

« en passant ». Pour insérer une mutation ponctuelle ou une courte séquence dans un BAC, il faut insérer
une cassette contenant un géne de résistance a la kanamycine dans la région cible du BAC via une
premiére recombinaison homologue. 1l faut ensuite retirer le marqueur de sélection qu’est ce géne de
résistance a I’aide de I’endonucléase 1-Scel qui clive I’ADN double-brin pour permettre la recombinaison
homologue par induction a I’arabinose.

3.1.2. Génération des cassettes de recombinaison

Les cassettes de recombinaison contenant la séquence a intégrer dans la cible sont amplifiées par
PRC. Le mélange PCR est composé de 32 uL d’eau désionisée, 10 pL de tampon pour la polymérase, 4
ML de mix de dNTP a 10 mM, 1.25 uL de chaque amorce (reverse et forwards) a 10 uM, 0.5 uL d’ADN
template (plasmide pEP-Kan S2, figure S1) et 0.5 pLL d’ADN polymérase GoTaq de la firme Promega. La
PCR commence par une dénaturation a 95°c durant 1 min, suivi de vingt cycles : dénaturation a 95°C
pendant 30 sec, hybridation a 65°C pendant 30 sec avec une perte de 0.5°C a chaque cycle, élongation a
72°C pendant 1 min 15 sec. S’en suivent vingt nouveaux cycles dans les mémes conditions mis & part pour
I’hybridation qui se fait a 62°C pendant 30 sec. Tout ceci est suivi d’une élongation finale a 72°C pendant

5 min.

3.1.3. Purification de la cassette de recombinaison

La cassette de recombinaison est traitée par 1 pL de I’enzyme Dpnl pendant 1h a 37°C afin
d’éliminer le template pEP-KanS2. 5 puL de la cassette sont déposés sur gel d’agarose (TAE + 1%
d’agarose) pour Vérifier la taille de la cassette produite. Si la taille correspond au profil attendu, le reste de
la cassette est déposé sur gel d’agarose pour étre extrait et purifié via le kit NucleoSpin® (Macherey-

Nagel) selon le protocole fourni dans le kit. La concentration en ADN est mesurée au Nanodrop.
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3.1.4. Electro-compétence, transformation et 1° étape de recombinaison homologue

Des précultures de bactéries GS1783 contenant les BAC d’intérét sont préparées dans 5 mL de
milieu LB stérile contenant 12.5 um/mL de chloramphénicol (Cm) et incubées une nuit & 32°C a 220 rpm.
Le lendemain, 500 pL de ces précultures sont transférés dans 25 mL de LB + Cm dans des tubes de 50 mL
qui sont alors placés dans I’incubateur a 32°C jusqu’a atteindre une densité optique a 600 nm comprise
entre 0.5 et 0.6. Les tubes sont ensuite placés pendant 15 min dans un bain-marie a 42°C sous agitation
puis rapidement refroidis par incubation dans un bain (eau + glace) pendant 5 min. Les tubes sont
centrifugés a 4°C pendant 10 min & 4 000 rpm. Le surnageant est éliminé et les culots de bactéries sont
lavés par re-suspension dans 25 mL d’eau stérile glacée. L’étape de lavage est répétée dans les mémes
conditions. Le culot obtenu aprés le second lavage est re-suspendu dans 1.5 mL de glycérol 10% stérile et
transvasé dans des tubes de 2 mL placés sur glace qui sont alors centrifugés 1 min a 14 000 rpm. Enfin, les
culots sont re-suspendus dans 100 pL de glycérol 10% puis transvasés dans des tubes contenant 100 ngr
du produit PCR formé précédemment. Le mélange est placé dans une cuvette d’électroporation (1 mm) et
est soumis a 1.75 kV, 25 pF et 200 Q. Ensuite, les bactéries sont re-suspendues dans 1 mL de LB-Cm et
incubées 1h a 32°C a 220 rpm. 100 et 400 pL sont enfin étalés sur un milieu gélosé LB + Cm +

kanamycine.

3.1.5. Screening des colonies bactériennes par PCR

Les clones résistants a la kanamycine sont criblés par PCR sur colonie dans des plagues 96-puits.
Le mix PCR comprend 0.625 pL de primers forward et reverse a 10 uM, 2 puL de mix dNTP 10 mM, 5 uL
de tampon 5x de la polymérase, 15.75 UL d’eau désionisée et 0.125 uL de I’ADN polymérase GoTaq
(PROMEGA) et 1 uL de suspension bactérienne. Le cycle de PCR commence par une dénaturation initiale
a 95°C pendant 5 min avant de réaliser trente-cing cycles dont chacun comprend une dénaturation de 30
sec a 95°C, une hybridation 58°C de 30 sec et une élongation a 72°C de 1 min. Ensuite, la taille du produit

PCR est analysée sur gel d’agarose 1% pendant 30 min a 100 V.

3.1.6. Transformation et deuxieme recombinaison

Des précultures de clones positifs (deux clones par construction) sélectionnés a 1’étape précedente
sont préparées dans 5 mL de LB stérile contenant du Cm 12.5 um/mL et de la kanamycine 25 pm/mL et
incubées la nuit a 32°C a 220 rpm. Le lendemain, 250 pL de ces précultures sont transférés dans 5 mL de
milieu LB-Cm. Les cultures sont incubées environ 2h a 32°C jusqu’a atteindre une densité optique entre
0.3 a 0.4. Ensuite, il faut retirer 3 mL de culture et ajouter 2 mL de LB-Cm contenant 1% d’arabinose
avant d’incuber le tout 50 min & 32°C sous agitation pour permettre 1’expression de I-Scel. Apres cela, il
faut transférer la culture dans un bain-marie a 42°C 15 min sous agitation pour induire le systéme de
recombinaison. Puis, il faut incuber la culture a 32°C pendant 3h a 220 rpm. Enfin, il faut étaler 10 et 50

uL d’une dilution 107 sur un milieu gélosé LB-Cm-Arabinose 1% et incuber le tout 24 a 48h a 32°C.
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3.1.7. Criblage des colonies par PCR et séquencage

Pour chaque construction, dix-huit clones obtenus sur gélose sont répliqués dans 100 pL de milieu
LB-Cm et LB-Cm-kanamycine et sont incubés a 32°C pendant 24h. Les clones ayant poussé sur
kanamycine ont toujours la cassette de la premiére recombinaison et sont a rejeter. Les autres clones sont
criblés par PCR sur colonie. 5 pL du produit PCR obtenu sont analysés sur gel d’agarose 1% et, pour ceux
qui présentent une bande a la taille attendue, 20 pL du produit PCR restants sont purifiés a ’aide du kit
NucleoSpin® (Macherey-Nagel). Aprés dosage au Nanodrop, les échantillons d’ADN sont envoyés au

séquencage pour vérifier qu’aucune mutation indésirable n’est apparue.

3.2. Protocole pour le clonage de plasmides

Les génes codant pour les glycoprotéines gB, gH, gL, gE et gl du VZV ont été clonés dans le
vecteur d’expression eucaryote pCAGGS via la technique « NEBuilder® HiFi DNA assembly ». Tout
d’abord, il faut générer par PCR I’insert a intégrer dans le vecteur. Les amorces sont congues pour rajouter
de part et d’autre de I’insert une courte région (21 bp) homologue a I’une ou a I’autre des extrémités du
vecteur aprés linéarisation. Ensuite, il suffit simplement de mélanger I’insert et le vecteur pCAGGS en
présence du mix d’enzyme (NeBuilder®). Ce dernier contient une exonucléase 5°-3’ qui génere aux
extrémités de I’invert et du vecteur des régions simples brins. Les régions simples brins homologues vont
alors s’apparier et I’ADN polymérase de haute-fidélité présente dans le mélange va remplir les espaces. Le
mélange contient également une ADN ligase qui ligature finalement I’insert avec le vecteur. Le produit
obtenu est inséré par électroporation dans la souche DH10B d’E. coli. Les clones ayant incorporé le
produit sont sélectionnés sur gélose contenant de I’ampicilline et criblés par PCR sur colonie, et le produit
PCR est purifié.

3.2.1. Génération de I’insert par PCR

Les séquences des génes codant pour les différentes glycoprotéines virales ont été amplifiées par
PCR en utilisant comme template le BAC-VZV sauvage. Le mix de PCR est composé de 32 uL d’eau
désionisée, 10 pL de tampon pour la polymérase, 4 uL de mix de dNTP a 10 mM, 1.25 uL de chaque
amorce (reverse et forwards) a 10 uM, 0.5 pL d’ADN template et 1 pL d’ADN polymérase Q5 de la firme
NEB. Un cycle PCR en deux phases a été utilisé. La premiére phase comprend une dénaturation a 98°C de
30 sec suivie de vingt cycles : dénaturation de 10 sec a 98°C, hybridation de 65°C a 54°C (perte de 0.5°C
par cycle) pendant 30 sec et enfin élongation a 72°C durant 1 min et 30 sec. La phase suivante, de vingt
cycles, comprend une dénaturation de 98°C de 10 sec, une hybridation a 60°C de 30 sec et une élongation
a 72°C de 1 min et 30 sec. Le produit PCR obtenu est analysé sur un gel d’agarose, puis traité par Dpnl et

purifié a I’aide du kit NucleoSpin® (Macherey-Nagel).
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3.2.2. Recombinaison homologue entre le vecteur et I’insert produit par PCR

La recombinaison homologue de I’insert purifié avec le vecteur peut ensuite étre réalisée. 5 pL de
mix d’enzyme NeBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix sont mélangés avec 0.5 pL du vecteur
pCAGGS (figure S2) et 4.5 uL d’insert sur glace. Le mix est ensuite incubé 1h au bain-marie a 50°C.

3.2.3. Electro-compétence et transformation

La prochaine étape est de transformer des bactéries E. coli électro-compétentes de la souche
DH10B provenant d’une ampoule stockée a -80°C. 50 uL de bactéries sont mélangés a 1 pL de plasmide
sur glace. Le mélange est transféré dans une cuvette d’électroporation (1mm) et est soumis a 1.75 kV, 25
uF et 200 Q. Ensuite les bactéries sont re-suspendues dans 1 mL de LB et incubées 1h a 37°C sous
agitation. 100 pL de suspension bactérienne sont enfin étalés sur un milieu gélosé LB + ampicilline et

placés une nuit a 37°C.

3.2.4. Screening des colonies bactériennes par PCR

Les clones résistants a 1’ampicilline sont ensuite criblés par PCR sur colonie dans une plaque 96
puits. Le mix de PCR comprend 0.625 pL de primer forward, 0.625 pL de primer reverse a 10 uM, 2 pL
de mix dNTP 10 mM, 5 puL de tampon 5x de ’enzyme GoTagq, 15.75 pL d’eau désionisée et 0.125 uL de
I’ADN polymérase GoTaq (PROMEGA). En parallele, dans une autre plaque 96 puits, 15 pL de milieu
LB + ampicilline sont placés dans chaque puits et six clones sont sélectionnés et placés dans les différents
puits. Ensuite, 1 UL de chaque clone est mélangé au mix de PCR. Le cycle de PCR commence par une
dénaturation initiale a 95°C pendant 5 min 30 sec avant de réaliser trente-cing cycles dont chacun
comprend une dénaturation de 30 sec a 95°C, une hybridation 58°C pendant 30 sec et une élongation a

72°C de 1 min 40 sec. La taille du produit PCR est analysée sur gel d’agarose 1% durant 30 min a 100 V.

3.2.5. Purification du produit PCR

100 pL de LB sont ajoutés dans la plague 96-puits contenant les clones sélectionnés. 30 pL sont
transvasés dans des falcons 15 mL, mélangés a 5 mL de LB et incubés la nuit a 37°C sous agitation. Le
lendemain, des mini-préparations sont réalisées pour pouvoir séquencer les clones par ségquencage de
Sanger (Plateforme GIGA-Genomics) pour Vérifier qu’aucune mutation indésirable n’est apparue. 2 mL
des précultures sont prélevés, centrifugés 2 min a 15 000 rpm puis re-suspendus dans 200 pL de tampon
P1 contenant de la RNAse (100 pg/mL). 300 pL de tampon P2 sont ensuite ajoutés et mélangés par
inversion pour procéder a la lyse alcaline en laissant incuber 5 min a RT. Puis, 300 pL de tampon P3 sont
ajoutés pour neutraliser la solution et précipiter les débris en laissant incuber sur glace 10 min. Le mélange
est centrifugé 10 min a 10 000 rpm a 4°C, et le surnageant est transféré dans un tube contenant 600 pL
d’isopropanol pour précipiter I’ ADN. Le mélange est centrifugé 5 min a 15 000 rpm puis le surnageant est
éliminé. Le culot est lavé dans 500 pL d’éthanol 70% en centrifugeant 5 min a 15 000 rpm. Le culot est

ensuite séché sur la paillasse & RT, puis est stocké a -20°C.
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3.3. Maxi-préparation de BAC sur gradient de chlorure de césium

Pour réaliser une maxi-préparation de BAC, 500 pL de culture bactérienne issue d’une mini-
préparation sont mélangés & 500 mL de LB + 12.5 pg/mL de Cm + 250 pL d’ampicilline la nuit & 37°C
sous agitation. Le lendemain, les bactéries sont centrifugées 10 min a 6 000 rpm et le surnageant est jeté.
Le culot est re-suspendu délicatement dans 50 mL de tampon de suspension P1 + RNase. 50 mL de
tampon alcalin P2 sont ajoutés et mélangés par inversion avant de reposer 5 min a RT. Ensuite, 50 mL de
tampon P3 sont ajoutés et mélangés délicatement par inversion. Le mélange est incubé 15 min sur glace
puis centrifugé 15 min a 6 000 rpm a 4 °C. Le surnageant est filtré a travers une compresse placée dans un
entonnoir et les acides nucléiques sont précipités par ajout de 105 mL d’isopropanol. Le filtrat est
centrifugé 10 min a 8 000 rpm et le culot est égoutté sur du papier pendant 10 min. Ensuite, le culot est re-
suspendu dans 6 mL d’eau et 4 mL de NHsAc 1h sur glace pour éliminer les ARN résiduels. Le mélange
est centrifugé 10 min a 8 000 rpm. Le surnageant est récupéré, mélangé a 7 mL d’isopropanol et centrifugé
10 min a 8 000 rpm. Le culot est récupéré et séché 15 min. L’ADN est ensuite purifié sur un gradient de
chlorure de césium. En effet, le culot est re-suspendu délicatement dans 4 mL de Tris-EDTA, transvasé
dans un tube de 50 mL puis mélangé a 4 gr de chlorure de césium et 400 puL de bromure d’éhtidium 10
mg/mL. Le tube est centrifugé 15 min a 3 000 rpm a 4°C. La partie translucide de la solution est transférée
dans des tubes d’ultra-centrifugeuse pour le rotor VTi 65.2. Les tubes sont scellés puis centrifugés 16 a
18h a 4500 rpm a 18°C. Les bandes inférieure (ADN super-enroulé) et supérieure (ADN linéaire ou
circulaire lache) sont prélevées a I’aide d’une seringue. Ensuite, le bromure d’éthidium est éliminé grace a
cing extractions successives volume/volume a I’aide d’alcool isoamylique. Chague extraction est séparée
par une centrifugation de 3 min a 9 000 rpm. Les deux phases une fois transparentes, la phase inférieure
est récupérée et mélangeée a trois volumes d’eau. L’ADN est précipité par ajout de huit volumes d’éthanol
100% en melangeant par inversion jusqu’a I’apparition d’un cheveu blanc d’ADN. Les échantillons sont
centrifugés 10 min a 8 000 rpm. Le culot est lavé dans 5 mL d’éthanol 70%, centrifugé 15 min a 8 000
rpm puis seché 30 min a RT. Enfin, le culot est re-suspendu dans 200 a 500 uL de Tris 10 mM a pH 8.00

puis dosé au Nanodrop.

4. Co-immunopreécipitation

4.1. Matériel utilisé

4.1.1. Composition des tampons de lavage et de lyse contenant un cocktail d’inhibiteurs
Cocktail d’inhibiteurs de protéases (PR) et de  Tampons de lyse et de lavage utilisés pour les IP (50 mL)
phosphatases (PH) maison (20 mL)

B-glycérophosphate (PH) : 2 M Tris-HCI : pH 7.00, 50 mM
NaF (PH): 1.5 M Triton/Digitonine : 1%
NPP (PH) : 1 M CaCly: 1 mM

NasVOs (PH) : 1 M MgCl; : 1 mM

Complete (PR) : 50x NaCl : 150 mM

PMSF (PR) : 200 mM (200x) H,O : 42.65 mL
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4.1.2. Liste des anticorps d’IP, primaires et secondaire

Firme Origine Dilution Référence
Anticorps primaires
Anti-V8 (gE) Créé au laboratoire Souris 1/3000 /
Anti-gH CapRi Souris 1/5000 HR-VZV-22
Anti-AP-1 Sigma Souris 1/2000 A-4200
IRR Santa Cruz Biotechnology  Souris / /
Anti-V5 Invitrogen Souris 1/5000 R960-25
Anti-gB CapRi Souris 1/2000 HR-VZV-15
Anti-gl CapRi Souris 1/1000 HR-VZV-32
Anti-Flag Sigma Souris 1/1000 f-3165
Anti-HA Roche Rat 1/2000 1867423
Anti-His ClonTech Laboratory Souris (monoclonal)  1/2000 /
Anticorps secondaire
Anti-LC mouse Jackson ImmunoResearch ~ Chevre 1/5000 115-035-174

4.2. Préparation des extraits protéigues
Une plaque de 150 cm? de cellules MeWo infectées pendant 48h (alternativement une plaque de

60 cm? de cellules lentiX-293 apres 48h d’infection) est rincée au PBS a froid et les cellules sont grattées
dans 2 mL de tampon de lyse (ou 800 uL / plaque de 60 cm?) contenant un cocktail d’inhibiteurs de
phosphatases et de protéases aprés 30 min d’incubation sur glace. Puis, les cellules sont centrifugées a
3300 g 2 min a 4°C et le surnageant est conserve. Un volume adéquat de billes (par condition, pour I’IP :
4 uL de billes et 1 mL d’extraits protéiques pour les cellules et 800 UM d’extraits protéiques pour les
cellules transfectées pour 0.8 pugr d’AC + 4 pL de billes par condition pour le préclear) est rincé dans le
tampon de lyse contenant le cocktail d’inhibiteurs, puis re-suspendu dans un volume 10x plus important de
tampon de lyse contenant les inhibiteurs. Les extraits protéiques sont d’abord soumis a une étape de
« préclear », une mise en contact avec des billes magnétiques non couplées a des anticorps, (40 pL par
conditions d’AC) pendant 1h & 4°C sur un agitateur rotatif. Pendant cette étape, une quantité adéquate de
billes est mise en contact avec les AC d’intérét (pour chaque virus/condition de transfection : 40 uL pour
0.8 ugr d’AC), dans un volume suffisant de tampon de lyse contenant les inhibiteurs, également pendant
1h a 4°C sur un agitateur rotatif. Les billes sont ensuite placées sur un aimant. Les billes du préclear et le
surnageant des billes en contact avec les AC sont éliminés. Les extraits sont répartis équitablement (1 a
1.5 mL par tube). Les billes couvertes d’AC sont re-suspendues dans x pL (50 pL par extrait) et
mélangées aux extraits pour I’étape d’IP, réalisée pendant 2h a 4°C sur un agitateur rotatif. Ensuite, les
billes sont placées sur un aimant pour éliminer le surnageant, puis sont lavées quatre fois pendant 5
minutes. Le premier lavage est réalisé dans un tampon contenant du NaCl 150 mM, les trois suivants dans
un tampon contenant du NaCl 300 mM. Les billes sont re-suspendues dans 30 pL de tampon d’élution

(TR2X-SDS 2%) 15 min a 37°C. Les protéines éluées sont récupérées et les billes éliminées.
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4.3. Western blot

Les protéines migrent ensuite sur un gel SDS-PAGE, puis sont transférées sur une membrane de

PVDF la nuit & 70 V a 4°C. La membrane est saturée 45 min dans du TBS-Tween contenant 3% sur un
agitateur & RT. Les AC primaires dilués dans la méme solution sont incubés 2h avec la membrane sur un
agitateur a RT. La membrane est lavée 5 min dans du TBS-Tween, puis incubée 1h sur un agitateur a RT
avec les AC secondaires incubés dans du TBS-Tween contenant 3%. La membrane est lavée trois fois
dans du TBS-Tween 5 min sur un agitateur rotatif. Les anticorps liés a la membrane sont détectés a I’aide
d’une solution d’ECL maison et du systéme d’imagerie ImageQuant LAS4000.

4.4. Stripping

Il est possible de réaliser un stripping d’une membrane pour retirer les AC du marquage et en
réaliser un autre sur cette méme membrane. La membrane est immergée pendant 30 min a 1h dans une
boite contenant du tampon de stripping (4 mL de B-mercaptoéthanol, 65.5 mL de Tris pH 6.8, 2.6 mL de
SDS 2% et 500 mL d’eau) et placée dans un bain-marie a 60°C sous agitation. Puis, la membrane est lavée
dans du TBS-Tween plusieurs fois. Ensuite, il suffit de repartir de I’étape de saturation (décrite

précédemment) et d’utiliser les bons AC pour le marquage avant de procéder a la révélation.

5. Mesure de la croissance via I’automate IncuCyte®

Pour pouvoir scanner les plagques et suivre I’évolution et la croissance des foyers viraux, il faut
préparer des plaques 6 puits de 10 cm2. 2 mL de cellules MeWo non infectées sont placés dans chaque
puits. Ensuite, les cellules MeWo infectées par les différents virus sont trypsinisées et passées sur un tamis
avec des pores de 70 UM pour retirer les syncytia déja présents et obtenir des cellules infectées isolées.
Ces infections sont diluées selon un facteur logique (1:72 a 1:96 pour le WT et le mutant F181W, 1:24 a
1:36 pour le mutant W201F et 1:2 a 1:4 pour le mutant F181A), 4 a 5x plus important que le facteur utilisé
lors de la préparation des cellules pour les IP ou les extractions de nucléocapsides. Ensuite ces infections
sont réparties goutte a goutte dans les puits de la plaque. Cette plaque est placée dans I’incubateur a 37°C
contenant une atmosphére de 5% de CO, pendant 1h, puis est placée dans I’automate de photographie
(IncuCyte®). Une série de 81 photos avec I’objectif X10 sont prises pour chaque puits toutes les 2h
pendant 96h. Le milieu est remplacé par du frais aprés 48h d’infection. Les photos sont traitées avec le
logiciel Image J pour générer un overlay entre la photo prise en contraste de phase et celle prise en
fluorescence représentée en « fire ». Les overlays générés sont ensuite alignés les uns derriére les autres
pour former un film d’environ 40 secondes. Alternativement, les plaques 6-puits sont fixées aprés 24h
(48h, 72h et 96h) d’incubation a 37°C. En effet, les puits sont rincés au PBS puis les cellules sont fixées
10 min dans de la PAF 4% et de nouveau rincées au PBS. Les noyaux sont marqués grace au Nuclear-1D®
Red (Enzo) dilué 1/10 000 dans de I’eau pendant 15 min a RT. Aprés trois lavages de 5 min au PBS, la
plague est placée dans I’automate (IncuCyte®) et des photos des puits entiers sont prises avec I’objectif
X4.
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Les photos sont exportées de I’automate dans les trois couleurs (vert pour la GFP, rouge pour le
marquage des noyaux, gris pour la phase), traitées avec une macro (créée par Julien Lambert) du
programme Fiji-Image J pour délimiter les foyers viraux aux différents temps d’infection. Comme les
foyers a 24h sont parfois trés petits, toutes les photos prises a 24h ont subi une légére modification du
contraste, a I’aide du programme Adobe Photoshop, pour pouvoir mieux ressortir et étre détectés par la
macro. Le nombre de foyers varie en fonction du virus et du temps d’infection (entre 70 et 565 a 24h pour
deux plaques, entre 650 et 2 115 a 48h pour 4 plaques, entre 190 et 1 300 a 72h pour deux plaques et entre
95 et 605 pour deux plaques). Des graphes et des tests statistiques sont réalisés via GraphPad, un test
Kruskall-Wallis, pour tenter de voir si les résultats obtenus pour chaque virus sont différents les uns des

autres, et un test de Mann-Whitney, pour comparer les résultats de chaque mutant au virus sauvage.

6. Immunofluorescence

6.1. Matériel utilisé

Firme Origin Dilution Référence Longueur d’onde du
e fluorochrome (nm)

Anticorps primaires
Anti-V8 (gE) Créé au laboratoire Souris  1/50 / /
Anti-gH CapRi Souris  1/250 HR-VZV-22 568 (CF, voir kit)
Anti-AP-1 Abcam Lapin  1/500 ab220251 /
Anti-V5 Invitrogen Souris  1/1000  R960-25 /
Anti-V5 Sigma Lapin  1/1000 V8137 /
Anti-gB CapRi Souris  1/50 HR-VZV-15 633 (CF, voir kit)
Anti-gl Santa Cruz Souris  1/500 HR-VZV-32 568 (CF, voir kit)
Anticorps secondaires
Anti-souris 405 Invitrogen Chevre 1/1000 / 405 (CF)
Anti-souris 633 Life Technologies™  Chévre 1/1000 / 633 (Alexa)
Anti-lapin 568 Invitrogen Ane 1/1000 / 568 (Alexa)
Anti-lapin 633 Invitrogen Chevre 1/1000 / 633 (Alexa)

6.2. Préparation des coverslips dans une plague 6 puits

Pour pouvoir observer les différents virus au microscope confocal, des coverslips en verre, sur
lesquels les cellules infectées sont fixées, sont préparés. Cing coverslips sont étalés dans le fond des puits
d’une plaque 6-puits puis rincés au PBS. 2 mL de cellules MeWo non infectées sont placés dans chaque
puits. Ensuite, les cellules MeWo infectées par les différents virus sont trypsinisées, diluées selon un
facteur logique (1:72 a 1:96 pour le WT et le mutant ORF9p-F181W, 1:24 a 1:36 pour le mutant ORF9p-
W201F et 1:2 a 1:4 pour le mutant ORF9p-F181A) 2.5x plus important que le facteur utilisé lors de la
préparation des cellules pour les IP ou les extractions de nucléocapsides, et réparties goutte a goutte dans

les puits de la plaque 6-puits.
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6.3. Fixation et perméabilisation

Les cellules infectées sont fixées aprés 24h et 48h. 1l faut d’abord retirer le milieu de culture,
rincer au PBS puis fixer les cellules en les recouvrant 30 min de PAF 2%. Ensuite, les cellules sont rincées
a nouveau avec du PBS avant de les perméabiliser dans une solution de PBS + 0.1% de Triton 15 min a
RT. Apres cela, les cellules sont saturées dans du PBS + 5% de BSA 30 min a RT.

6.4. Immunomarquage

Les AC dirigés contre les glycoprotéines de VZV (gB, gE, gl et gH) étant tous produits en souris,
il n’était pas possible d’analyser simultanément leur localisation dans les cellules infectées. Les anticorps
anti-gH, anti-gB et anti-gl ont donc été directement couplés a des fluorochromes (CF®568 pour I’anti-gH
et CF®633 pour Panti-gB et I’anti-gl) a I’aide d’un kit de marquage Mix_n_Stain™ CF™ 633/568/405
Antibodies Labeling Kits (Merck, Sigma-aldrich). En effet, un volume X d’AC a été mis en présence d’1/9
de ce volume de tampon de réaction. Le mélange a ensuite été placé dans le tube contenant le
fluorochrome 30 a I’obscurité. Pour procéder a I’immunomarquage des IF, les coverslips sont incubés 2h
avec I’AC primaire dilué 1/500 dans une solution de PBS + 5% de BSA, lavés 2x 5 min dans du PBS +
5% BSA, puis incubés 1h du PBS + 5% BSA contenant I’AC secondaire dilué 1/1 000 et couplé a un
fluorochrome, et lavés 3x 5 min dans du PBS + 5% BSA. Ensuite, ces coverslips sont incubés 2h 30 min
avec un AC primaire directement couplé a un fluorochrome et dilué dans du PBS + 5% BSA, puis lavés 3x
5 min du PBS + 5% BSA.

6.5. Montage des lames et analyse au microscope confocal

Une goutte de mowiol chauffé a 60°C est placée sur la lame. Le coverslip est légerement séché et
est retourné pour placer les cellules en contact du mowiol. Le montage est laissé séché la nuit a RT a
I’obscurité. Une fois terminé, les cellules sont observées sur les microscopes confocaux Olympus FVV1000
et Zeiss LSM880 au grossissement 40X.
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RESULTATS




1. Les mutations W169F, F181A, F181W et W201F impactent-elles P’infectivité

virale et la capacité de fusion des cellules infectées ?

Avant mon arrivée au laboratoire, des vecteurs BAC contenant I’entiéreté du génome pOka du
VZV sauvage, ou porteurs de mutations ponctuelles dans le domaine WW-like de la protéine ORF9p ont
été construits. Un tag V5 est présent a I’extrémité C-terminale d’ORF9p et un gene codant pour la GFP est
présent dans le squelette du BAC pour pouvoir détecter facilement la présence du BAC-VZV dans les
cellules. En premier lieu, afin de déterminer si les mutations sont compatibles avec la réplication virale,
ces BAC ont été transfectés en cellule MeWo. Apres transfection, les cellules ont été observées
quotidiennement au microscope a fluorescence et passées tous les deux jours. Des foyers d’infection
caractéristiques ont été observés apres 2 a 3 passages pours les BAC WT et ORF9p-F181W, et aprés 4 a 6
passages pour les BAC ORF9p-F181A et -W201F. Ceci démontre que ces mutations sont compatibles
avec la réplication virale. A I’inverse, la transfection du BAC portant la mutation ORF9p-W169F n’a
jamais présenté d’apparition de foyers d’infection, méme aprés plus de dix passages. Pourtant,
I’observation des cellules, juste aprés transfection, a permis de conclure que le taux de transfection est
totalement similaire a celui des quatre BAC. De plus, un séquencage complet du BAC ORF9p-W169F a
permis d’exclure la présence d’éventuelles mutations non désirées qui auraient pu survenir lors de la
création du BAC muté. La mutation W169F semble donc incompatible avec la réplication du virus.
L’impact des mutations ORF9p-F181A, -F181W et -W201F sur la vitesse de propagation du virus a été
évalué par analyse des foyers d’infection en microscopie. Premierement, une plaque 6-puits a été préparée
en mélangeant des cellules MeWo non infectées (NI) avec une faible quantité de cellules infectées (WT,
F181A, F181W, W201F), isolées et non fusionnées, vu qu’elles ont été préalablement passées sur un tamis.
Cette plaque a alors été placée dans un automate (IncuCyte®) pour prendre une série de 81 photos,
réparties de fagcon homogéne dans chacun des puits contenant les différents virus, toutes les 2h pendant
96h. Pour chaque virus, une série de photos d’un foyer caractéristique a été sélectionnée. Les photos ont
ensuite été traitées avec le logiciel Image J pour générer un overlay entre la photo prise en contraste de
phase et celle prise en fluorescence, représentée en « fire » pour permettre une visualisation plus aisée de
I’intensité de fluorescence au cours du temps, au centre et en périphérie du foyer d’infection. Les photos
des temps 24h/48h/72h/96h d’infection ont été choisies pour illustrer la croissance des différents virus
(figure 20). En paralléle, de courtes vidéos ont été générées a partir de I’ensemble des 49 photos et sont

disponibles dans un dossier a I’adresse suivante (www.gigaviro.ULiege.be/mjassin). Alors que le mutant

F181W semble se propager de facon assez similaire au virus sauvage, la mutation F181A impacte
drastiquement la propagation virale (figure 20). En effet, non seulement la taille des foyers d’infection est
fortement réduite par rapport au WT, mais la capacité des cellules infectées a fusionner entre elles est
fortement diminuée, avec une quasi absence de syncytium. Le mutant W201F, semble quant a lui, se
propager de fagon assez similaire au virus sauvage. Etrangement, dans les boites de culture dans lesquelles
le virus est maintenu dans les incubateurs, la capacité de fusion des cellules infectées paraissait fortement

impactée. Aucune explication logique n’a été émise pour expliquer ce changement de phénotype.
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Figure 20 : La mutation F181A impacte drastiquement la propagation virale alors que la mutation
F181W semble ne pas avoir d’impact. Dans une plaque 6 puits, des cellules MeWo NI ont été
mélangées a une faible quantité de cellules infectées (WT, F181A, F181W) préalablement passées sur un
tamis pour que ne conserver que les cellules isolées. Cette plaque a €té placée dans un automate
(IncuCyte®) et 81 photos de chaque puits ont été prises toutes les 2h pendant 96h d’infection. Une série de
photos d’un foyer caractéristique a été choisie pour chaque virus. Ces photos ont ensuite été traitées avec
le logiciel Image-J pour générer un overlay des photos en contraste de phase et en fluorescence
(représentées en « fire ». L’overlay « contraste de phase + fluorescence » et la photo prise en fluorescence
seule des temps 24h, 48h, 72h et 96h ont été choisis pour illustrer la croissance des virus WT, F181A et
F181W.

Deuxiémement, quatre plaques 6-puits ont été préparées de la méme fagcon que précédemment et
ont été fixées a la PAF aprés 24h, 48h, 72h et 96h d’infection. Tout d’abord, seules les plaques fixées
aprés 48h d’infection ont été analysées. Pour chaque virus, chaque puits entier a été photographié
entiérement par I’automate (IncuCyte®). Ensuite, les photos en fluorescence ont été traitées via le logiciel
Fiji-Image J a I’aide d’une macro permettant de délimiter la surface des foyers d’infection viraux. Cette
macro génere un fichier Excel qui permet de trier tous les foyers et d’éliminer ceux clairement issus de la
fusion de deux foyers adjacents (figure S3). L’expérience a été réalisée 4x, le nombre total de foyers
comparés varie entre 650 et 2150. Une fois les foyers triés, un graphique sous forme de « boite a

moustaches » (box-plot) a été réalisé pour représenter les données (figure 21 A).
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Ce graphique montre que la mutation F181A diminue tres fortement la taille des foyers d’infection,
contrairement a la mutation F181W qui I’augmente légérement. Pour appuyer le graphique, deux types de
tests statistiques ont été réalisés via GraphPad. Le test Kruskal-Wallis montre que tous les virus étudiés
sont différents les uns des autres, et le test Mann-Whitney compare chaque mutant au virus WT et permet
d’affirmer que, mis & part pour le mutant W201F, la croissance est différente du virus sauvage (figure 21
A). Afin de mesurer la croissance des différents virus au cours du temps, les plaques des temps 24h, 72h et
96h ont été photographiées par I’automate et traitées de la méme fagon que pour les plaques fixées apres
48h d’infection. La taille moyenne des foyers aux différents temps d’infection a été calculée pour chaque
virus. Ces données ont permis de réaliser une courbe de croissance du virus WT, ORF9p-F181A et
ORF9p-F181W (figure 21 B). Aprés 24h d’infection, tous les virus semblent avoir des foyers de taille
similaire. Par contre, aprés 48h, la courbe du F181W montre une croissance dans le temps plus importante
que le virus sauvage, et inversement pour le mutant F181A.

Box-plot (48 heures d'infection)
. n.s. ,
(A) ) * %k k% i
= { Evolution de la croissance
okodindd virale en fonction du temps
2500004 H—— (B) P
250000
- 200000+ & 200000+ - WT
E g_ F181A
= 150000 4 ~ 150000 = F181W
)
S ® 100000
£ 100000~ =
S =]
(7] o 50000
50000+
l l c w ] T T ]
0l — . . : .o o WP
\‘(‘ K3 's\ & Temps d'infection (h)
N N o>
< < {Q
Virus

Figure 21 : La mutation F181A diminue fortement la taille des foyers d’infection alors que la
mutation F181W I’augmente légerement. Des cellules MeWo NI ont été ensemencées dans des puits de
plaques 6 puits et infectées par les virus WT, F181A, F181W et W201F. Apres 24h, 48h, 72h et 96h
d’infection, les cellules ont été fixées puis des photos des puits entiers ont été prises en fluorescence via
I’automate Incucyte®. Au moyen d’une macro du programme Fiji-Image J, les foyers ont été délimités et
leur surface a été mesurée (figure S3). A). Box-plot (« boite a moustaches ») de la moyenne de la surface
des foyers d’infection a 48h) (figure S4). Chaque boite est divisée par une barre qui représente la médiane.
Les barres présentes aux extrémités supérieure et inférieure correspondent respectivement au maximum et
au minimum. Un test Kruskal-Wallis a été réalisé (*** P-val < 0.001) (figure S5), suivi d’un test de Mann-
Whitney pour comparer la croissance des mutants par rapport au WT (**** P-val < 0.0001, n.s. non
significatif) (figure S5). B). Courbe de I’évolution de la croissance des virus WT, ORF9p-F181A et

ORF9p-F181W en fonction du temps. Les écarts-types ne sont pas présents sur le graphe pour permettre
une meilleure visualisation.
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2. Les mutations F181A, F181W et W?201F interférent-elles dans les
interactions entre ORF9p et les glycoprotéines gE, gH et gB ?

2.1. Les mutations F181A et F181\W impactent les interactions entre ORF9p et gE

La protéine ORF9p est connue pour interagir avec la glycoprotéine gE et avec le complexe
cellulaire AP-1. En toutre, la glycoprotéine gH interagit directement avec gL, sa protéine chaperone, et,
transitoirement avec gB pour permettre la fusion lors de I’entrée du virus ou de la fusion cellule-cellule.
La glycoprotéine gE, quant a elle, interagit directement avec gl (figure 22). Des expériences des co-
immunoprécipitations (co-IP) ont été mises en place pour déterminer si les mutations de la protéine
ORF9p perturbent son interaction avec les glycoprotéines gB, gE et gH, ce qui pourrait avoir un impact
sur la fusion cellule-cellule. Des extraits totaux de cellules MeWo infectées pendant 48h par les différents
virus (WT, F181A, F181W, W201F) ont été mis en contact avec des billes magnétiques recouvertes d’un
AC anti-gE. Parallélement a cela, des billes recouvertes par des AC de souris non spécifiques ont été
incubées pour servir de contréle (IRR). Aprés un lavage stringent des billes, les complexes protéiques liés
aux AC ont été élués et déposés sur gel SDS-PAGE. Aprés migration et transfert sur une membrane de

PVDF, les protéines immunoprécipitées ont été identifiées par WB.

Figure 22 : Schéma récapitulatif des interactions de protéines étudiées. La protéine ORF9p interagit
avec le complexe cellulaire régulateur du trafic AP-1, mais aussi avec la glycoprotéine gE. La
glycoprotéine gH interagit avec sa protéine chaperone gL et avec gB pour permettre la fusion cellule-
cellule. La glycoprotéine gE interagit avec gl.

La membrane a été coupée en deux parties pour permettre de révéler gE sur la partie supérieure
(AC anti-gE) et ORF9p-V5 sur la partie inférieure (AC anti-V5 se lie au tag V5 présent dans la protéine)
(figure 23 A). Bien que la quantité de g immunoprécipitée dans les quatre conditions soit différente, il
semble évident que la mutation F181A diminue fortement I’interaction d’ORF9p avec gE. Le mutant
W201F semble également perdre en partie son interaction ge-ORF9p. A P’inverse, le mutant F181W,
semble avoir un signal plus fort et donc une plus forte interaction entre g et ORF9p par rapport au WT.
Pour pourvoir conclure de fagon irréfutable que les mutations sur ORF9p ont ou non un impact sur son
interaction avec gE, il était crucial que la quantité de gE immunoprécipitée dans les différentes conditions

soit identique. Par conséquent, cette expérience de co-I1P a été répétée de nombreuses fois.
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Il nous a malheureusement été impossible d’obtenir le méme taux d’infection en culture pour
atteindre ce but. Pour pallier ce probléme et tenter de savoir si oui ou non il y a une modification de
I’interaction entre gE et ORF9p chez les mutants par rapport au WT, les bandes d’ORF9p et de gE ont été
densitométrées sur Image J sur les photos des sept expériences distinctes de co-IP pour établir le rapport
de I’intensité d’ORF9p sur celle de gE. Pour chaque virus, la moyenne des rapports ORF9p/gE a été
reportée sur un histogramme (figure 23 B). Deux tests statistiques ont ensuite été réalisés a partir des
données du graphique, & savoir un test Kruskal-Wallis pour affirmer que les résultats sont tous différents
les uns des autres (figure S6), et un test de Mann-Whitney qui compare chaque mutant au WT. Ce test
montre que la mutation F181A réduit I’interaction entre ORF9p et gE, a I’inverse de la mutation F181W
ou I’interaction est plus forte que pour le WT. En revanche, la mutation W201F ne semble pas impacter de

facon majeure I’interaction ORF9p-gE (figure S6).

Les membranes de PVDF ont ensuite subi un premier stripping suivi d’un nouvel
immunomarquage pour pouvoir étudier I’impact des mutations vis-a-vis de la glycoprotéine gB, suivi d’un
second stripping pour pouvoir étudier gl. Pour gB, dans les INPUTS, les formes mature et immature sont
présentes, contrairement aux co-IP ou il n’y a que la forme mature. Cela signifie que seule la forme clivée
de gB interagit avec gE. Il faut noter que dans la littérature scientifique une potentielle interaction entre gE
et gB n’a été peu, voire pas décrite. Pourtant, les résultats montrent un signal pour le WT, également
présent chez le mutant F181W, ce qui signifie que la forme mature de gB interagirait avec gE. Pour gl, les

résultats montrent un signal pour le WT et le mutant F181W, plus faiblement pour le F181A (figure 23 C).
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Figure 23 : La mutation F181A réduit I’interaction ORF9p-gE a I’inverse de la mutation F181W qui
la favorise, et diminue fortement Pinteraction de gE avec gB et gl. Des extraits totaux de cellules
MeWo infectées pendant 48h par les différents virus (WT-V5, F181A-V5, F181W-V5, W201F-V5) ont
été mis en contact avec des billes magnétiques recouvertes d’un AC anti-gE. Parallélement, des billes
recouvertes par des AC de souris non spécifiques ont été incubées pour servir de contrble (IRR). Aprés
migration et transfert sur une membrane de PVDF, la membrane a été coupée en deux et les protéines
immunoprécipitées ont été identifiées par WB, avec I’AC anti-gE et I’AC anti-V5. L’expérience a été
réalisée sept fois et les bandes d’ORF9p et de gE ont été densitométrées via Image J. Un rapport
d’intensité (ORF9p/gE) a été calculé pour chaque mutant dans chacune des expériences. A). WB
représentatif d’une des sept expériences. B). Histogramme de la moyenne des ratios ORF9p/gE des sept IP
gE. Deux types de tests statistiques ont été réalisés sur les données (figures S6 et S7). Un test Kruskal-
Wallis a été réalisé (** P-val < 0.05) suivi d’un test de Mann-Whitney pour comparer chaque mutant au
WT (** P-val < 0.05, n.s., non significatif). C). WB issu du stripping de la membrane de I’IP de gE. Les
deux morceaux de membranes ont subi un stripping pour procéder a un nouvel immunomarquage afin de
révéler gB, suivi d’un second stripping et d’un autre immunomarquage pour révéler gl.
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2.2. Les mutations F181A et F181\W impactent les interactions entre ORF9p et gH

En parallele, avec les mémes extraits de cellules infectées utilisées pour la co-IP ORF9p-gE, une

expérience de co-IP a partir de la glycoprotéine gH a été réalisée (figure 24 A). Les conditions sont
exactement les mémes que précédemment, mis a part I’AC couplé aux billes magnétiques qui est, cette
fois, dirigé contre la glycoprotéine gH. La membrane a également été coupée en deux parties pour
permettre de révéler lors du WB, d’une part, la protéine ORF9p-V5 sur la partie inférieure (AC anti-V5
que se lie au tag V5 présent dans la protéine), et d’autre part, gH sur la partie supérieure (AC anti-gH).

La mutation F181A semble réduire fortement I’interaction entre ORF9p et gH. La mutation
F181W ne semble pas impacter I’interaction de ORF9p avec gH, et la mutation W201F semble la
diminuer légérement par rapport au WT. La membrane a ensuite subi un stripping suivi d’un nouvel
immunomarquage pour savoir si gB est toujours capable d’interagir avec gH quand ORF9p est mutée
(figure 24 B). Le mutant F181A comprend peu, voire aucune forme de gB, ce qui signifie que la mutation
aurait un impact négatif sur I’interaction de gB avec gH. La mutation W201F provoque une perte

d’interaction entre gB et gH, contrairement a la mutation F181W qui semble ne pas avoir d’impact.
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Figure 24 : La mutation F181A réduit I’interaction ORF9p-gH. Des extraits totaux de cellules MeWo
infectées pendant 48h par les différents virus (WT, F181A, F181W, W201F) ont été mis en contact avec
des billes magnétiques recouvertes d’un AC anti-gE. Parallélement, des billes recouvertes par des AC de
souris non specifiques ont été incubées pour servir de contréle (IRR). Aprés migration et transfert sur une
membrane de PVDF, les protéines immunoprécipitées ont été identifiees par WB. A). WB représentatif
d’une des expériences. B). WB issu du stripping de la membrane de I’IP de gH. Les morceaux de
membrane issue du WB de gH ont subi un stripping pour procéder a un nouvel immunomarquage afin de
révéler gB.
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La révélation de la co-IP ORF9p-gH ne montre aucun signal concernant la partie supérieure de la
membrane car I’AC anti-gH ne fonctionne pas en WB. Cela signifie qu’il n’est pas possible de prouver
que gH a bien été immunoprécipitée, sachant qu’il n’existe pas non plus d’AC anti-gL qui aurait pu servir
de contrdle qualité de I’IP. Comme il est difficile d’obtenir des taux d’infection homogénes, et qu’il n’est
pas possible de faire de la densitométrie comme avec gE, il a fallu trouver un moyen de prouver que le

ORF9p-WT interagit bien avec gH et que les mutations ont potentiellement un impact sur I’interaction.

La glycoprotéine gL étant connue pour former un complexe avec gH et participer au repliement
correct de gH, des vecteurs d’expression eucaryote pour les glycoprotéines gB et gH, mais également gL,
ont été générés. La queue cytoplasmique de gH étant courte et formant la seule partie accessible pour
ORF9p, le tag a été inséré en N-terminal. De plus, gH est une protéine membranaire, donc le tag a été
inséré juste derriere le peptide signal. Trois tags (flag, HA et his) ont été choisis pour maximiser les
chances de succés. Pour gL, vu qu’il n’existe aucun AC décrit dans la littérature scientifique ou disponible
commercialement, la glycoprotéine a été clonée dans le vecteur sans tag ou avec un tag HA en N-terminal
apres le peptide signal ou en C-terminal. Pour gB, comme notre laboratoire posséde un AC fonctionnel, la
glycoprotéine a été clonée sans tag. Les vecteurs d’expression pCAGGS-ORF9p-V5 sauvage et muté
étaient déja disponibles au laboratoire. Par PCR, les séquences des His-gH, HA-gH, flag-gH, gL, HA-gL
et gB ont été amplifiés par PCR et clonés dans le vecteur pCAGGS préalablement digéré par Pvull et
EcoRV grace au kit « NeBuilder® HiFi DNA assembly ». Cette technologie nécessite que les fragments a
assembler possedent des régions d’homologie de 15 a 40 nucléotides de long, qui sont ajoutées lors de la
PCR. Le kit contient un mélange de trois enzymes, une exonucléase 5°-3” qui va dans un premier temps
grignoter les extrémités de I’insert et du vecteur. Ensuite, les régions homologues des extrémités simples
brins vont s’apparier et la polymérase du kit combler les trous. Enfin, la ligase présente dans le kit répare
les cassures pour former le vecteur d’ADN double-brin. Le tout a ensuite été introduit dans la souche
DH10B d’E. coli par €électroporation. Apres cela, les bactéries ont été étalées sur boite de Petri contenant
de I"ampicilline et les clones résistants ont été criblés par PCR (figures S8 et S9). A partir des clones
positifs, des cultures ont été préparées pour réaliser des mini-préparations qui ont été envoyées au

séquengage pour s’assurer qu’aucune mutation indésirable ne soit apparue.

Une fois le clonage réalisé, les tests en transfection transitoire ont pu commencer. Comme les
cellules MeWo sont difficilement transfectables, les tests ont été réalisés dans des cellules dérivées des
HEK?293T, les lentiX-293 (don de la plateforme «viral vectors » du GIGA). Dans un premier temps,
I’expression des vecteurs pPCAGGS-tag-gH, en présence ou en I’absence de pCAGGS-gL, pCAGGS-gL-
HA ou pCAGGS-gL-HA a été contrblée. Un premier WB a été réalisé pour voir s’il existe un signal pour
les différents vecteurs. Ensuite, une série de tests d’IP en transfection a été réalisée pour les différents tags.

Au final, c’est la composition flag-gH et gL-HA qui a été choisie.

40



Pour ce faire, des cellules lentiX-293 ont été transfectées par un mix de plasmides (3 pg de
pCAGGS-gB, 3 ug de pPCAGGS-gL-HA, 5 pg de pCAGGS-Flag-gH et 3 pug de pCAGGS-ORF9p du WT
ou des mutants) pendant 48h. Ensuite, des extraits totaux ont été réalisés et mis en contact avec des billes
magnétiques couvertes d’AC anti-flag ou anti-HA. Des billes magnétiques couvertes d’un AC de souris
non spécifique ont été incubées en paralléle pour servir de controle. Apres un lavage stringent des billes,
les complexes protéiques liés aux AC ont été élués et déposes sur gel SDS-PAGE. Aprés migration et
transfert sur une membrane de PDVF, ces protéines ont été identifiées par WB. Lorsque gH est
immunoprécipitée (IP flag), ORF9p-WT-V5 et gL-HA co-immunoprécipitent. Si le complexe est
immunoprécipité par I’intermédiaire de gL (IP HA), ORF9p-WT-V5 & nouveau, co-immunoprécipite
efficacement, gH aussi, méme si I’intensité de gH est plus faible. Ce résultat confirme I’existence d’un
complexe gH/gL/ORF9p (figure 25 A et B). Concernant les mutants, pour I’IP gH (via flag), il n’y a pas
vraiment de différences majeures d’interaction pour le F181W, mais il semble y avoir moins de gH dans
I’IP et moins de gL qui co-immunoprécipite. Pour le W201F, il y a peut-étre un peu plus d’ORF9p mais il
y a moins de gH immunoprécipitée. Pour le F181A, il semble y avoir un peu moins d’ORF9p pour une
quantité de gH légerement plus élevée. Le W169F n’ayant pas pu étre testé en infection, celui-ci a pu étre
testé en transfection transitoire. Puisque cette mutation s’avére incompatible avec la réplication virale,
nous avions émis I’hypothése que cela pouvait résulter d’une perte totale d’interaction avec gH (et avec
gE), mais pour I’IP gH, il ne semble pas y avoir de différence avec le WT. Pour I’IP de gL (via HA), la
quantité d’ORF9p présente dans le complexe semble plus faible pour les 4 mutants par rapport au WT,
mais la quantité de gH immunoprécipitée I’est également, ce qui rend I’interprétation difficile (figure 25 A
et B). En résumé, en transfection, il ne semble pas y avoir de différence majeure d’interaction ORF9p-gH
en comparant ’ORF9p-WT et les différents mutants. 1l ne semble pas non plus qu’il soit plus facile

d’harmoniser la quantité immunoprécipitée dans les différentes conditions.

Les membranes ont ensuite subi un stripping pour procéder a la révélation de gB (figure 25 A et
B). Dans ces expériences de transfection, gB est effectivement capable de se lier au complexe gH/gL. Par
contre, c’est la forme immature de gB (non clivée, ~100 kDa) qui est majoritaire dans I’IP gH (flag),
contrairement aux IP en infection ou seule la forme mature était co-immunoprécipitée (figures 23 et 24).
Dans I’IP par gL (HA), la forme mature semble méme étre complétement absente. Il n’y a aucune

différence entre le WT et les mutants.
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Figure 25: La protéine ORF9p-V5 sauvage ou mutée interagit avec le complexe gH/gL en
transfection transitoire. Des cellules lentiX-293 ont été transfectées avec un mix de plasmides (3 pg de
pCAGGS-gB, 3 ug de pCAGGS-gL-HA, 5 ug de pCAGGS-Flag-gH et 3 ug de pCAGGS-ORF9p du WT
ou des mutants) pour réaliser une IP en transfection transitoire. Aprés 48h, des extraits totaux ont été
réalisés et mis en contact avec des billes magnétiques couvertes d’AC anti-flag ou anti-HA. Des billes
magnétiques couvertes d’un AC de souris non spécifique ont été incubées en paralléle pour servir de
contrdle. Aprés un lavage stringent des billes, les complexes protéiques liés aux AC ont été élués et
déposés sur gel SDS-PAGE. Aprés migration et transfert sur une membrane de PVDF, ces protéines ont
été identifiees par WB. A). WB anti-flag, anti-V/5 et anti-HA pour révéler gH, ORF9p et gL sur les parties
supérieure, moyenne et inférieure de la membrane, respectivement, pour le WT et les mutants F181W et
W201F (Al) et W169F et F181A (A2). Poids moléculaire attendu : gH ~100 kDa, ORF9p plusieurs
bandes entre 40 et 50 kDa, gL 15 kDa. B). WB anti-gB sur les membranes apres stripping des AC.
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Au vu des résultats étonnants, les tests en transfection transitoires ont également été faits en
cellules MeWo pour réaliser une IP flag-gH (données non montrées). En effet, les lentiX-293, apres trois
tentatives se sont révélées non permissives a la souche pOka du VZV. Il était donc possible que les
différences observeées soient dues & des protéines cellulaires dont I’expression pourrait étre moins
importante dans les cellules lentiX-293. Des résultats similaires a ceux obtenus dans les lentiX-293 ont été
obtenus. En conclusion, nous avons pu confirmer qu’ORF9p est capable d’interagir avec le complexe
gH/gL mais il nous est impossible de tirer une conclusion quant a I’effet des mutations W169F, F181A,
F181W et W201F d’ORF9p sur cette interaction. Il est possible que dans les expériences de transfection, il
manque un ou plusieurs partenaires viraux extérieurs aux protéines ORF9p, gH, gL et gB, pour permettre
par exemple le bon repliement protéique, le clivage de gB et sa correcte localisation. Puisqu’il semble
difficile de récapituler en transfection ce qu’il se passe dans le contexte infectieux, des expériences de
clonage ont été entreprises pour insérer le tag flag dans la séquence codante de gH dans le BAC contenant
le ORF9p-WT, -F181W, -F181A et -W201F, pour ensuite réaliser une IP flag-gH en infection. Grace a la
technique « en passant », qui permet d’insérer une courte séquence dans une région définie d’un BAC par
double recombinaison homologue, ce tag a été introduit du cété N-terminal de gH, juste apres le peptide
signal (figure S8). Comme le tag peut potentiellement influencer le repliement de la protéine, pour chaque
virus, une deuxiéme construction a été créée en rajoutant un court linker entre le tag flag et la séquence
juste derriére le peptide signal. Une fois tous les BAC produits, des cellules MeWo ont été transfectées. Le
WT et les mutants contenant flag-gH et flag-linker-gH ont tous donné lieu a des infections productives.

Hélas, par manque de temps, aucune IP flag ou gH n’a pu étre réalisée.

3. Ou se situent la protéine ORF9p et ses partenaires dans les cellules infectées

lorsgu’elle est mutée sur les résidus F181A et F181W ?

Puisque la mutation F181A inhibe la fusion cellulaire et perturbe I’interaction entre ORF9p et les
glycoprotéines, il faut se demander si elle conduit a un défaut de localisation des glycoprotéines dans les

cellules infectées.

3.1. Y a-t-il une down requlation des glycoprotéines en surface chez les mutants ?

Puisgqu’une diminution de I’expression a la surface des cellules pourrait expliquer un défaut de
fusion, des immunofluorescences (IF) ont tout d’abord été entreprises sur des cellules non perméabilisées
aprés de nombreuses mises au point. Premierement, il a fallu trouver des conditions de PAF qui ne
perméabilisent pas du tout les cellules mais qui les fixent suffisamment pour qu’elles conservent leur

aspect et que les foyers ne se décrochent pas (2% de PAF pendant 30 min).

43



Deuxiémement, I’immunomarquage a été optimisé pour marquer jusqu’a trois protéines avec des
AC, tous produits chez la souris. Le protocole élaboré débute par un immunomarquage standard, c’est-a-
dire incuber les cellules en présence d’un AC primaire dirigé contre une seule glycoprotéine (AC anti-gE),
puis d’un AC secondaire couplé a un fluorochrome et dirigé contre cet AC primaire. Ensuite, ces cellules
ont été mises en présence d’un ou plusieurs AC primaires, dirigés contre d’autres protéines virales, qui ont
été préalablement couplés directement & un fluorochrome grace a un kit (AC anti-gB CF®633 et anti-gH
CF®568). Des cellules MeWo ont été infectées pendant 24h et 48h, par le virus WT et les mutants F181W
et F181A, lavées au PBS puis fixées 30 min avec de la PAF 2%. Elles ont ensuite été marquées
simultanément avec un anti-gE, reconnu par un AC anti-1gG couplé au CF®405, un anti-gB-CF®633 et
un anti-gH-CF®568. Les photos ont été prises a I’aide du microscope confocal & haute résolution Zeiss
LSM880 au grossissement X40. Tout d’abord, de maniere générale, il y a moins de gB et de gH en surface
pour le mutant F181A (figure 26). Ce résultat extrémement prometteur pourrait expliquer le défaut de
fusion provoqué par la mutation. Il a potentiellement aussi moins de gE par rapport aux deux autres
glycoprotéines. A I’inverse, il semble y avoir nettement plus de gE en surface pour le mutant F181W par
rapport au virus sauvage (figure 26). Concernant la colocalisation, pour le virus sauvage, gB apparait
toujours colocalisée avec gH, qui se retrouve parfois située seule en surface. La glycoprotéine gE est soit
localisée seule, soit avec gB et gH pour former une triple colocalisation. Ce résultat pour gE est nettement
plus évident sur le mutant F181W, sachant que gE se retrouve en plus parfois seule en surface sous forme
d’amas (figure 26). 1l y a aussi quelques rares points de gB qui ne colocalisent ni avec gE, ni avec gH.

Pour le mutant F181A, gB et gH semblent colocalisées et en partie isolées. Par contre, il y a peu de

colocalisation de gB et gH avec gE.
(A) gB

gE GFP

gH
F181W F181W

F181A F181A
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(B) gB-gE gB-gH gE-gH gB-gE-gH gB-gE-gH-GFP
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Figure 26 : La mutation F181A provoque un défaut d’expression de gB et gH en surface
contrairement a la mutation F181W. Des cellules MeWo ont été infectées pendant 48h par le virus WT
et les mutants F181W et F181A, puis fixées a la PAF 2%. Une IF a été réalisée avec un AC primaire de
souris dirigé contre gE et un AC secondaire anti-IgG de souris (en gris) couplé a un CF®405. Deux autres
AC primaires de souris directement couplés a un CF dirigé contre gB (CF®633, en vert) ou gH (CF®568,
en rouge) ont été egalement utilisés. La GFP est représentée en bleu. Les photos ont été prises au X40 a
I’aide du microscope confocal Zeiss LSM880. A). Photos des quatre canaux séparés. B). Overlays. C).
Zoom des photos représentées en A. D). Overlays des zooms présentés en C.

Ensuite, des cellules infectées issues des mémes cultures ont été fixées a la PAF 2% puis
perméabilisées. Pour pouvoir affirmer si oui ou non il y a une diminution de I’expression des
glycoprotéines (en particulier gB et gH) en surface pour le mutant F181A, la seconde étape consiste a
comparer les IF décrites précédemment a celles réalisées dans des cellules perméabilisées (figure 27). En
comparaison au virus sauvage, il semble y avoir autant de glycoprotéines gB, gE et gH dans les cellules
infectées par le F181A lorsqu’elles sont perméabilisées, ce qui confirme qu’il y a bien un défaut dans le
trafficking qui conduit a une faible quantité de glycoprotéines en surface, et donc, potentiellement a un
défaut de fusion. Dans les cellules infectées par le F181A, les trois glycoprotéines s’accumulent dans des
vésicules qui sont, pour la plupart, proches du noyau, potentiellement dans le TGN, mais aussi dans des
petites vésicules proches de la surface (figure 27 C et D). Dans ces structures, gB et gH colocalisent
uniquement partiellement et gE est le plus souvent seule mais parfois colocalisée avec gB et gH. Il y a
donc trés peu de glycoprotéines en surface. Toujours en comparaison au virus sauvage, le mutant F181W
semble exprimer plus de gB, gE et gH en surface (figure 27 A et B). De plus, il faut noter que globalement,
le signal apparait plus fort, ce qui pourrait résulter d’une plus forte expression globale des glycoprotéines
en question. A priori, une plus forte expression aurait dii &tre observée en WB, ce qui n’est pas le cas, mais
il serait intéressant de vérifier cette hypothese. De plus, les zones de triple colocalisation semblent en

général plus fréquentes chez le F181W en comparaison au WT (figure 27 C et D).
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En conclusion, la mutation F181A provoque un défaut d’expression des glycoprotéines en surface
ainsi qu’une diminution de la colocalisation gB/gH. A I’inverse, la mutation F181W semble augmenter le
niveau d’expression des glycoprotéines en surface, en particulier celui de gE, mais également le taux de
glycoprotéines présentes dans les cellules infectées de facon globale.

(A) gB gH

(8) gB-gE-gH-GFP
3 7 WT g




gB-gE-gH

> & Ml € s & L & S & S
Figure 27 : La mutation F181A provoque une accumulation des glycoprotéines dans des vésicules
proches du noyau. Des cellules MeWo ont été infectées pendant 48h par le virus WT et les mutants
F181W et F181A, puis ont été fixées et perméabilisées. Une IF a été réalisée avec un AC primaire de
souris dirigé contre gE, puis un AC secondaire anti-lgG de souris (en gris) couplé & un CF®405. Les
lames ont ensuite été incubées avec un AC anti-gB directement couplé au fluorochrome CF®633 (en vert)
et un AC anti-gH directement couplé au fluorochrome CF®568 (en rouge). Les photos ont été prises au
X40 a I’aide du microscope confocal Zeiss LSM880. A). Photo des quatre canaux séparés et I’overlay des
guatre marquages. B). Overlays. C). Zoom des photos présentées en A. D). Zoom des foyers présentés en
B.
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3.2. Y a-t-il une différence de localisation entre ORF9p et les glycoprotéines chez les

mutants ?

Puisque la mutation F181A diminue I’interaction d’ORF9p avec gE et potentiellement gH, nous
nous sommes demandés si cela conduisait & une modification de la localisation d’ORF9p par rapport a gE
et gH ou si, a I’inverse le défaut d’interaction pouvait étre di a une mauvaise localisation d’ORF9p dans
les cellules. Pour répondre partiellement a cette question, les cellules MeWo ont été fixées et
perméabilisées apres 48h d’infection. Les protéines ORF9p, gE et gH ont ensuite été mises en évidence
simultanément. Les photos ont été prises a I’aide du microscope confocal a haute résolution Zeiss
LSM880 au grossissement X40.

Premiérement, la protéine ORF9p est majoritairement cytoplasmique et présente une localisation
globalement diffuse avec des endroits dans le cytoplasme ou elle forme des amas plus denses. Nous avons
précédemment démontré au laboratoire qu’une partie de ces structures colocalise avec le complexe AP-1.
De fagon générale, il ne semble pas y avoir de différence flagrante de localisation d’ORF9p entre le WT et
les mutants (figure 28). Pour analyser correctement les résultats, il faut distinguer les cellules
nouvellement infectées qui se trouvent en périphérie et dans lesquelles les glycoprotéines gE et gH sont
majoritairement présentes dans des vésicules proches du noyau, des cellules se trouvant au centre, qui ont,
dans I’infection WT et F181W, fusionné pour générer un syncytium. Dans les cellules inféctées par le WT,
les trois protéines colocalisent de facon prédominante au niveau de la membrane cellulaire du syncytium.
Ces structures pourraient correspondre a des particules virales présentes a I’extérieur des cellules. Au
méme endroit, il est possible d’observer des petits amas positifs uniquement pour gE et de plus rares
structures ou ORF9p ne colocalise qu’avec gH. Dans le centre du syncytium, sur les photos zoomées
(figure S10), les trois marquages présentent une série de petits points (en particulier les marquages de gH
et d’ORF9p) qui pourraient correspondre a des vésicules cellulaires ou des particules virales a différents
stades de maturation. Seulement une partie de ces structures est marquée par les trois AC. Dans les
cellules nouvellement infectées présentes a la périphérie, comme déja observé précédemment, gH et gE
sont principalement dans des vésicules proches du noyau ou elles co-localisent partiellement. Il pourrait
s’agir, en partie, du RE ou du TGN. Pour le mutant F181W, les résultats sont assez similaires mais il
apparait que les zones de triple colocalisation sont plus abondantes au niveau de la membrane plasmique
du syncytium mais aussi dans les cellules nouvellement infectées a la périphérie du foyer d’infection. Pour
le F181A, il n’y a pratiquement aucune zone de triple colocalisation. Il n’y a que de trés rares endroits, ou
gE et gH colocalisent, qui pourraient correspondre a ceux ou les glycoprotéines sont synthétisées et
glycosylées (RE et TGN) (figures 28, S10 et S11).
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Figure 28 : La mutation F181A provoque une accumulation de gH et de gE dans des vésicules
proches du noyau ou elles colocalisent partiellement mais ol ORF9p n’est pas présente. Des cellules
MeWo ont été infectées pendant 48h par le virus WT et les mutants F181W et F181A, puis ont été fixées
et perméabilisées. Les lames ont ensuite été incubées avec un AC primaire de souris dirigé contre gE et un
AC primaire de lapin dirigé contre V5, puis avec un AC secondaire anti-lgG de souris couplé a un
CF®405 (représenté en gris), un AC secondaire anti-IgG de lapin couplé a un CF6®33 (représenté en
vert) et, enfin, avec un AC primaire de souris anti-gH-CF®568 (représenté en rouge). Les photos ont été
prises au X40 a Il’aide du microscope confocal Zeiss LSM880. A). Photos des canaux séparés. B).
Overlays.




Dans une deuxiéme série d’IF, gB a été marquée en méme temps que gE et ORF9p (figures 29 et
S12). Les résultats sont proches de ceux obtenus a I’expérience précédente. Pour le virus WT, les trois
protéines colocalisent principalement dans des structures denses présentes au niveau de la membrane
plasmique du syncytium. A cet endroit, il y a également de nombreuses structures positives pour I’anti-gB
mais qui ne colocalisent ni avec gE, ni avec ORF9p, ainsi que des structures positives uniquement pour gE.
Au centre du syncytium, la colocalisation entre gB et OR9FP est trés importante dans des petites vésicules
alors que la colocalisation gB-gE ou ORF9p-gE est, elle, assez faible. Les cellules infectées par le F181W
présentent a peu de chose prés le méme phénotype. Pour le F181A, gB a I’air d’étre située surtout a
I’intérieur des cellules sous forme d’amas et reste peu présente en surface (figure 29). Dans ces structures
proches du noyau, il n’y a pratiguement aucune vésicule ou la triple colocalisation est observée. 1l y a peu

d’endroits ou ORF9p colocalise avec gB, et certains endroits ou gB et gE colocalisent (figure S13).

(A) gB ORF9p gE GFP
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Figure 29 : La mutation F181A provoque une accumulation de gB et de gE dans des vésicules
proches du noyau ou elles co-localisent partiellement mais ou ORF9p n’est pas présente. Des cellules
MeWo ont été infectées pendant 48h par le virus WT et les mutants F181W et F181A, puis ont été fixées
et perméabilisées. Les lames ont ensuite été incubées avec un AC primaire de souris dirigé contre gE et un
AC primaire de lapin dirigé contre V5, puis avec un AC secondaire anti-lgG de souris couplé a un
CF®405 (représenté en gris), un AC secondaire anti-IgG de lapin couplé a un CF®568 (représenté en
vert) et, enfin, avec un AC primaire de souris anti gB-CF®633. Les photos ont été prises au X40 a I’aide
du microscope confocal Zeiss LSM880. Sur Image J, la luminosité de gB et ORF9p a été modifiée pour
permettre une meilleure visualisation. A). Photos des canaux séparés. B). Overlays.

3.3. Y a-t-il une différence de localisation entre ORF9p et AP-1 ?

Le premier mutant d’ORF9p présentant un phénotype de fusion est le mutant L231A, qui touche

un domaine di-leucine permettant a ORF9p d’interagir avec le complexe cellulaire AP-1. Le mutant
L231A se caractérise par un défaut d’interaction avec gE et avec gH. Il paraissait donc important de savoir
si I’interaction d’ORF9p avec AP-1 lui permet d’interagir avec les glycoprotéines, ou si cette elle permet
de renforcer I’interaction des glycoprotéines avec AP-1. Il a donc fallu se demander si le fait de muter un
résidu qui perturbe I’interaction ORF9p-gH et ORF9-gE vient du fait qu’ORF9p n’interagit plus non plus
avec AP-1, ou si le fait qu’ORF9p n’interagit plus avec gE et gH va diminuer I’interaction de gE avec AP-
1 ou de gH avec AP-1. Avant d’entamer une nouvelle série de co-IP, des If ont été réalisées pour

déterminer s’il y a une perte de colocalisation ORF9p-AP-1 dans le mutant F181A (figure 30).

Comme dans les IF précédentes, ORF9p est présente dans le cytoplasme des cellules infectées par
le virus WT de facon globalement diffuse mais de petites zones plus denses sont visibles, principalement
dans les cellules situées en périphérie du foyer d’infection. Dans ces structures, une colocalisation partielle
avec AP-1 est observable. Pour le mutant ORF9p-F181W, le niveau d’ORF9p est assez similaire au WT.
Par contre, il y a plus de structures denses que pour le WT, tant dans les cellules en périphérie du foyer
qu’au centre du syncytium. En comparaison au virus sauvage, il semble également y avoir plus d’AP-1

dans le centre du syncytium. Par consequent, la mutation F181W semble provoquer une plus forte
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colocalisation entre ORF9p et AP-1 dans le centre du foyer par rapport au WT. Il semble également y
avoir une plus forte colocalisation entre les deux protéines au niveau des cellules nouvellement infectées,
présentes en périphérie du foyer viral (figure 30). Pour le mutant ORF9p-F181A, les résultats sont tout
autre. Méme si ORF9p semble présente au centre comme en périphérie, les endroits ou la protéine se
trouve sous la forme de petits amas ne semblent pas vraiment colocalisés avec AP-1 qui a une localisation
totalement normale. Comme il n’y a plus de colocalisation entre ORF9p et AP-1, il y a potentiellement

une perte d’interaction (figure 30).

(A) ORF9p AP-1 GFP ORF9p — AP-1 ORF9p — AP-1 - GFP
WT E

F181A

(B) ORF9p ORF9p — AP-1 ORF9p — AP-1 - GFP

AP-1 GFP
F181W F181W F181W /
F181A F181A F181A

Figure 30 : La mutation F181A provoque une perte de colocalisation entre ORF9p et AP-1, alors
gue la mutation F181W I’augmente. Des cellules MeWo ont été infectées pendant 48h par le VZV WT
et les mutants F181W et F181A, puis fixées et perméabilisées. Une IF a été réalisée avec un AC primaire
de souris dirigé contre le tag V5 présent dans la séquence d’ORF9p, et un AC primaire de lapin dirigé
contre AP-1. Un AC anti-IgG de souris couplé a un Alexa633 (représenté en vert) et un AC anti-1gG de
lapin couplé & un Alexa568 (représenté en rouge) ont été utilisés comme AC secondaires. Les photos ont
été prises au X40 a I’aide du microscope confocal Olympus FVV1000. A). Photos des canaux séparés et des
overlays. B). Zoom des zones déelimitées par des carrés rouges des photos présentées en A.
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4. Observe-t-on des mutations compensatoires dans le génome des mutants
F181A, F181W et W201F lorsqu’ils sont maintenus pendant de nombreux

passages en culture ?

Lorsque le mutant ORF9p-F181A est maintenu en culture pendant de hombreux passages, une
réversion phénotypique se produit avec une réapparition des syncytia. Le mutant ORF9p-W201F, quant a
lui, qui fusionne peu a passage faible, forme au fil du temps des syncytia de taille similaire au WT.
L’ADN génomique viral a été extrait a partir de cellules MeWo infectées et séquencé par séquencage a
haut débit.

Concernant le mutant ORF9p-F181A, I’ADN génomique viral de trois souches issues
d’évenements de réversion bien distincts, en paralléle d’une souche a un passage assez faible, a été
séquencé. Comme expliqué précédemment, il possede un défaut drastique de croissance/fusion, ce qui
visiblement le pousse a induire de nombreuses mutations spontanées compensatoires dans son génome
(figure 31). Ces mutations touchent principalement les genes codant pour les glycoprotéines. Une
mutation se retrouve dans la séquence du gene codant pour gB, deux dans la séquence du géne codant
pour gE et au total quatre mutations distinctes apparaissent dans la séquence du gene codant pour gH. Il 'y
a également une mutation localisée dans la séquence d’ORF9p, dans le promoteur de la glycoprotéine gL
et dans la séquence de la glycoprotéine gC. D’autres mutations apparaissent dans le régulateur
transcriptionnel IE62, et dans d’autres protéines moins pertinentes comme ORFOp (protéine membranaire),
ORF52p (ADN hélicase) et ORF21p (protéine du tégument). Concernant le mutant ORF9p-W201F,
I’ADN génomique viral de trois souches a été séquence. Il faut noter que le révertant annoté rev2.2 est en
réalité le rev2 maintenu en culture pour une dizaine de passages supplémentaires. Il y a moins de
mutations que pour les révertants du F181A, sachant qu’aucune n’est apparue dans la séguence codante
des glycoprotéines. En effet, les mutations se retrouvent directement dans le gene codant pour ORF9p ou
celui d’IE62. D’autres mutations ont été détectées dans la séquence 3° UTR d’ORF56, dans celle
d’ORF13 (thymidylate synthase) et d’ORF42 (sous-unité 1 de la terminase d’emballage d’ADN).
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Mutants

Protéines

Mutations

F181A rev0 (faible passage)

ORF37p (gH)

Thr736 == lle (30%)

F181A revl ORFOp (protéine membranaire) Suppression du codon STOP (10%)
ORF14p (gC) Gly436 => Cys (10%)
ORF21p (protéine du tégument) Thr83 => Ala (14%)
ORF37p (gH) Ser304 => Phe (20%)
ORF37p (gH) Thr736 == lle (66%)
ORF52p (ADN hélicase) GIn26 => Arg (31%)
Promoteur de gl (101829 bp) C=>T(27%)
ORFG8p (gE) Lys320 => Lys (12%)
ORFG8p (gE) Ser613 == Trp (21%)
F181A rev2 ORF31p (gB) Val810 => Met (32%)
ORF37p (gH) Thr169 => Pro (24%)
ORF37p (gH) Arg833 => STOP (30%)
F181A rev3 ORF9p le221 == Asn (14%)
ORF37p (gH) Ser304 => Phe (15%)
ORF62p (IE62) GIn768 => Arg (11%)
ORF62p (IE62) Arg958 => Gly (11%)
W201F revl ORF9p Thr217 => Ala (30%)
3’ UTR d’ORF56p (12%)
W201F rev2 ORF9p Serl68 => Pro (11%)
W201F rev2-2 ORF9p Serl68 => Pro (28%)

ORF13p (thymidylate synthase)
ORF13p (thymidylate synthase)
ORF42p (sous-unité 1 de la
terminase d’emballage d’ADN)
ORF62p (IE62)

Tyr190 => Cys (10%)
lle215 => Val (14%)
Arg24 => Cys (14%)

Glub33 => Gly (13%)

Figure 31 : Des mutations spontanées compensatoires sont apparues dans I’ADN génomique des
mutants ORF9p-F181A et ORF9p-W201F. Des cellules MeWo NI cultivées pendant 48h ont été mises
en contact avec des cellules MeWo infectées par les virus au phénotype réverté. A partir de ces cultures,
I’ADN viral a été extrait et séquencé par séquencage a haut debit.
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Les mutants de la protéine ORF9p ayant déja été créés avant mon arrivée au laboratoire, la
premiére étape de la caractérisation des mutants a été de prouver qu’il existe chez eux un potentiel défaut
de croissance d0 aux mutations insérées dans cette protéine. Cette étape a été divisée en différentes
expériences. Premiérement, les séries de photos prises toutes les 2h pendant 96h par I’automate
(IncuCyte®) ont permis d’observer la propagation des virus WT, ORF9p-F181A, -F181W et -W201F en
cellules vivantes. Deuxiémement, la superficie des foyers formés aprés 48h d’infection sur des cellules
fixées a la PAF a été mesurée via une macro du logiciel Fiji-Image J. A partir de ces données, un
graphique sous forme de « boite & moustaches » a été réalisé et soutenu par deux tests statistiques (tests
Kruskal-Wallis et de Mann-Whitney). Troisiemement, une courbe de croissance a été realisée en prenant
des photos a 24h/48h/72h/96h d’infection qui ont été analysées de la méme facon que I’expérience

précédente.

Ces expériences nous ont permis de conclure que la mutation F181A réduit fortement la
propagation virale, mais surtout le mutant n’est plus capable de faire fusionner correctement les cellules
infectées pour former des syncytia, méme apres de longs temps d’infection. La mutation F181W favorise
la propagation du virus, la surface des foyers a 48h est légérement augmentée par rapport au virus sauvage,
et la courbe de croissance surpasse celle du virus sauvage aux temps 72h et 96h. Par ailleurs, son
phénotype de fusion semble Iégerement plus prononce par rapport au virus WT. Pour la mutation W201F,
son phénotype de propagation reste inexplicable & I’heure actuelle. La taille des foyers d’infection n’est
pas tres différente du virus sauvage. Par contre, au niveau du pouvoir fusogéne des cellules infectées, nous
avions trés clairement un défaut de fusion dans les flasques de culture, phénotype qui révertait aux
environs du passage numéro vingt. Par contre, dans les expériences avec I’automate IncuCyte®, de
nombreux syncitia étaient visiblement dés 48h d’infection. Il est possible que le taux de confluence des
cellules ou le type de revétement des plaques 6 puits puisse influencer le résultat de I’expérience. Nous
n’avons pas eu le temps de creuser cette hypothése. Pour cette raison, ce mutant n’a pas été représenté
dans les overlays (photo prise en contraste de phase + photo prise en fluorescence représentée en « fire »)

ni dans les courtes vidéos.

Afin de déterminer si la mutation F181W augmente la fusion cellule-cellule, il serait intéressant de
mesurer la surface des syncytia/foyers d’infection formés par le mutant et le virus sauvage, ou encore
mesurer et comparer le nombre de noyaux par syncytia. Afin d’essayer de quantifier 1’effet positif ou
négatif des différentes mutations sur la fusion, nous pourrions également envoyer nos vecteurs
d’expression des mutants d’ORF9p a nos collaborateurs a Stanford (laboratoire du Pr Ann. Arvin). Ce
laboratoire possede deux lignées de cellules (CHO-Dspl et CHO-Dps2) qui expriment chacune une demi
luciférase. La transfection transitoire de la lignée Dspl par des vecteurs d’expression pour gB, gH et gL
lui permet de fusionner avec la lignée Dsp2 et une mesure de I’activité luciférase permet de quantifier la
fusion cellule a cellule. Rajouter un vecteur d’expression pour ORF9p sauvage dans les cellules Dspl

permet d’augmenter la fusion de fagon significative (Julien Lambert, thése de doctorat).
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Il est important de noter qu’une perte de fusion ne signifie pas forcément une perte de particules
virales. Il faudrait faire de la microscopie électronique pour voir s’il y a des particules virales dans les
cellules infectées de type MeWo, ou dans d’autres types cellulaires pour voir s’il y a, par exemple, des
particules virales extracellulaires [60].

Concernant le mutant W169F, il serait intéressant de comprendre pourquoi cette mutation n’est
pas compatible avec la réplication virale. En transfection, la protéine mutée ne semble pas instable ou
dégradée, ce qui aurait pu expliquer pourquoi le mutant ne pousse pas en infection. Il faut réaliser
différentes expériences, comme par exemple, transfecter le BAC ORF9p-W169F-V5 et aprés 72h, réaliser
un extrait total et un WB révélant V5 pour savoir si ORF9p s’exprime ou non dans les cellules MeWo, et
si potentiellement, il y a une différence de pattern par rapport a la protéine sauvage. Avec les mémes
extraits, nous pourrions essayer de détecter les autres protéines virales comme par exemple gE, gB, ou
ORF40p, qui sont des protéines « late », ce qui permettrait de savoir si la réplication de ’ADN est
possible ou non avec ce mutant. Inclure le vecteur d’expression pPCAGGS-ORF9-W169F-V5 dans le test

de fusion par le laboratoire du Pr. Ann Arvin a Stanford pourrait également d’avérer intéressant.

La seconde étape a été de savoir si les mutations F181A, F181W et W201F dans la protéine
ORF9p interférent dans ses interactions avec les glycoprotéines gB, gE, gl et gH. Tout d’abord, des co-1P
de gE et gH en infection dans des cellules MeWo. Pour les co-IP de gE, les résultats ont été repris sous la
forme d’un histogramme soutenu par deux tests statistiques (tests Kruskal-Wallis et Mann-Whitney) qui
prend la moyenne des ratios ORF9p/gE obtenus dans les sept IP réalisées. 1l faut noter que les domaines
WW sont censés lier des domaines riches en proline. La queue cytoplasmique de g de HSV-1 posséde
effectivement un domaine riche en proline, mais celui-ci n’est pas conservé chez VZV. Pourtant, la
mutation F181A réduit drastiguement I’interaction entre ORF9p et gE. A I’inverse, la mutation F181W
favorise cette interaction par rapport au WT, et la mutation W201F ne I’impacte pas. Dans la littérature,
gE est décrite comme essentielle pour la stabilité et I’infectivité du VZV car elle se lie au récepteur IDE,
ce qui favorise I’internalisation des virus et la formation des syncytia [24]. La glycoprotéine gE interagit
également avec gl qui facilite la maturation et la distribution de gE. La mutation F181A provoque une
perte d’interaction entre gE et gl, ce qui pourrait mener a une forme aberrante de gE, et donc
potentiellement a un défaut de croissance du mutant [61]. Des IF de gE-gl-ORF9p ont été réalisées pour

tenter d’appuyer cette hypothése, mais n’ont pas encore pu étre analysées.
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Pour les co-IP de gH, méme si I’AC anti-gH ne fonctionne pas en WB, il semble que la mutation
F181A diminue fortement I’interaction entre ORF9p et gH et la mutation W201F la réduit légerement par
rapport au WT. Le F181W ne semble pas impacter I’interaction entre les deux protéines. Les membranes
des IP gE et gH ont ensuite subi un stripping pour pouvoir révéler la glycoprotéine gB. Les résultats
démontrent que gB peut interagir avec gE, en plus de pouvoir interagir avec gH, chez le WT et le mutant
F181W. Pour le mutant W201F, il semble y avoir peu d’impact sur I’interaction entre ORF9p et gE, ou
entre ORF9p et gB, mais la quantité de gB qui interagit avec gH est plus faible. Ce résultat devrait étre
confirmé et pourrait expliquer le phénotype de fusion observé pour ce mutant, par exemple en étudiant la
colocalisation de gB-gH-ORF9p en IF. Ensuite, pour tenter de visualiser la glycoprotéine gH dans les co-
IP, un tag flag a été ajouté du c6té N-terminal, juste apres le peptide signal via la technique de clonage
« NeBuilder HiFi assembly » dans un vecteur pCAGGS. Un tag HA a été ajouté en C-terminal de gL, et
gB a également été cloné. Tout cela ()CAGGS-gB, pCAGGS-gL-HA, pCAGGS-Flag-gH et pCAGGS-
ORF9p du WT ou des mutants) a permis de réaliser des tests de co-IP en transfection transitoire dans des
cellules lentixX-293. Méme si I’IP flag révele un signal pour flag-gH lors de la révélation par WB, il n’y a
peu, voire pas de différence d’interaction gH-ORF9p entre le WT et les mutants. L’IP du complexe par la
sous-unité gL confirme I’existence d’un complexe gB/gH/gL/ORF9p méme si dans ces conditions, peu de
flag-gH est immunoprécipité. La membrane a ensuite subi un stripping pour pouvoir révéler la
glycoprotéine gB. La proportion entre les formes mature et immature de gB est plus ou moins conservée
par rapport a I’infection, mais dans I’IP, seule la forme immature de la protéine domine. Les résultats
different des résultats obtenus lors des IP en infection. Il aurait peut-étre fallu déposer des extraits infectés
et transfectés en parallele sur le méme gel pour savoir si les protéines migrent a la méme taille, ce qui
pourrait indiquer que le taux de glycosylation n’est pas fort différent. Il aurait aussi peut-étre fallu tenter
de faire une IP avec toutes les glycoprotéines gB/gE/gl/gH/gL. Une autre approche pour tenter de
visualiser gH dans les co-IP a été d’insérer un tag flag ou un tag lié a un linker dans la région N-terminale
de la séquence de gH dans le BAC-VZV-WT/mutants. Les cellules MeWo ont été transfectées, donnant
lieu a des infections productives pour chaque construction. Il faudrait réaliser une IP flag ou gH en

infection.

La troisieme étape a été d’étudier la colocalisation d’ORF9p et ses partenaires, AP-1 et les
glycoprotéines de VZV. Chez PRV, I’exocytose des glycoprotéines seules, des virions complets et des
lights particles dépend de rab6, rab8 et rab11, ce qui correspond a deux cheminements différents (pathway
constitutif d’exocytose via le complexe rab6-rab8 et pathway des endosomes de recyclage via rab8-rab11)
[62]. Or, VZV ne produit presque pas de particules virales dans le surnageant, donc le cheminement
pourrait étre différent. En effet, dans la littérature, il y aurait pour VZV deux voies de production des
particules virales distinctes. La premiére génére de petites vésicules de transport contenant une particule
virale unique, et la seconde génere de larges vésicules de I’endosome qui vont transporter les particules
jusqu’a la membrane plasmique via une liaison de gE au récepteur mannose-6-phosphate (M6PR) présent

dans ces vésicules [63].

58



Des expériences en immunofluorescence, réalisées sur des cellules infectées fixées aprés 48h
d’infection via le microscope confocal a haute résolution Zeiss LSM880, ont tout d’abord montré que la
mutation ORF9p-F181A entraine un défaut d’expression de ces glycoprotéines en surface, contrairement a
la mutation ORF9p-F181W qui semble globalement exprimer plus de glycoprotéines que le virus sauvage.
Ces expériences ont montré que la mutation ORF9p-F181A provoque une accumulation des
glycoprotéines dans des vésicules proches du noyau en absence d’ORF9p. Comme perspectives, il faudrait
tout d’abord étudier la colocalisation entre gB/gE/gH/ORF9p et différents marqueurs cellulaires pour les
différentes vésicules de transport (rab6, rabll et M6PR) pour savoir s’il est possible de détecter les
différentes voies d’export des particules virales sur le WT, puis pour savoir ou sont potentiellement
bloquées les glycoprotéines dans le mutant ORF9p-F181A puis éventuellement dans le mutant ORF9p-
W201F. Il faudrait aussi savoir ou sont accumulées les glycoprotéines qui ne sont visiblement pas toutes
au méme endroit dans les foyers viraux, et savoir si ces glycoprotéines transitent encore par la surface des
cellules. Pour ce faire, une expérience serait de placer les AC directement couplés a un fluorochrome dans
le milieu de culture, et de remettre les cellules dans I’incubateur a des temps croissants, puis de fixer les
lames et réaliser une IF sur des endosomes précoces, tardifs, et de recyclage. Une autre expérience serait

d’infecter des cellules MRC5 pour pouvoir évaluer au FACS la quantité de gB, gE et gH en surface.

Des immunofluorescences réalisées pour étudier la colocalisation entre ORF9p et AP-1 ont révélé
qgue la mutation ORF9p-F181A mene a une perte de colocalisation, alors que la mutation F181W
I’augmente. 1l faudrait étudier la localisation d’ORF9p et des glycoprotéines en transfection pour voir si la
présence de I’une, influence la localisation de I’autre. Il faut ensuite réaliser une CO-IP entre ORF9p, AP-
1 et les glycoprotéines en infection et des IF pour pouvoir affirmer si oui ou non I’interaction directe

ORF9p-AP-1 est cruciale pour la fusion.

Enfin, la quatriéme et derniere étape a consisté en I’identification des mutations spontanées
compensatoires apparues dans I’ADN génomique viral chez les mutants aprés un grand nombre de
passages en culture par séquencage a haut débit. Ces mutations apparaissent pour pallier au mangue de
croissance/fusion, et ont été identifiées principalement dans la séquence des génes codant pour les
glycoprotéines gB, gE et gH chez le mutant F181A. L’idée serait d’envoyer au moins dix échantillons
d’ADN génomique viral provenant de réversions distinctes du mutant ORF9p-F181A et du mutant
ORF9p-W201F, ainsi que du mutant F181W a passage trés élevé qui ne semble pas changer de phénotype
au cours des passages mais pourrait tout de méme accumuler des mutations. Cela permettrait de cibler les
mutations qui apparaissent le plus fréquemment pour choisir celles qui sont potentiellement responsables
de la réversion phénotypique. Ces mutations seront alors introduites dans les BAC-VZV-ORF9p-F181A
ou W201F afin de voir si ce sont bien ces mutations qui révertent le phénotype. Suite a cela, des tests des
co-IP de gE et de gH en infection et des immunofluorescences pourront étre effectués afin de savoir si le

mutant F181A récupere son interaction avec les glycoprotéines et I’expression de ces derniéres en surface.
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ANNEXES

Figure S1 : Template pEP-Kan S2
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Figure S2 : Carte du vecteur pCAGGS
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Figure S3: Photographie d’un puits prise par Iautomate IncuCyte® brute (& gauche) et apreés

traitement par une macro de comptage et mesure des foyers viraux

Halo (pas un foyer) Foyers Deux foyers en un objet



Figure S4 : Calculs des parameétres statistiques pour réaliser le box-plot

WT F181A F181W W201F
1004 2113 657 1619

WT F181A F181W W201F
70226,7261 37909,9102 80053,3316 66287,13012

WT F181A F181W W201F
20102,973 20007,282 20645219 20166,767 VAL MIN
42077,891 25792,569 47470,447 43726,5575QT 1
63255,388  33360,09 70157,063 60707,629 MEDIANE
92333,3293 45132,0115  102723,72 84183,691 QT 2
258962,335 137124,444 410743,368 230901,104 VAL MAX

WT F181A F181W W201F
38900027,8 16154,3852 43790,9419 29025,53931



Figure S5 : Etudes statistiques de la surface des foyers viraux aprés 48h d’infection

i

LDOO—-IC?U‘!J:LL,JM—AL

|k | | |t | d | | | - -
W e~ W N = o

%)
=

x| 1way ANOVA |
4
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 |Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue P<0.0001
5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
6 | Pvalue summary b
T | Do the medians vary signif. (P < 0.05) |Yes
8 | Number of groups 5
9 | Kruskal-Wallis statistic 1671
Mann-Whitney test
Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1 Table Analyzed Data 1
Column B F181A Column C F181W Column D W201F
vs. vs. vs. vs. vs. vs.
Column A WT Column A WT Column A WT
Mann Whitney test Mann Whitney test Mann Whitney test
P value <0.0001 P value <0.0001 P value 0.1899
Exact or approximate P value? Approximate Exact or approximate P value?  Approximate Exact or approximate P value? Approximate
P value summary - P value summary P value summary s
Significantly different (P < 0.05)" Yes Significantly different (P < 0.05)? Yes Significantly different (P < 0.05)" No
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in columnAB 2183529 , 2666526 | Sum of ranks in column A.C 787758 , 584239 | Sumof ranksin columnAD 1333625 , 2092029
Mann-Whitney U 430971 Mann-Whitney U 287258 Mann-Whitney U 783876
Difference between medians Difference between medians Difference between medians
Median of column A 63120, n=1000 Median of column A 63120, n=1000 Median of column A 63120, n=1000
Median of column B 33360, n=2114 Median of column C 70149, n=656 Median of column D 60397, n=1617
Difference: Actual -29760 Difference: Actual 7029 Difference: Actual 2123
Difference: Hodges-Lehmann ~ -26873 Difference: Hodges-Lehmann 7464 Difference: Hodges-Lehmann 1579




Figure S6 : Etudes statistiques de la moyenne des ratios ORF9p/gE des sept IP gE

Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?

F value summary

Data 2

0.0018

Approximate

Tk

Do the medians vary signif. (P = 0.05)" Yes

Mumber of groups 4
Kruskal-Wallis statistic 15.04
Data summary
Mumber of treatments (columns) 4
Mumber of values (total) 28
Table Analyzed Data 2 Table Analyzed | Data 2 Table Analyzed Data 2
Column B F181W Column C F181A Column D W201F
vs. vs. Vs, vs. vs. vs.
Column A WT Column A WT Column A WwT
Mann Whitney test Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0.01M P value 0.0070 P value 0.5350
Exact or approximate P value? Exact Exact or approximate P value? Exact Exact or approximate P value? Exact
P value summary * P value summary . P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)' Yes Significantly different (P < 0.05)" Yes Significantly different (P < 0.05)" No
One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks incolumn AB 33,72 Sum of ranks in columnAC 73,32 Sum of ranks in column AD 47,58
Mann-Whitney U 5 Mann-Whitney U 4 Mann-Whitney U 19
Difference between medians Difference between medians Difference between medians
Median of column A 0.1447, n=7 Median of column A 0.1447, n=7 Median of column A 0.1447, n=7
Median of column B 0.3280, n=7 |  Median of column C 0.06295, n=7 Median of column D 0.1946, n=7
Difference: Actual 0.1833 Difference: Actual -0.09178 Difference: Actual 0.04990
Difference: Hodges-Lehmann 01571 Difference: Hodges-Lehmann  -0.09090 Difference: Hodges-Lehmann  0.04990
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Figure S7 : Calculs des ratios ORF9p/gE des sept IP gE, de la moyenne et de I’écart-type pour

réaliser des statistiques

Moyenne
Ecart-type

WT
0,1053638
0,1193972
0,12502793
0,14473808
0,37279774
0,19477391
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WT
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0,23090633
0,20254667
0,32802033
0,36987854
0,55953479
0,37735704
0,27645651

F181W
0,33495717
0,11922103

F181A

/
0,052954011
0,110070755
0,130565024
0,075284489
0,026701186
0,034129436

F181A
0,065673129
0,041275802

W201F
0,19464175
0,08396069
0,16366322
0,08178571
0,84861043
0,78905899
0,40227207

W201F
0,3662847
0,32757559

VIl



Figure S8 : Liste des tags et des amorces PCR pour le clonage dans le vecteur pCAGGS ou dans le
BAC

Nom Sequence (5'P-3'0H)
Flag (tag) GACTACAAAGACGATGACGACGAC
HA (tag) TACCCATACGAT
His (tag) CATCATCACCATCACCAC
gH_middle GGCTAGGTAGCGTCGAAGTAC
reverse
gH_middle CCGATCCATCGCAGCTTCATG
forward
gHstartRv COTCTCCTTCGTGTGTTGTAGGG
SegkanF AGGATGACGACGATAAGTAGGG
SegKanR GCCAGTGTTACAACCAATTAACC
pCAGGES gH RV | CATGCCATGTGTAATCCCAGCAGTTATGTCAGAGGTATTTTATTATATTCTCG
pCAGGES gH AC | CATGCCATGTGTAATCCCAGCAGTTATCGAAGGCGGGAATTTCCACATAALC
vt Rv

pCAGGS gH Fw

TCACTATAGGGCTCGAGATCGATATGTTTGCGCTAGTTTTAGCGGTGG

pCAGGS gH- TCACTATAGGGCTCGAGATCGATATGTTITGCGCTAGTTTTAGCGGTGGTAATTCTT
Flag_Fw signal | CCTCTTTGGACCACGGCTGATTACAAGGATGACGATGACAAAAATAAATCTTACGT
peptide-Flag AACACCAACCCCTGC
pCAGGS _gH- TCACTATAGGGCTCGAGATCGATATGTTITGCGCTAGTTTTAGCGGTGGTAATTCTT
HA Fw_signal CCTCTTTGGACCACGGUTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAATAAATCTTAC
peptide-HA GTAACACCAACCCCTGC
pCAGGS_gH- | TCACTATAGGGCTCGAGATCGATATGTITGCGCTAGTTTTAGCGGTGGTAATTCTT
His_Fw_signal CCTCTTTGGACCACGGCTCATCATCACCATCACCATAATAAATCTTACGTAACACCA
peptide-His ACCCCTGC
pCAGGS gl- TCACTATAGGGCTCGAGATCGATATGGCATCACATAAATGGTTACTGCAGATGAT
HA Fw signal | AGTTTTTTTAAAAACTATCACAATCGCGTATTACCCATACGATGTTCCAGATTACGC
peptide-HA TTGTCTTCATCTCCAAGACGACACTCC
pCAGGS gl- CATGCCATGTGTAATCCCAGCAGTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATTG
HA Rv GCATACGCGTTGGAACAAACG
Flag-gH- CGACTATGTTITGCGCTAGTTTTAGCGGTGGTAATTCTTCCTCTTTGGACCACGGCT
Kanamycine GATTACAAGGATGACGACGATAAGTAGGG
forward
Flag-gH- TAGAGCGAGTCGCAGGGGTTGGTGTTACGTAAGATTTATTCTTATCGTCGTCATCC
Kanamycine TTGTAATCAGCCGTGGTCCAAAGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC
reverse 1
Flag-linker-gH- | TAGAGCGAGTCGCAGGGGTTGGTGTTACGTAAGATTTATTAGAACCACCTCCGCCCTTATC
Kanamycine GTCGTCATCCTTGTAATCAGCCGTGGTCCAAAGAGCCAGTGTTACAACCAATTAACC
reverse 2

VI




Figure S9 : Photo du gel réalisé lors du screening des colonies bactériennes par PCR (~ 1500 pb) ou
tous les clones tag-gH du WT sont positifs
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Figure S10: Immunofluorescences zoomées de gE, gH et ORF9p étudiées dans des cellules

perméabilisées apreés 48h d’infection du WT et des mutants F181W et F181A

(A) gH ORF9p gE GFP
WT

F181A

(B) gH-gE gH-ORF9p ‘ gE-OF9p gH-gE-ORF9p gH-gE-ORF9p-GFP




Figure S11 : Immunofluorescences de gE, gH et ORF9p étudiées dans des cellules perméabilisées
apres 48h d’infection du mutant F181A (overlays)

gH (vert) — ORF9p (rouge) gH (vert) — gE (rouge) ORF9p (rouge) — gE (vert)

Xl



Figure S12: Immunofluorescences totales de gB, gE et ORF9p étudiées dans des cellules
perméabilisées apres 48h d’infection du WT et des mutants F181W et F181A

(A) gB ORF9p gE GFP
WT e gk

F181W

(B) gB-gE gB-ORF9p gE-ORF9p gB-gE-ORF9p _ gB-gE-ORF9p-GFP

Xl



Figure S13 : Immunofluorescences de gE, gB et ORF9p étudiées dans des cellules perméabilisées
apres 48h d’infection du mutant F181A (overlays)

gB (rouge) — ORF9p (vert) gB (rouge) — gE (vert) ORF9p (vert) — gE (rouge)

X1
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Etude du role de la protéine ORF9p du virus de la varicelle et du zona dans la fusion cellulaire

Le virus de la varicelle et du zona (VZV ou HHV-3) est un Alphaherpesvirus humain a 1’origine
de deux pathologies, la varicelle (chickenpox) et le zona (shingles). La propagation du VZV est assez
différente de celle d’HSV-1 qui génére beaucoup de particules virales infectieuses en suspension dans le
surnageant. Le VZV, lui, se propage presqu’exclusivement par contact cellule a cellule, et provoque une
fusion massive des cellules entre elles, menant in vivo comme in vitro a ’apparition de cellules géantes
plurinucléées, les syncytia. Ce processus est encore mal compris, mais fait intervenir les mémes protéines
que celles impliquées dans I’entrée du virus, la glycoprotéine gB, comportant des boucles de fusion
caractéristiques qui doit étre activée par le complexe gH/gL, mais aussi la glycoprotéine gE qui a été
montrée trés importante pour la propagation virale notamment via un motif d’interaction avec la protéine
cellulaire IDE (insulin-degrading enzyme) et un motif d’interaction avec gl. L’ORF9p, la protéine
tégumentaire majeure du VZV, intervient dans 1’enveloppement secondaire et interagit avec le complexe
cellulaire AP-1 qui régit le trafic protéique et vésiculaire entre la partie trans de 1’appareil de Golgi et
I’endosome de recyclage. Des études menées dans notre laboratoire ont permis de démontrer qu’un virus
portant une mutation ponctuelle sur ORF9p (L231A), empéchant sa liaison avec AP-1, présente un gros
défaut de croissance et des foyers d’infection totalement dépourvus de syncytium. Apres une dizaine de
passages en culture, ce mutant se caractérise par une réversion phénotypique avec une réapparition des
syncytia. Le but de travail est d’étudier le rdle d’ORF9p dans la fusion cellule-cellule pour permettre la

propagation du VZV dans les tissus.

Une analyse des foyers viraux en microscopie a fluorescence a montré que la mutation ORF9p-
F181A diminue la réplication virale et la fusion cellule-cellule, a I’inverse de la mutation F181W qui la
favorise. Ensuite, des expériences en co-immunoprécipitation ont permis de démontrer que la mutation
ORF9p-F181A perturbe la liaison d’ORF9p avec gE et gH, mais aussi la liaison entre gB et gH. Enfin,
des immunofluorescences ont permis de montrer que la mutation F181A provoque un défaut
d’expression des glycoprotéines en surface des foyers viraux. Nous avons également observe, lorsque les
mutants de la protéine ORF9p sont maintenus pendant un grand nombre de passages en culture, une
réversion phénotypique, avec réapparition de syncytia pour le mutant ORF9p-F181A. Des analyses par
séquencage a haut débit ont montré que des mutations spontanées compensatoires apparaissent dans la

séquence codant pour les glycoprotéines gE, gB et gH.

En conclusion, ORF9p est une protéine du VZV trés importante qui intervient dans le trafficking

des glycoprotéines permettant, in fine, la fusion cellule-cellule.
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