Université de Montréal

Etude des fonctions anti-apoptotique et de chaperon moléculaire de la sous-unité R1
de la ribonucléotide réductase du virus de I’herpés simplex de type-2

par

Stéphane Chabaud
Faculté des études supérieures

Theése présentée a la Faculté des études supérieures
en vue de I’obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.)
en biologie moléculaire

Juin, 2004

) .
Grade confar
& complerdu

@
~
~
I~
Q
o
w

2004 NOV. 1 §

Copyright, Stéphane Chabaud, 2004

”/bo 0\{0
8itg go MO






Université f"‘\

de Montréal

Direction des bibliothéques

AVIS

L'auteur a autorisé I'Université de Montréal a reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement a des fins non lucratives d'enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thése.

L'auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d'auteur et des droits moraux qui protégent ce document. Ni la thése ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent étre
imprimés ou autrement reproduits sans I'autorisation de I'auteur.

Afin de se conformer a la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu étre enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n'y a aucun contenu manquant.

NOTICE

The author of this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.

The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’'s permission.

In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any loss of
content from the document.



Université de Montréal
Faculté des études supérieures

Cette these intitulée ;

Etude des fonctions anti-apoptotique et de chaperon moléculaire de la sous-unité R1
de la ribonucléotide réductase du virus de I’herpés simplex de type-2

Présentée par :

Stéphane Chabaud

A été évaluée par un jury composé des personnes suivantes :

Edward Bradley

Président-rapporteur

Yves Langelier
Directeur de recherche

Marie-Josée Hébert
Membre du jury

Louis Flamand
Examinateur externe

Pierrette Gaudreau
Représentant du doyen de la FES



iii
Résumé en francais (561 mots)

Les virus de l'herpés simplex (HSV) établissent une phase de latence dans les
neurones ou ils peuvent étre réactivés par des stimuli pro-apoptotiques. IIs infectent
ensuite les tissus épithéliaux ol ils modulent la réponse immunitaire de 1’héte. La
ribonucléotide réductase (RR), constituée de 2 sous-unités (R1 et R2), est essentielle
a la réactivation du virus dans les neurones qui n'expriment pas leur propre RR. HSV
R1 possede une extension NH2 unique de 400 acides aminés (a.a.) et une cinétique
d'expression plus précoce que celle de R2. Le caractére pro-apoptotique du mutant
R1(A2-357) a permis de découvrir le potentiel anti-apoptotique de R1 contre cette
protéine tronquée mais aussi contre les cytokines TNF et FasL. Mon projet étudie
principalement ce potentiel mais aussi une activité de chaperon moléculaire
découverte au cours de mon stage.

Nous avons démontré que le potentiel anti-apoptotique de R1, qui ne nécessite
aucune autre protéine virale, est spécifique de la voie des récepteurs de mort
cellulaire et agit en amont ou au niveau de l'activation de la procaspase-8. Au cours
d’une infection herpétique, la protection contre la mort cellulaire induit par le TNF
correle avec la cinétique d'expression de R1. L'utilisation d'un mutant viral délété
pour R1 (ICP6A) a permis d'établir que R1 contribue de fagon importante a la
protection contre le TNF des cellules infectées (perte de 50% de la protection contre
le TNF avec ICP6A).

Pour étudier cette fonction nous avons voulu délimiter le domaine anti-apoptotique,
afin de générer un virus mutant défectif pour cette seule fonction. Une série de
mutants de délétions de R1 indique que la région 357-1124 est suffisante et
nécessaire pour assurer la protection contre la mort induite par le TNF. De plus, nous
avons identifié que le domaine de liaison de R2 sur R1 était dispensable pour la
protection contre la mort cellulaire induite par le TNF. Grice a ces données et des
comparaisons de séquences avec CMV R1, qui encode une RR non fonctionnelle
mais posséde un potentiel anti-apoptotique, des mutations ciblées pourront étre
introduites dans R1 pour générer un virus defectif uniquement pour la fonction anti-
apoptotique de R1.

Les premiéres études sur le mécanisme d'action de R1 montrent que son expression
n’a pas d’effet sur les protéines du complexe de signalisation induisant la mort

(DISC), ni sur ’exportation a la membrane des récepteurs de la mort.



v

Des homologies de séquences avec les domaines a-cristallin (aCD) des petites
protéines de choc thermique (sHsp) entre les a.a. 300 et 400 de R1 a permis de
mettre en évidences des propriétés communes entre R1 et les sHsp. Notamment R1
peut former spontanément des structures oligomériques. Comme Hsp27, R1 démontre
une activité de chaperon moléculaire in vitro, a l'opposé de son homologue humain
dépourvu de aCD (et qui ne protége pas contre 'apoptose). Le role de cette activité
au cours de l'infection pourrait &tre soit de protéger les protéines virales du choc
thermique reli€ a la fievre (ICP6A se réplique moins bien a 39.5 °C qu'a 37 °C) soit
de suppléer aux chaperons cellulaires pour permettre une synthése plus abondante de
protéines virales. La contribution du aCD de R1 dans I’apoptose est malaisée a
évaluer : les délétions que nous y avons introduites rendent la protéine insoluble,
suggérant que ce domaine joue un rdle important dans le repliement de la protéine.

Ces travaux permettront une meilleure compréhension du contrle de 1’apoptose par
les HSV.

Mots clés : Virus de I’herpés simplex, HSV, R1, ribonucléotide réductase, apoptose,
TNF, chaperon moléculaire.



Abstract in english (410 words)
Herpes simplex viruses (HSV) establish latency in neurons where they could be
reactivated by pro-apoptotic stimuli. Subsequently, they infect epithelial tissues
where they modulate the host immune response. The 2 subunits (R1 and R2) of
ribonucleotide reductase (RR) are essential for HSV reactivation in neuronal cells,
which lack such an enzyme. HSV R1 possesses a unique NH2 extension of about 400
amino-acids (a.a.) and an earlier kinetic than its R2 partner. The strong cytotoxicity of
R1(A2-357) revealed the anti-apoptotic potential of R1 not only against this truncated
protein but also versus TNF and FasL. This thesis studies this potential and the R1
chaperone activity discovered during this work.
We showed that the R1 anti-apoptotic potential, which does not require other viral
proteins, is specific for death receptor apoptotic pathway and blocks apoptosis at, or
upstream of, procaspase-8 activation. During HSV infection, protection apparition
correlates with R1 expression kinetic. The decrease of protection when we used
ICP6A, a viral R1 defective mutant, indicates that R1 plays an important role in
protection versus TNF in HSV infected cells.
Study of this function implies the generation of a viral mutant defective for this
potential, so we have to delineate the anti-apoptotic domain. A deletion program
indicates that the 357-1124 domain is required for protection. The R2 binding surface
on R1 could be excluded from this region. These data and sequence comparison
between HSV- and CMV-R1 (a RR defective but anti-apoptotic homolog) will allow
to create targeted mutations.
Preliminary studies to define the R1 anti-apoptotic molecular mechanism show that
neither DISC proteins expression, nor receptor localization, is affected by R1.
Sequence homologies between a-crystallin domain (aCD) from small heat shock
protein (sHsp) and a.a. 300 to 400 from R1 lead us to investigate common properties
of sHsp and R1. Notably, R1 spontaneously forms oligomeric structures. R1 has an in
vitro chaperone activity similar to the one of Hsp27 unlike its mammalian homolog,
which lacks aCD and anti-apoptotic function. During an HSV infection, this activity
could be involved in protection of viral proteins from fever heat shock (ICP6A

replicate slowly at 39.5°C than it does at 37°C) or to help cellular chaperones to
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control the quality of the large amount of viral proteins. Contribution of R1 aCD to
apoptosis modulation remains unclear because mutations inside this domain give
insoluble products. This latter observation implies an important role for aCD in R1
folding.

These works give information for a better understanding of HSV modulation of

apoptosis.

Key words : Herpes Simplex Virus, HSV, R1, ribonucleotide reductase, apoptosis,
TNF, chaperone
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Avant propos

Les virus de I’herpes simplex (herpes simplex virus, HSV) sont trés répandus dans les
populations humaines [1, 2]. Leur large distribution a ’échelle de la planéte et leur
persistance sont liées a leur relative bénignité, leur mode de dissémination par
contact, méme en absence de 1ésions visibles [rev. 3], et leur capacité a rester latent
dans les neurones de ganglions sensitifs de I’héte [rev. 4, rev. 5]. Malgré des
recherches intensives sur ces virus, aucune thérapie qui permettrait leur élimination
de I’organisme héte n’a pu étre mise au point a ce jour [rev. 6]. Les divers traitements
existants ciblent, en effet, les phases actives des virus et notamment leur réplication
(acyclovir et dérivés). Afin d’élaborer de nouvelles thérapies, plusieurs groupes de
recherche ont travaillé ces trente derniéres années sur la ribonucléotide réductase
(RR), une enzyme essentielle a la réactivation des HSV dans les neurones [7-12]. En
effet, les neurones étant dépourvus d’activité RR endogéne, le virus doit exprimer sa
propre activité enzymatique pour produire les déoxyribonucléotides essentiels a la
synthese de son matériel génétique.

La mise en évidence de la cytotoxicité d’un mutant de délétion de la sous-unité R1 de
la RR de HSV-2, HSV-2 R1(D2-357) [13] a mené a la description du potentiel anti-
apoptotique de la protéine sauvage [14]. Des études ont été menées pour le
caractériser, découvrir son mécanisme et délimiter les régions de la protéine qui en
¢taient responsables [15]. Lors de I’étude fonctionnelle du domaine N-terminal de
HSV-2 R1, une homologie de séquence entre HSV-2 R1 et la protéine H11 [16]
(également appelée HspB8 ou Hsp22) a conduit & la découverte pour HSV-2 R1
d’une activité de chaperon moléculaire similaire a celle des petites protéines du choc
thermique [17]. Cette activité n’avait pas été décrite ni étudiée a ce jour.

Le présent ouvrage étudie principalement les deux activités qui ont pu étre associées
a HSV R1 en plus de sa fonction ribonucléotide réductase : activité anti-apoptotique

et de chaperon moléculaire.



Chapitre I : Introduction



1.1 Les Virus Herpés

Les virus herpés sont présents chez toutes les espéces animales, y compris les
invertébrés [18]. La centaine de virus connus a été divisée, a fin de classification, en
trois groupes (classes o, B et y) [19] distingués par diverses propriétés biologiques

comme leur tropisme, leur pathogénicité et leur comportement en culture cellulaire.

1.1.1  Description des virus humains

Huit virus herpés ont été identifiés a ce jour chez les humains. Bien qu’aucun de ces
virus ne soit généralement associé, dans une population immunocompétente, a des

maladies graves ou mortelles, tous en ont la potentialité [rev. 20].

1.1.1.1  Caractéristiques et maladies associées

Les virus du groupe o sont caractérisés par un cycle de réplication plus rapide et un
tropisme plus étendu que ceux des deux autres classes. Ils détruisent efficacement les
cellules infectées et se transmettent rapidement en culture cellulaire. Les virus de ce
groupe établissent leur latence dans des ganglions neuronaux. Les HSV (-1 et -2),
décrits plus en détail ci-apres, en font partie, de méme que le virus de la varicelle et
du zona (varicella zoster virus, VZV) [rev. 21] qui provoque la varicelle chez les
enfants, une maladie infantile commune entre quatre et dix ans et dont une des
complications principales peut étre des infections opportunistes aux sites des 1ésions.
Le VZV, qui infecte I’organisme par la voie respiratoire, est dirigé vers le systéme
lymphatique puis chemine avec des lymphocytes jusqu’au niveau de la peau avant
d’entrer dans une phase de latence au niveau de ganglions neuronaux qui peuvent étre
communs a ceux ou s’établissent les HSV [22]. Le zona est la forme récurrente de
cette infection qui se manifeste surtout chez les personnes 4gées ou
immunodéprimées [23]. Ces récurrences sont toutefois moins fréquentes que celles
des HSV. Les lésions apparaissent dans ou au voisinage des régions innervées par les

neurones ou a été établie la latence apres la primo-infection. La douleur qui traduit la



destruction de tissus nerveux [rev. 21] est parfois intense et peut se prolonger sur plus
d’une année (neuralgie post-herpétique ou PHN [24]).

Les virus du groupe f§ ont un tropisme moins large et un cycle de réplication
relativement long, ils induisent une augmentation de la taille des cellules
(cytomégalie) et 1’infection progresse lentement en culture cellulaire. Ces virus
etablissent une phase de latence dans des glandes sécrétrices, des cellules lympho-
réticulaires (amygdales, rate, appendice,...) ou dans le rein. Ce groupe comprend le
cytomégalovirus (HCMV) responsable de sérieuses infections congénitales chez le
feetus (30 000 naissances affectées aux Etats-Unis dont 3 000 déces) [rev. 25] et qui,
chez les enfants ou les adultes, donne des infections asymptomatiques mais peut
parfois provoquer des mononucléoses. Les virus herpés humains (human herpes
virus, HHV) -6 (sous type A et B) [rev. 26, rev. 27], agent responsable de la roséole
infantile, ou HHV-7, généralement sans symptdmes et trés peu étudié, en font
également partie. Ces deux derniers virus présentent une grande homologie entre eux.
Bien que HHV-6/HBLV (herpes B-lymphotropic virus) ait été isolé a partir de
leucocytes de patients séropositifs pour le virus de I’immunodéficience humaine
(human immunodeficiency virus HIV) associé au SIDA [28], aucune évidence ne
permet de croire que I’évolution clinique de 1’un puisse influencer celle de I’autre
[rev. 29].

Enfin les virus du groupe y ont un tropisme également étroit. Ils ciblent
principalement les cellules lymphoblastiques et produisent peu de particules
infectieuses lors de leur cycle lytique. Ce groupe comprend le virus d’Epstein Barr
(EBYV) tres fréquent dans la population (plus de 90% de la population mondiale est
infectée) et le HHV-8. L’EBV est responsable principalement de mononucléoses
infectieuses. Bien qu’il soit capable d’immortaliser des lymphocytes B in vitro et in
vivo, il est treés rare de retrouver ces lymphocytes B circulant dans le sang de
personnes infectées. Cet événement ayant une faible probabilité, les cellules sont
rapidement éliminées par le systéme immunitaire. Dans un contexte d’infection
chronique, il peut provoquer le lymphome de Burkitt [rev. 30]. La malaria agit
comme un co-facteur important dans le développement de la maladie [31].

L’¢éradication du paludisme en Papouasie Nouvelle-Guinée corréle en effet avec la



disparition du lymphome de Burkitt dans cette zone. L’EBV peut également
provoquer le carcinome naso-pharyngé [rev. 32]. La carcinogenése associée a ce virus
se développe principalement dans les populations d’Asie du sud-est et le facteur
déclenchant pourrait €tre lié¢ a I’alimentation ou au mode de vie. Le syndrome de
fatigue chronique et la sclérose multiple pourraient également étre liés a ce virus.
HHV-8 (ou Kaposi’s sarcoma associated herpes virus, KSHV) est responsable du
sarcome de Kaposi chez les personnes trés dgées ou immunodéficientes [rev. 33]. Ce
virus est trés rare dans les populations et généralement retrouvé dans des groupes
cibles comme les personnes infectées par le HIV. L’évolution clinique de I’infection

par HHV-8 dépend pour beaucoup de 1’évolution clinique de 1’infection HIV.

1.1.1.2  Les virus de I’herpés simplex (HSV)

Les HSV sont des virus communs. La proportion de personnes atteintes peut varier
beaucoup selon les groupes étudiés [34-37]. Il existe deux types de HSV. Le type-1
généralement associé a I’herpés labial et le type-2 a ’herpés génital. Toutefois, il est
de plus en plus fréquent de retrouver le virus de ’herpés simplex de type-1 au niveau
des lésions génitales [38-40]. La primo-infection & HSV-1 survient en général dans le
cadre familial dés la petite enfance (entre 0 et 5 ans) [41]. Son temps d’incubation est
de 3 a 10 jours et elle se traduit par une stomatite banale ou reste inapparente. Les
stomatites aphteuses et les pharyngites qui peuvent néanmoins en résulter guérissent
en 2 a 3 semaines. Les épisodes récurrents guérissent spontanément en 8 a 10 jours
[41]. La primo-infection HSV-2 est surtout génitale et prend place au début de la vie
sexuelle active. La période d’incubation de HSV-2 varie de 2 a 7 jours [41]. Si elle
est souvent inapparente, lorsqu’elle se manifeste, elle est plus grave que lors des
récurrences. Ces lésions, trés contagieuses, se résorbent en 2 a 3 semaines [41]. Les
épisodes récurrents sont plus fréquents que pour HSV-1. Les anticorps neutralisants
apparaissent aprés 4 a 7 jours. En absence de traitement, la guérison survient 7 4 10
jours apres le début de I’infection. L’infection par les HSV est caractérisée par la
primo-infection suivie de la phase de latence puis de réactivations qui peuvent

survenir tout au long de la vie du patient. Les HSV sont responsables de 1ésions



récurrentes induites par la réplication du virus aprés sa réactivation sous 1’effet de
stress physiologiques (Fig.1A). Dans certains cas, HSV-1 peut induire des 1ésions
proches du site de la primo-infection en général au niveau des 1évres ou autour de la
bouche (feux sauvages). L’infection récurrente peut dans des cas plus sévéres
s’étendre dans la bouche (gingivostomatite aigu€) ou au niveau des yeux [42] ol elle
peut alors conduire a la cécité. Elle peut aussi produire des méningites et encéphalites
potentiellement mortelles [rev. 43, 44, 45]. Toutefois, ces cas graves sont rares et en
général les récurrences sont bénignes. Pour HSV-2, les récurrences se produisent
généralement au niveau des organes génitaux. Elles peuvent étre plus douloureuses et
plus traumatisantes que celles de HSV-1, surtout si elles sont fréquentes. Elles sont
susceptibles d’entrainer des infections secondaires par Staphylococcus aureus,
Streptococcus, Trichomonas et Candida albicans. Lors de 1’accouchement, une mére
peut transmettre le virus a son enfant. On parle alors d’herpés néonatal qui est mortel
dans la moiti€ des cas et provoque des séquelles neurologiques chez les rescapés [rev.
46]. Toutefois, un accouchement par césarienne ou un traitement a base d’acyclovir
ou de ses dérivés peuvent prévenir une transmission du virus de la mére & I’enfant
[47, rev. 48]. De plus, la séropositivité pour HSV-2 est également associée & un plus
grand risque de transmission du HIV [rev. 49, rev. 50].

Chez les personnes immunodéficientes les conséquences d’une infection herpétique
peuvent étre plus séveres, en induisant de graves lésions épithéliales ou des infections
généralisées (foie, rate, poumons, systéme nerveux central) pouvant étre fatales.

La structure du virion (Fig.1B et C) est constituée de couches successives de matériel
protégeant le génome viral et favorisant son entrée dans la cellule héte. L’enveloppe
externe du virus dérive de la membrane nucléaire ou du compartiment post-Golgi
(voir cycle lytique ci-aprés). La bicouche lipidique contient de trés nombreuses
glycoprotéines virales (onze glycoprotéines de surface ont été identifiées pour HSV-1
et -2) [51]. Ces glycoprotéines virales influencent la capacité d’infection des virus
herpés au cours des premiéres étapes : adsorption, fusion et pénétration. Cette

enveloppe est sensible aux détergents, aux solvants et a la chaleur. L’altération de
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Figure 1 : Structure du virus de I'herpes simplex : A) Schéma illustrant la latence
et la réactivation des HSV. (D'apres les illustrations proposées sur le site internet du
docteur E.K. Wagner : http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/) B) Schéma de la
surface externe d'une particule virale de HSV: l'enveloppe est représentée en gris
clair et les glycoprotéines en gris foncé. C) Schéma des éléments constitutifs de la
particule virale de HSV. Le pdle proximal est indiqué par pp, le pole distal par dp (B
et C d'aprés Grunewald ef al. 2003).



I’enveloppe atténue la capacité d’infection du virus expliquant que ceux ci se
transmettent essentiellement par des contacts humains trés étroits. Ensuite vient le
tégument qui entoure la capside [52]. Il s’agit d’une couche asymétrique [53] et
informe de protéines dont certaines jouent un réle trés important dans la réplication
du virus (vhs, virus host shut-off, et a-TIF, o trans-inducing factor, par exemple).
Enfin, la capside virale comprend 162 capsoméres. Elle présente une structure
icosaédrique de 100 nm de coté environ. Elle renferme un brin d’ADN bicaténaire.
Cet ADN est enroulé sur lui-méme, protégé et accroché aux protéines de la capside
par un manchon de nucléoprotéines de structure fibrillaire [54-57]. Les HSV ont un
génome constitué d’une molécule d’ADN double brin d’environ 150.000 paires de
bases. Quatre vingt cinq génes ont été identifiés a ce jour. Ils ont été répartis en trois
groupes sur la base de leur profil d’expression au cours du cycle lytique, les génes
tres précoces (ou IE pour « immediate early » ou encore a), les génes précoces (ou E
pour « early » ou encore (), et enfin les génes tardifs (ou L pour « late » ou encore y).
Du fait de leur trés grande similitude de taille et de structure, les virus herpés sont
impossibles a distinguer en microscopie électronique et pour obtenir un diagnostic

précis, on doit s’appuyer sur des marqueurs moléculaires ou biochimiques.

1.1.2 Latence et réactivation des HSV

Aprés une primo-infection au niveau épithélial, les virus vont subir un transport
rétrograde a travers I’axone des neurones innervant la zone infectée pour rejoindre
leurs corps cellulaires [58]. Par la suite au cours de la vie de I’individu infecté, le
cycle des HSV se caractérisera par I’alternance de phases de réactivation (ou la
réplication virale produit des lésions dans les tissus périphériques) et de phases de
latence (ou le virus reste tapis dans le corps cellulaire des neurones hétes) (Fig.1A).
HSV-1 reste latent dans les neurones des ganglions trijumeaux et HSV-2 dans les
ganglions sacrés. La phase de latence est caractérisée par la persistance du matériel
génétique viral sous forme épisomale. L’ADN viral est circularisé et se lie a des
histones [59-61]. Au cours de cette phase, seuls les transcrits associés a la latence

(LAT, latency associated transcript), dont le cadre de lecture chevauche celui de a0



(ou ICPO, infected cell protein 0), sont transcrits sans expression d’aucune protéine
virale [5]. L’induction du cycle lytique ou de I’entrée dans une phase latente pourrait
dépendre au moins en partie de cette particularité. En effet, ICPO inhibe la réparation
de I’ADN et donc la circularisation de I’ADN viral [62], permettant I’entrée dans le
cycle lytique. Si des facteurs cellulaires permettant I’expression de ICP0 ne sont pas
présents rapidement, les LATs pourraient étre exprimés et donc empécheraient
I’expression d’ICP0. Toutefois des résultats récents indiquent que la régulation
pourrait étre plus complexe, les niveaux d’ARNm des autres protéines IE étant
également affectés par I’expression des LATs. [63].

Le passage de la phase de latence a une infection productive (ou cycle lytique) se fait
par le processus de réactivation, suite a des stress physiologiques trés divers [64-68].
Si certaines observations laissent a penser que les neurones hotes sont détruits au
cours de la réactivation des HSV [51], aucune démonstration directe n’a été faite et ce
point reste sujet & controverse. En effet, d’autres observations tendent a suggérer que
les neurones ou se produit la réactivation sont préservés (notamment, absence de
désensibilisation des zones atteintes). Les particules virales migrent alors le long de
I’axone (transport axonal antérograde) puis infectent le tissu cutané ou le virus
parvient a moduler la réponse immunitaire de 1’hdte pour permettre une réplication
virale efficace [69]. Au cours du cycle lytique qui a lieu dans les neurones suite a la
réactivation, le profil d’expression des genes différe de celui observé pour le cycle
lytique dans les tissus épithéliaux notamment avec 1’expression de protéines précoces
durant la phase trés précoce [70, 71]. Le cycle lytique des HSV (Fig.2) se caractérise
par une cascade d’activation de génes bien régulée [72-74, rev.l 75]. Apres
I’adsorption et I’entrée du virus, la nucléocapside migre dans le cytoplasme jusqu’au
noyau de la cellule ou le matériel génétique du virus entre par un pore nucléaire. La
protéine vhs contenue dans le tégument est également relachée et va détourner la
machinerie de 1’h6te en faveur du virus. Une autre protéine virale contenue dans le
tégument, a-TIF (ou VP16), active I’expression des génes trés précoces en se liant 4
des séquences consensus TAATGARAT [76-78] avec la protéine cellulaire oct-1. Ces
geénes trés précoces sont : ICPO [79], ICP4 [80] et ICP27 [81] qui activent

I’expression de génes viraux ; ICP47 qui interfére avec la présentation d’antigénes
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Figure 2: Cycle lytique des HSV : Apres ’adsorption et I’entrée du virus (1-3), la
nucléocapside migre dans le cytoplasme jusqu’au noyau de la cellule ot le matériel
génétique du virus entre par un pore nucléaire (5a, 6-7). La protéine vhs contenue dans
le tégument est également relachée et va détourner la machinerie de I’hdte en faveur du
virus (5¢). Une autre protéine virale contenue dans le tégument o-TIF va activer
I’expression des génes tres précoces (5b, 8-9). Les génes précoces sont ensuite activés
(10-11). Par la suite, les génes tardifs sont exprimés il s’agit d’environ 30 protéines de
structure du virus ainsi que des protéines empaquetées dans le tégument comme vhs et
o-TIF (14-15, 17). Le génome viral est encapsidé (18) puis ressort du noyau en
bourgeonnant a partir de la membrane interne de I’enveloppe nucléaire. Finalement les
nouveaux virions sortent de la cellule infectée (19-23).
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[82]; ICP22 un facteur de transcription relié au cycle cellulaire et dont le role est
imprécis mais ne semble pas étre essentiel pour I’infection dans plusieurs types de
cellules [83]. L’expression de ces polypeptides ne nécessite pas la synthése de
protéines virales et elle atteint un pic entre 2 et 4 heures aprés I’infection [51]. La
polymérase d’ARN de type II (ou B) est utilisée par le virus [84].

Les genes précoces sont ensuite activés pour atteindre leur maximum d’expression
entre 5 et 7 heures aprés I’infection [S1]. II s’agit de génes codant pour des protéines
-impliquées dans la réplication du génome viral. Ils peuvent étre séparés en génes
indispensables in vitro et ceux qui sont accessoires. La réplication in vitro du
génome des HSV nécessite une polymérase d’ADN (UL30), une protéine de liaison a
I’ADN spécifique des simples brins (UL29, appelée également ICP8), une protéine
qui lie ’ADN viral a proximité des origines de réplication (UL9), une protéine
permettant la processivité de la polymérase en se liant a I’ADN simple brin (UL42) et
enfin trois protéines ULS, UL8 et UL52 qui forment un complexe analogue a la
primase et capable de fonction hélicase. D’autres protéines, non essentielles in vitro,
sont également synthétisées durant cette phase : la thymidine kinase, une dUTPase,
une exonucléase alcaline, une uracyl-ADN glycosylase et les deux sous-unités de la
RR : UL39 pour la sous-unité R1 (ICP6 pour HSV-1 et ICP10 pour HSV-2) et UL40
pour la sous-unité R2. La syntheése de ’ADN viral s’effectue majoritairement entre
trois et quinze heures aprés 1’infection [85-88]. Il est & noter qu’une topoisomérase
cellulaire (p170) est utilisée par le virus pour la réplication de son matériel génétique
[89]. La réplication se fait par un mécanisme de cercle roulant, I’ADN étant ensuite
découpé en unité de génome.

Par la suite, les génes tardifs sont exprimés. Il s’agit d’environ 30 protéines de
structure du virus ainsi que de protéines incluses dans le tégument comme vhs et
VP16 [51]. Le génome viral est empaqueté dans des capsides pré-assemblées. Les
génomes incomplets sont éliminés a cette étape : la capside qui les protégent est
retenue dans le noyau de la cellule hote, probablement du fait d’interactions
anormales entre protéines du tégument et de la capside [90]. Les capsides ressortent
du noyau en bourgeonnant a partir de la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire

[91](Fig.2). Le mécanisme employé par le virus pour sortir de la cellule fait I’objet de
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controverse. Deux théses présentant des arguments sérieux sont en concurrence : soit
il traverse le réticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi sans changer
d’enveloppe et la maturation de ses protéines d’enveloppe se fait in situ [92, 93], soit
le virus fusionne avec la membrane du réticulum endoplasmique et se dote d’une
nouvelle enveloppe au niveau de I’appareil de Golgi avant de sortir de la cellule [53,

94, 95].
1.13 Nucléosides anti-HSV et leur efficacité

Plusieurs composés ont été développés pour traiter les patients atteints par les HSV.
Parmi les plus efficaces, le plus ancien d’entre eux est ’acyclovir (ACV) [rev. 96, 97,
98]. 1l s’agit d’un analogue acyclique de nucléoside. Son nom dans la nomenclature
est le 9-(2-hydroxyethoxymethyl)-guanine. Commercialement il est principalement
connu sous le nom de Zovirax. Ce composé posséde une excellente sélectivité pour
les virus.herpés de la classe a (HSV-1 et -2 et VZV). Sa spécificité et son activité
dans les cellules infectées sont liées a son activation par la thymidine kinase virale et
a une sensibilité a I’ ACV-triphosphate plus élevée de la polymérase 3 ADN virale par
rapport a la polymérase cellulaire. L’incorporation d’ACV-monophosphate conduit a
I’inactivation spécifique de ’enzyme virale en mettant fin 4 la synthése de la
molécule d’ADN. L’ACV peut également étre utilisé pour traiter des infections a
EBV ou CMV. Toutefois dans les cellules infectées par ces virus la spécificité et
I’activité du produit différent de celles trouvées pour les virus de la classe a.
Toutefois, comme pour beaucoup de traitement des souches résistantes sont apparues
et d’autres molécules basées sur le méme principe ont été mises au point comme le
valacyclovir [99, 100], qui est métabolisé en acyclovir que 1’on peut retrouver chez la
femme enceinte dans le lait maternel mais & des doses toutefois inférieures a celles
utilisées dans le cadre thérapeutique [101], I’iodoxuridine [102], la trifluorothymidine
[103] et la vidarabine [103]. Les traitements pour HSV, tels que recommandés par

une étude récente, sont présentés dans le tableau suivant [104] :
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Tableau 1 : Traitements anti-HSV

Infection
HSV non génital
(primo-infection ou

récurrence)

HSV génital (primo-

infection)

HSV génital

(récurrence)

HSV (pour limiter les

récurrences)

Primo-infection HSV
sévere ou encéphalite

HSV

1.2 L’apoptose

Traitement

Acyclovir (200 mg prise orale 5 fois par jour pour 5 a 10
jours) ou Acyclovir (5% application locale 5 fois par jour
pour 5 jours) (herpes labial) ou Acyclovir (3% pommade
ophtalmique 5 fois par jour pour 14 jours) (kératite)
Acyclovir (200 mg prise orale 5 fois par jour pour 54 10
jours) ou Valacyclovir (500 mg prise orale deux fois par
jour pour 5 a 10 jours)

Comme pour une primo-infection de HSV génital ou
Famcyclovir (125 mg prise orale deux fois par jour pour 5
jours)

Acyclovir (200 mg prise orale 3 fois par jour ou 400 mg
prise orale deux fois par jour jusqu’a 6 mois) ou
Valacyclovir (500 mg prise orale 1 a 2 fois par jour jusqu’a
6 mois) ou Famcyclovir (250 mg prise orale deux fois par
jour jusqu’a 6 mois)

Acyclovir (5 a 10 mg/kg injection intraveineuse 3 fois par
jour pour 7 a 21 jours). Un traitement a long terme a
I’acyclovir peut étre rendu nécessaire par des encéphalites

récurrentes.

Des le développement de I’embryon et jusqu’a la mort, I’apoptose est un mécanisme
crucial pour tous les organismes supérieurs. En éliminant des cellules lors de la
croissance de I’embryon, elle contribue a modeler le corps des étres vivants. Elle

concourt ¢galement a éliminer les neurones non fonctionnels et permet la sélection
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des connections synaptiques adéquates. Plus tard, elle permet d’éliminer les
lymphocytes inadaptés (AICD, activation-induced cell death) [105], de maintenir
I’homéostasie [rev. 106, rev. 107] et contribue a la défense de I’organisme en
¢liminant les cellules déviantes ou infectées. Une modification de la balance des
divers facteurs qui constituent les voies apoptotiques peut conduire a une
prolifération excessive des cellules et éventuellement & des cancers ou au contraire a
des maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), des maladies d’auto-
immunité (arthrite rhumatoide) ou d’immunodépression (SIDA).

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, se distingue de la nécrose par un trés
haut degré d’organisation et de régulation. La nécrose conduit généralement a un
processus inflammatoire alors que 1’apoptose n’induit pas une telle réponse [rev.
108]. Les cellules sont véritablement détruites de ’intérieur et disparaissent
rapidement ce qui a longtemps retardé la découverte de ce mécanisme [rev. 109].
Dans un premier temps, la morphologie cellulaire va changer avec la formation de
structures en bulles, un arrondissement des cellules (probablement lié & une
désorganisation des filaments d’actine), une réduction du volume cytoplasmique, la
fragilisation de la membrane des mitochondries, facilitant la libération de divers
facteurs. La chromatine va se condenser et I’ADN va étre fragmenté au niveau des
nucléosomes, puis le noyau va se disloquer. Ultimement la cellule va disparaitre en

corps apoptotiques éliminés principalement par les macrophages.

1.2.1  Mécanismes généraux

Un certain nombre de mécanismes ont été décrits comme entrant en jeu dans la
plupart des voies apoptotiques [rev. 110] (Fig.3 et 4). Suite a4 un stimulus pro-
apoptotique, une cascade de protéases spécifiques est activée dans la cellule. Ces
protéases sont appelées caspases (cysteinyl aspartic acid proteases) [rev. 111]. Les
caspases sont produites sous formes de proenzymes qui doivent étre clivées pour
devenir actives (ex : Fig.5A pour la procaspase-8). Lors de leur synthése, elles
comprennent un prodomaine, court pour les procaspases-3,-6 et -7, plus long pour les

autres, une grande sous-unité qui porte 1’activité catalytique (17-21 kDa) et enfin une
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petite sous-unité (10-14 kDa) nécessaire a cette activité [112, 113]. Ces protéases
coupent alors les protéines au niveau d’acides aspartiques contenus dans une
séquence consensus cible, définie pour chaque caspase. On peut classer les caspases
impliquées dans 1’apoptose en 2 groupes : les caspases initiatrices ou apicales,
comme la caspase-8 (aussi appelée FLICE, MACH ou Mch 5) et la caspase-9 (ICE-
LAP 6 ou Mch 6), dont le réle principal est d’activer d’autres caspases, et les
caspases effectrices, comme la caspase-3 (CPP32, Yama, apopain), qui vont agir sur
des cibles plus en aval (caspases ou autres).

Les voies apoptotiques différent selon la nature de I’inducteur et le type de cellule
rendant tres complexe leur étude. Deux grandes voies peuvent néanmoins étre
distinguées : la voie mitochondriale ou voie intrinséque, et la voie des récepteurs de
mort cellulaire ou voie extrinséque. Il existe des passerelles entre ces deux voies et
dépendamment du stimulus et du type cellulaire, il peut étre délicat de les séparer.

D’autres voies, plus mineures, ont également été décrites.

1.2.2 La voie mitochondriale

La voie mitochondriale semble étre une des plus communes quelque soit le type
cellulaire. Elle a été¢ abondamment décrite [rev. 114]. Sous I’effet de stimuli trés
divers (irradiations aux rayons ultraviolets, dommages chimiques, etc..), des protéines
de la famille Bel (« Bcl-like » : Bax, Bak, Bad etc.. ou « BH3 only » : Bid, Bik etc..)
agissent indépendamment ou complexées sur la mitochondrie [115, rev. 116] (Fig.4).
Des pores de transition de perméabilité (PT, permeability transition), formés
principalement de transporteur de nucléotide a adénine (ANT, adenine nucleotide
transporter) a la membrane interne et de canaux a anions a ouverture dépendante du
voltage (voltage dependent anion channel, VDAC) situés a la membrane externe de
la mitochondrie, vont s’ouvrir entrainant sa dépolarisation par un mécanisme encore
mal défini et la libération d’un certain nombre de facteurs pro-apoptotiques comme le
cytochrome C. Ce dernier va alors se lier avec 1’adaptateur Apaf-1 (apoptosis
associated factor-1) et la procaspase-9. Ces deux derniers s’associent via un domaine

homologue appelé CARD (caspase recruitment domain). En présence de dATP (ou
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d’ATP mais moins efficacement), ce complexe, nommé apoptosome, entraine
’activation par clivage de la procaspase-9 (Fig.4) qui a son tour va couper la
procaspase-3 pour I’activer. La caspase-3 va alors dégrader ses substrats comme par
exemple ICAD/DFF45, une protéine qui lie I’endonucléase CAD/DFF40 (caspase
associated dnase) responsable de la fragmentation de 1’ADN. Il existe également des
voies indépendantes des caspases [117] qui sont activées notamment par le facteur
AIF (apoptosis inducing factor) relaché par les mitochondries [118] (Fig.4). Divers
régulateurs négatifs existent pour cette voie : les protéines de la famille de Bcl-2
(comme par exemple Bcel-x1) [rev. 116] qui empéchent la dépolarisation de la
membrane mitochondriale et les IAP (inhibitor of apoptosis protein) qui inhibent le
clivage des procaspases -9, -3 et -7 (pour c-IAP1 et 2). Les IAP sont des protéines qui
comprennent plusieurs domaines : un a trois domaines appelés répétition de IAP de
baculovirus (BIR, baculovirus IAP repeat) [rev. 119, rev. 120] (Fig.4) qui leur
permettent de lier les caspases et de les inactiver, un domaine CARD et un domaine
de liaison en doigt de zinc (ZF, zinc finger). Ces deux derniers domaines peuvent étre
absents chez certains IAP. Le domaine ZF permet I’ubiquitination des caspases et
leur dégradation ultérieure par le protéasome [rev. 120, rev. 121] alors que le
domaine CARD pourrait permettre une action des IAP au niveau de I’apoptosome.
D’autres mécanismes trés variés existent également comme, par exemple, la
séquestration par la protéine 14.3.3 de Bad phosphorylé par AKT/PKB sur la sérine
136. Cette liaison empéche alors Bad de se lier a Bel-xg, pour inactiver sa fonction

protectrice.

1.2.3  La voie des récepteurs

La voie des récepteurs a €galement été trés étudiée [rev. 122, rev. 123, rev. 124]
(Fig.3 et 4). Une quinzaine de récepteurs de mort cellulaire de la famille des
récepteurs du TNF (tumor necrosis factor) ont été identifiés a ce jour. Plusieurs sont
bien connus; dans la suite du texte nous parlerons essentiellement de TNFR-1/p55 et
Fas/Apo-1/CD95. Ils se caractérisent par un domaine extracellulaire composé de

régions riches en cystéine (de 1 a 6), un domaine transmembranaire et par un
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domaine intracellulaire portant une région appelée death domain (DD). Situés a la
membrane plasmique des cellules, ils sont regroupés dans des micro-domaines
appelés radeaux lipidiques [125], soit sous forme monomérique soit sous forme
trimérique [126, 127]. Le récepteur TNFR-1 non activé n’induit pas de signalisation
cellulaire méme sous forme multimérique car SODD (silencer of DD), une protéine
qui entre en compétition avec les protéines dénommeées adaptateurs pour la liaison au
récepteur, empéche le déclenchement de la cascade qui aboutit a la signalisation
cellulaire [128]. Les ligands des récepteurs de mort cellulaire sont, pour la plupart,
des protéines transmembranaires qui doivent étre, en général, maturées par protéolyse
[129]. Une fois libérés ils vont agir sur leurs récepteurs. Le ligand de Fas (FasL) et la
forme membranaire du TNF (mTNF qui se lie surtout 8 TNFR-2 [rev. 130]) peuvent
toutefois agir sous forme transmembranaire. La fixation du ligand provoque la
trimérisation (ou ’oligomérisation de triméres) qui entraine un changement de
conformation permettant pour le TNFR-1 la libération de SODD et le recrutement des
molécules adaptatrices.

Les récepteurs du TNF, et dans une moindre mesure Fas [rev. 131], ont un large
spectre de fonctions. Ces fonctions sont impliquées principalement dans la
prolifération cellulaire, la survie et la mort cellulaire par apoptose, la différentiation
cellulaire, I’inflammation et la réponse contre les micro-organismes (infections

virales, bactériennes, fongiques et parasitaires) [rev. 132].

1.2.3.1  Dualité de la signalisation apoptotique via les récepteurs

Parmi ces fonctions, la modulation de I’apoptose nous intéressera plus
particuliérement. Comme indiqué ci-dessus, 1’activation des récepteurs de mort
cellulaire ne conduit pas exclusivement a la mort des cellules ainsi activées. En effet,
la large distribution de ces récepteurs parmi les cellules de 1’organisme implique un
systéme de régulation négative efficace de leur fonction pro-apoptotique pour limiter
la destruction aux seules cellules qui doivent étre éliminées. L’ activation du TNFR-1
permet a la fois le déclenchement de cascades anti-apoptotique (Fig.3) et pro-

apoptotique (Fig.4). Récemment les mécanismes moléculaires sous-jacents a la
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signalisation induite par le TNF-o ont été décrits : suite & I’activation du TNFR-1, il y
a formation séquentielle de deux complexes appelés complexe-I et -II [133]. Le
complexe-II, pro-apoptotique, ne se forme qui si la cellule échoue a former
rapidement le complexe-I, anti-apoptotique ou si ce dernier est déstabilisé. Aussi pour
expliquer comment une réponse cellulaire est privilégiée plutdt qu’une autre, il est
possible d’envisager que le TNFR-2, jusqu’ici peu détaillé, joue un rdle. La
stimulation de TNFR-2, préalablement a celle de TNFR-1, permettrait le recrutement
a TNFR-2 de divers facteurs essentiels pour la réponse anti-apoptotique. Ces
molécules seraient ainsi piégées et empéchées d’interagir avec TNFR-1 favorisant la
formation du complexe-II [134, rev. 135]. La co-stimulation des deux récepteurs
préserverait la balance intracellulaire entre les signaux de vie et de mort alors que la
stimulation préalable de TNFR-1 pourrait permettre la prolifération. Il se peut aussi
que les cellules cibles doivent se trouver dans un environnement ou la concentration
locale en cytokines soit trés élevée. Cette stimulation trés forte et prolongée
permettant d’outrepasser la signalisation anti-apoptotique. Des stimulations

conjointes avec le TNF-a et I'interféron y (IFNy) notamment, permettent également

d’éliminer spécifiquement les cellules cibles [136-141].
1.2.3.2  Signalisation anti-apoptotique

L’adaptateur TRADD (TNFR associated DD protein) qui a remplacé SODD va
recruter TRAF-2 (TNFR associated factor-2) et RIP (receptor interacting protein),
une protéine kinase contenant un DD, pour former un premier complexe de
signalisation [133](Fig.3). Ce complexe-I est capable d’activer plusieurs voies. Nous
décrirons celle du facteur nucléaire p65/p50 (NF-kB, nuclear factor-kB) et de
JNK/SAPK (jun N-terminal kinase/stress associated protein kinase) [rev. 142].
TRAF-2 et RIP activent les kinases TAK-1 (TGF-B activating kinase), MEKK3
(mitogen activated protein kinase (MAPK/ERK) kinase (MAPKK/MKK/MEK)
kinase) ou NIK (NF-xB inducing kinase) [rev. 143] qui permettent la phosphorylation
de IxB (inhibitor of NF-xB) par IKK (/xB Kinase) et la dissociation du complexe
IxB/p65/p50. IkB est alors ubiquitiné et dégradé par le protéasome. NF-xB peut alors
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étre transloqué au noyau et agir sur ses cibles. Ceci notamment en induisant
’expression de c-FLIP (cellular-flice inhibitory protein, également appelée FLAME-
1, I-FLICE, Casper, CASH, MRIT, CLARP ou usurpin) [rev. 144] qui empéche la
fixation de la procaspase-8 a 1’adaptateur FADD/MORT1 (Fas associated DD
protein) [145, rev. 146], mais également de c-IAP1 et 2, de XIAP, de TRAF-1 et-2 et
diverses autres protéines anti-apoptotiques (Fig.3). TRAF-2 peut aussi activer les
kinases ASK-1 (apoptosis signal regulating kinase-1) [rev. 142], et GCK (germinal
centre kinase) ou GCKR (GCK related) (Fig.3). Ces kinases activent a leur tour
SEK-1/MKK4 (via MEKK-1 pour GCK et GCKR, directement pour ASK-1). SEK-1
va ensuite activer JNK qui va réguler ’activité de divers facteurs de transcriptions. Il
est a noter que la voie JNK peut étre soit pro-apoptotique si ’activation est soutenue
soit anti-apoptotique si 1’activation est rendue transitoire par I’interaction de IAP avec
TRAF-2 [147, 148]. ASK-1 peut également activer MKK3/MKK6 qui active la
kinase p38MAPK [rev. 142] (Fig.3). L’activation de Fas peut également induire
I’activation de NF-kB [149, 150] via NIK et IKK [151] mais cette voie est moins bien

décrite.

1233  FLIP

Avant de détailler les mécanismes qui aboutissent a ’activation des caspases lors de
la stimulation des récepteurs de mort cellulaire, il est nécessaire de rappeler un certain
nombre de données sur la protéine c-FLIP mentionnée ci-dessus et qui semble jouer
un réle trés important dans la balance entre la vie et la mort des cellules dont les
récepteurs sont activés par le FasL ou le TNF-a. C’est ’homologue viral de c-FLIP,
v-FLIP, qui a d’abord était découvert chez plusieurs virus herpés de la classe g,
comme le virus de I’herpés saimiri (VHS) et HHV-8, démontrant, s’il en était besoin,
I'importance des études menées sur la modulation de 1’apoptose par les virus. La
protéine virale est capable de bloquer 1’apoptose induite par la stimulation de divers
récepteurs de mort cellulaire comme TNFR-1, Fas, DR3 et DR4 [rev. 144]. Les génes
de c-FLIP et des caspases-8 et -10 se trouvent en étroite proximité dans le génome

suggérant une évolution par duplication [152]. La régulation de I’expression de c-
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Figure 5 : Schéma des mécanismes d'activation de la procaspase-8 et inhibition
par FLIP : La protéine c-FLIPs comprend un petit domaine C-terminal non
homologue a la grande sous-unité de la procaspase-8. Les grande et petite sous-unités
de c-FLIPL ne comprend pas les résidus essentiels a l'activité caspase. Il est a noter que
que dans chaque hétérodimére (grande et petite sous-unités), les sous-unités

proviennent d'une procaspase différente.
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FLIP n’est pas encore totalement connue mais il a été montré que NF-xB joue un role
important [153, 154]. Si plusieurs produits d’épissage alternatifs ont pu é&tre détectés
pour ’ARNm de FLIP, seuls deux isoformes de c-FLIP ont été mis en évidence a ce
jour : la forme courte, c-FLIPs, et la forme longue, c-FLIPy, (Fig.5). Ce dernier est
peu stable dans la cellule et un traitement avec des agents inhibant la synthése
protéique, comme, par exemple, la cycloheximide, réduit fortement la concentration
cellulaire de c-FLIPL [155]. La forme longue de c-FLIP est trés homologue & la
procaspase-8 (Fig.5). Elle porte deux domaines DED (death effector domain) capable
de lier la procaspase ou la protéine adaptatrice FADD et un domaine homologue au
domaine catalytique de cette derniére mais sans les résidus nécessaires a ’activité
protéasique. L’autre isoforme, c-FLIPs ne comprend comme v-FLIP que les deux
DED. Les isoformes de FLIP peuvent interagir non seulement avec FADD ou les
procaspases-3, -8 et -10 mais aussi avec TRAF-1 et -2 et Bel-xp [rev. 144]. Il n’est
pas clair si I’interaction entre c-FLIP (s et ), FADD ou les caspases se fait avant ou
apres la stimulation des récepteurs. c-FLIP (s et 1), agissent comme un inhibiteur
compétitif en empéchant le recrutement (en partie) et ’activation de la procaspase
(Fig.5). Toutefois, méme en présence de c-FLIPy, la procaspase-8 peut &tre recrutée
au niveau du complexe pro-apoptotique (DISC (Death-Inducing Signaling Complex)
ou complexe-II) et éventuellement clivée. Ce clivage n’est toutefois pas complet et ne
permet pas l’activation de la cascade pro-apoptotique [rev. 144] (Fig.5). La
surexpression de c-FLIP. dans certaines conditions a néanmoins permis de démontrer
que cette protéine pouvait avoir une action pro-apoptotique [156, 157]. c-FLIP; est
également capable d’induire NF-kB aprés son clivage par la caspase-8. Un fragment
de c-FLIPy, appelé p43, peut interagir avec TRAF-2 et induire 1’activation de NF-xB
probablement par la phosphorylation de IKK par RIP [158].

1.2.3.4  Signalisation pro-apoptotique
Selon le type de cellules induites a entrer en apoptose, les mécanismes vont étre

différents : dans les cellules de type I (ex : HeLa), la cascade pro-apoptotique est

rapide et insensible & une surexpression de Bcl-2 alors que pour les cellules de type II
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(ex : Jurkat), la cascade est plus lente, démontre une activation de la procaspase-9 et
est modulable par Bcl-2 [159]. Les mécanismes associés & ’apoptose induite par
Iactivation des récepteurs de mort cellulaire dans les cellules de type II semblent, en
partie au moins, commun avec la voie mitochondriale mais le détail reste
relativement imprécis (Fig.4). Dans les cellules de type I (Fig.4), les récepteurs
activés vont recruter des molécules adaptatrices. Dans le cas du récepteur Fas,
I’association avec la procaspase-8 est réalisée grice a un adaptateur appelé FADD.
Celui ci posséde un domaine homologue avec chacun des partenaires [160] : DD avec
le récepteur, DED avec la procaspase. Dans le cas du récepteur TNFR-1, qui lie le
TNF-a, un adaptateur supplémentaire TRADD [161] est nécessaire pour joindre le
récepteur 8 FADD. L’activité enzymatique de la procaspase dans ce complexe, appelé
DISC [162] pour Fas et, éventuellement, complexe-II pour le TNF-R1, est alors
suffisante pour cliver les proenzymes et libérer la caspase activée [rev. 163, 164]
(Fig.5). Des données récentes nuancent cependant ce schéma d’activation. La
dimérisation de la procaspase-8 pourrait en effet entrainer son activation par digestion
intramoléculaire [165]. Ce mécanisme d’activation permet d’expliquer pourquoi c-
FLIP. peut avoir un potentiel pro-apoptotique si elle est associée avec un monomére
de procaspase-8 [156, 157](Fig.5). Le clivage de la procaspase-8 en 2 sous-unités
interviendrait plut6t pour stabiliser le dimére que comme une étape indispensable a
Iactivité catalytique de la caspase [166, 167]. Les substrats de la caspase-8 activée
pourraient néanmoins étre différents selon que le clivage en 2 sous-unités ait été
effectué ou pas. Les diméres non stabilisés par le clivage ont un spectre de substrat
moins important car uniquement situé dans le voisinage direct de la membrane
plasmique [168, 169]. La caspase-8 pleinement activée va ensuite cliver la
procaspase-3 mais également le facteur Bid qu’elle transforme en t-Bid (truncated-
Bid) et qui va agir sur les mitochondries. Le niveau de cette activation pourrait étre le
chainon reliant les mécanismes apoptotiques dans les cellules de types I et II. Dans
les cellules qui expriment peu de procaspase-8 (i.e. : les cellules de type II), la
cascade de caspases serait lente a se mettre en place et le clivage de Bid deviendrait
par son action plus rapide sur la mitochondrie la forme prédominante alors que pour

les cellules qui expriment plus de procaspase-8 (i.e. : les cellules de type I), le niveau
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d’activation de celle-ci permettrait d’engager rapidement la cellule dans la cascade
des caspases et 1’activation de Bid ne serait plus qu’un événement marginal.
Récemment, il a été démontré que la kinase JNK jouait un rdle dans 1’apoptose
dépendante des caspases induite par la TNF-a [170]. JNK activerait par
phosphorylation une protéase inconnue qui serait capable de perturber la membrane
des mitochondries via j-Bid, un nouveau produit de clivage de la protéine Bid, et de
libérer spécifiquement la protéine Smac/Diablo. Celle-ci pourrait alors venir interagir
avec les IAPs présentes dans le complexe I, anti-apopotitque, déstabilisant leur
liaison avec TRAF-2 pour permettre le recrutement et 1’activation de la procaspase-8
dans le complexe II, pro-apoptotique. Plus tardivement, lorsque la caspase-8 clivera
Bid, Smac/Diablo interviendra également comme dans la voie intrinséque pour
permettre une amplification du signal pro-apoptotique en se liant aux IAPs. En effet
le signal anti-apoptotique généré par 1’activation des récepteurs de mort cellulaire
peut conduire a la synthése de IAPs (Fig.3) capables d’inhiber 1’activation des pro-
caspases effectrices ou méme les caspases activées notamment par I’ubiquitination de
celles-ci (Fig.4). Smac/Diablo en inhibant I’action des IAPs sur le complexe I peut
également conduire a une activation plus soutenue de JNK, potentiellement inductrice
de I’apoptose (Fig.3). Dans les cellules de type II, il interviendrait en se liant aux
IAPs pour permettre I’activation de la procaspase-9 puis des caspases effectrices
comme cela a été décrit pour la voie intrinséque.

TRADD peut aussi recruter la kinase RIP et la protéine RAIDD pour activer la
procaspase-2 [171] mais cette voie paralléle est relativement peu détaillée.

Le récepteur Fas activé peut également agir, suivant le contexte cellulaire, en activant
la protéine Daxx. Celle-ci contribue a libérer la kinase ASK-1 de la thiorédoxine
[172]. Cette kinase peut alors activer la voie SEK-1 et INK ou MKK3/MKKG®6 et la
p38/MAPK pour induire I’apoptose. Les récepteurs TNFR peuvent eux aussi activer
ASK-1 via TRAF-2 et AIP-1 [rev. 173]. La protéine 14.3.3 peut inhiber cette derniére

voie [rev. 174].
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1.1.4  Autres voies apoptotiques

D’autres voies existent qui agissent différemment comme les granules
perforine/granulysine-granzymeA qui induisent une apoptose indépendante des
caspases [rev. 175], le granzymeB [176], qui une fois a I’intérieur des cellules, agit
directement sur les caspases pour les activer, ou encore la voie de réponse au stress
du réticulum endoplasmique [177-179].

II est probable que d’autres formes d’apoptose, associées ou non a 1’activation des
caspases, puissent exister. Il en va de méme pour les régulateurs positifs et négatifs de
P'apoptose. L’étude de ses facteurs nous permet donc une meilleure compréhension

de cette mécanique complexe.

1.1.5  L’apoptose au cours de I’infection virale

Confrontés a une diversité immense de pathogénes les organismes évolués ont du
mettre en place des systémes relativement passe-partout pour éliminer cette menace.
Les lignes de défenses successives de notre corps répondent & ce besoin et ont co-
évolué avec les divers micro-organismes que nous rencontrons. L’apoptose fait partie
des moyens de défense de notre organisme. Les cellules infectées sont tuées par
diverses méthodes : production de cytokines comme le TNF-a ou FasL, libération via
perforine/granulysine des granzymes A/B/C [rev. 175], etc.. Les pathogénes ont du
s’adapter et trouver des parades en exprimant des protéines qui vont protéger de
I’apoptose les cellules infectées (qui sont non seulement leur réservoir mais le site de
leur réplication). Certains virus ont acquis des génes leur permettant méme de
retourner le phénoméne apoptotique contre 1’organisme comme par exemple le HIV

qui détruit les cellules du systéme immunitaire.
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1.1.1.1  Protéines pro-apoptotiques

Nous parlerons principalement des protéines exprimées par les virus, les protéines
exprimées par I’hote ayant été décrites précédemment. Beaucoup de virus utilisent
pour pénétrer dans les cellules des récepteurs membranaires susceptibles d’induire
I’apoptose comme, par exemple, le récepteur CAR-1 pour le virus ALV [180]. Ces
récepteurs constituent donc des facteurs induisant 1’apoptose méme s’il est probable
que ce soit involontaire dans ce cas. Par contre un certain nombre de virus induisent
I’apoptose par des mécanismes régulés dans le but de faciliter la libération des virions

néoformés ou de contrecarrer la réponse immunitaire de I’héte [rev. 181, rev. 182].

1.1.1.2  Protéines ou facteurs anti-apoptotiques

La nécessité de protéger les cellules ou ils se répliquent a poussé les virus a acquérir
des protéines anti-apoptotiques, souvent homologues de celles que 1’on retrouve dans
les cellules [182] comme, par exemple : des inhibiteurs de caspase activée comme la
protéine p35 du baculovirus [183, 184] ou CrmA du virus de la vaccine [185, 186],
des protéines homologues de Bcl-2 comme la protéine adénovirale E1B-19K [187,
188] ou encore des protéines ciblant la dégradation ou I’inactivation de p53 comme la
protéine d’adénovirus E1B-55K [189] ou la protéine E6 [190] du virus du papillome

humain.

1.1.1.3  HSV et la modulation de I’apoptose

Les HSV sont exposés a divers facteurs pro-apoptotiques. En effet les stimuli
induisant la réactivation sont, pour un certain nombre, pro-apoptotiques et il peut
donc étre avantageux pour le virus d’exprimer trés t6t des facteurs protecteurs. De

méme, lors du cycle lytique dans les cellules épithéliales, le virus est plus vulnérable
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a la réponse immunitaire de 1’héte [191]. Coder pour des protéines modulant
’apoptose induite par les cytokines libérées lui permettrait de prolonger sa phase
productive. Plusieurs de ces facteurs protecteurs ont été trouvés grice a des mutants
de délétion comme Us5/gl [192], ICP27 [193], ICP22 [194] ou plus surprenant le
transcrit LAT, premier ARN anti-apoptotique [195]. Il a été démontré pour certains
une action directe comme HSV-2 UL14 [196], la glycoprotéine Us5/gJ qui protége de
’apoptose induite par le FasL et le granzymeB [197], la protéine kinase Us3 [192,
198] qui bloque I’activation de Bad et le clivage de Bid par le granzyme B [199], gD
qui protége de I’activation de Fas [200] ou la sous-unité R1 de la RR, sujet du présent
ouvrage.

Le mécanisme d’action de UL14 n’est pas encore connu, toutefois cette protéine
présente une homologie avec la protéine de choc thermique Hsp70 et une activité de
chaperon moléculaire. Hsp70 interagit avec Apaf-1 pour empécher la formation de
’apoptosome [201, 202] et avec AIF pour inhiber sa fonction [203]. Il est probable
que UL14 ait un mécanisme similaire. Le mécanisme de Us5/gJ n’a pas encore été
¢lucidé mais c’est une protéine membranaire qui semble avoir un rdle au niveau des
mitochondries [192, 197]. Les expériences de protection ont été réalisées en stimulant
Fas dans des cellules Jurkat (de type II [159]), donc dans un contexte ot 1’apoptose
résulte de I’activation de la voie mitochondriale. De plus les autres inducteurs testés
sont les UV et le granzymeB qui clive Bid. Ces stimulations conduisent a une
activation de mécanismes apoptotiques passant aussi par les mitochondries. Il est a
noter que dans le cadre de transfection stable d’un plasmide permettant 1’expression
inductible de Us5/gJ dans des cellules Jurkat, gJ ne confére qu’une protection
partielle d’environ la moitié des cellules transfectées bien que les auteurs
reconnaissent se situer a une concentration supra-physiologique [197]. La délétion de
Us5/g] n’entraine qu’une diminution de la protection contre 1’apoptose médiée par le
granzymeB ce qui indique que d’autres protéines virales sont impliquées [192]. La
protéine ICP27 agirait au niveau de 1’activation de NF-kB. En effet, les mutants
viraux délétés pour cette protéine montre une rétention de NF-kB dans le cytoplasme
alors que le virus sauvage entraine une relocalisation du facteur de transcription dans

le noyau de la cellule. Cette translocation est nécessaire pour protéger les cellules de
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’apoptose induite par I’activation de TNFR-1 par le TNF-a.. En effet alors que des
cellules infectées par HSV-1 présentent une corrélation entre la translocation au
noyau de NF-xB et la survie des cellules, les cellules non infectées ou infectées mais
exprimant un dominant négatif de IkB qui empéche I’inhibiteur de libérer NF-kB
montrent une absence de relocalisation nucléaire de ce facteur et aucune résistance a
’apoptose [204]. Enfin la derniére protéine bien caractérisée est la protéine kinase
virale Us3. Des études ont démontré que Us3 phosphoryle Bad sur un site différent de
ceux utilisés par Akt/PKB (ser 136), RSK-1 et PKA (ser 112) ou méme la sérine 155.
Ces trois modifications sont responsables de la liaison a la protéine 14.3.3. La
phosphorylation de Bad par Us3 pourrait entrainer une dégradation indépendante du
protéasome [198]. Us3 phosphoryle également la protéine pro-apoptotique Bid et
empéche ainsi son clivage par le granzymeB pour protéger les cellules infectées par
HSV [199].

1.3LaRR

Pour répliquer leur matériel génétique, toutes les cellules, procaryotes comme
eucaryotes, ont besoin de déoxyribonucléotides, éléments de base de leurs molécules
d’ADN. La synthése de ces éléments résulte principalement de la voie de synthése de
novo impliquant la réduction des ribonucléotides par la RR. La voie de préservation
(salvage pathway) qui réutilise des déoxyribonucléotides déja synthetisés [205] est
relativement marginale [206, 207] et capable de fournir qu’un nombre trés limité de
déoxyribonucléotides a la cellule [208].

La RR catalyse la réduction des ribonucléotides 5’ di-phosphates (NDP) en
déoxyribonucléotides 5’-diphosphates (ANDP) [rev. 209]. Les ribonucléotides
réductases décrites a ce jour ont été regroupées en trois (ou quatre) classes sur la base
des co-facteurs requis pour la réaction [rev. 210]: (i) pour la classe I le cofacteur est
un radical tyrosyl stabilisé par un centre diférrique. L’enzyme humaine et celle

encodée dans le génome des HSV appartiennent au groupe I comme celle de la
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bactérie Escherichia coli qui en est le prototype. (ii) Le cofacteur de la classe II est
une adénosylcobalamine. On retrouve cette RR notamment chez Lactobacillus
leichmannii. Les enzymes de cette classe catalysent majoritairement la réduction des
nucléotides triphosphates plutdt que les diphosphates [rev. 211]. (iii) Le cofacteur
utilisé par les RR de la classe III est un radical glycyl généré par la S-
adenosylmethionine et un groupe FeS. Le prototype de ces RR est celle qu’utilise E.
coli en mode anaérobie. (iv) Celui de la classe IV est un radical tyrosyl stabilisé par
un centre di-manganique. On retrouve une RR de cette classe chez Corynebacterium
ammoniagenes [212]. L’existence d’une quatriéme classe ne fait toutefois pas 1’objet

d’un consensus et elle est parfois regroupée avec la classe I [213].

1.3.1 LaRRdeE. Coli

L’enzyme de E. coli est constituée de deux sous-unités non identiques formant un
hétérotétramére de type a2p2. Ces sous-unités sont dénommées R1 (ou grande sous-
unité, un homodimeére composé de deux polypeptides de 90 kDa) et R2 (ou petite
sous-unité, également un homodimeére formé de deux polypeptides de 45 kDa). Les
deux sous-unités de la bactérie E. coli ont vu leur structure tridimensionnelle élucidée
séparément par cristallisation. La structure de I’hétérotétramére n’a pu étre élucidée a
ce jour. Toutefois, un modele théorique, s’appuyant sur la structure des 2 sous-unités
et sur I’analyse de la liaison de peptides mimant I’interaction de R2 sur R1, permet de
se faire une bonne idée de ce que doit étre la structure 3D de I’hétérotétrameére [214-
216]. R1 porte le site catalytique qui contient trois résidus cystéine alors que la sous-
unité R2 porte un radical tyrosyl essentiel a I’initiation de la réaction. Ce radical,
étant par nature trés réactif, il est stabilisé par un centre diferrique pour éviter
d’endommager la protéine [217]. Le transfert du radical a partir de Y122 sur R2 vers
C439 sur R1 se ferait par des atomes d’hydrogéne le long d’une chaine de résidus

longue de 35 A environ [218].
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1.1.1.1 Eléments de structure de R1

La sous-unité R1 peut étre divisée en trois parties [219] (Fig.6). Un domaine N-
terminal qui s’étend sur environ 220 acides aminés puis une structure en tonneau
formée d’hélices a et de feuillets f qui couvre a peu prés 500 acides aminés et enfin
une région C-terminale dotée d’une queue flexible intervenant dans le transfert
d’atome d’hydrogéne de thioredoxine vers le site catalytique de I’enzyme. Dans le
domaine en tonneau, un sous-domaine appelé « petit domaine » fait une excursion
hors de la structure principale. Il contient les éléments structurés suivants : aB, B4,
ald, al5 et B5 [219]. Toutefois bien qu’on puisse la décomposer en différents sous
domaines, la sous-unité R1 n’est pas une protéine modulaire et il existe de
nombreuses interactions entre ses différents domaines : par exemple, il existe, entre
les feuillets BH et BI, une structure comprenant deux feuillets anti-paralléles (10 et
B11) contactant le domaine N-terminal [215]. La premiére partie de la protéine
contient, principalement, les sites de régulation allostérique. La structure en tonneau
([15], Fig.6A) est formée de deux séries de 5 feuillets § anti-paralléles. Elle renferme
les cystéines du site catalytique. Chaque feuillet 8 est relié au suivant par (au moins)
une hélice a. Les hélices oA et aB servent de points de contact pour la dimérisation
des polypeptides de la sous-unité R1 (Fig.6). La dimérisation nécessite également la
présence d’ions Mg **. Une longue boucle intramoléculaire unit les feuillets BE et BF.
De nombreuses liaisons hydrogénes entre cette boucle et les feuillets  forment un
réseau qui permet de solidifier la structure de R1. Des liaisons hydrogénes existent
également entre les feuillets BA et BF et BJ et BE. D’autres sont présentes entre les
divers feuillets d’une méme moitié¢ du tonneau. Les cystéines catalytiques sont au
voisinage les unes des autres dans la structure tridimensionnelle, C225 4 la base de
bA, C439 au sommet de la grande boucle intramoléculaire, C462 au milieu de BF.
Une région de contact étroit permet I’interaction de R1 et R2 [216, 219]. Les régions
impliquées dans 1’association des sous-unités ont été définies grace a I’interaction de
peptide mimant la queue C-terminale de R2. 1l s’agit de al, al3, a2l, a22 et du
« petit domaine » [219].
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Site de contrble de
|'activité (a)

"petit domaine"

Tonneau d'hélices o
et de feuillets B
Hélices impliquées dans
la dimérisation

A
Site de contréle de la
spécificité (s)

Domaine N-terminal

Figure 6 : Structure de la sous-unité R1 de la ribonucléotide réductase de E. coli:
Structure de la sous-unité R1 de E. Coli déterminée par des études de cristallisation.
(D'apres Eriksson et al.)
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réseau qui permet de solidifier la structure de R1. Des liaisons hydrogénes existent
également entre les feuillets BA et BF et BJ et BE. D’autres sont présentes entre les
divers feuillets d’'une méme moitié¢ du tonneau. Les cystéines catalytiques sont au
voisinage les unes des autres dans la structure tridimensionnelle, C225 a la base de
bA, C439 au sommet de la grande boucle intramoléculaire, C462 au milieu de BF.
Une région de contact étroit permet I’interaction de R1 et R2 [216, 219]. Les régions
impliquées dans 1’association des sous-unités ont été définies grace a I’interaction de
peptide mimant la queue C-terminale de R2. Il s’agit de al, al13, a2l, a22 et du

« petit domaine » [219].

1.3.1.2 Regulation allostérique

La réplication de I’ADN est un mécanisme précis qui doit limiter autant que possible
les erreurs qui pourraient étre dommageables a la cellule et a I’organisme [220].
Aussi est-il nécessaire que les quantités des quatre déoxyribonucléotides soient
balancées, un excés ou une pénurie de I’'un d’eux pouvant entrainer des erreurs de la
polymeérase.

La sous-unité R1 porte des sites de régulation allostérique, utilisant les
ribonucléotides et les déoxyribonucléotides, qui permettent un approvisionnement
adéquat de la machinerie de réplication [221]. Le site de contrdle général de 1activité
de ’enzyme, site a, est sous le contréle du dATP qui inhibe ’enzyme alors que le site
de spécificité, site s, qui permet de balancer les concentrations de chacun des
déoxyribonucléotides est régulé par les niveaux de dTTP, dGTP, dATP et ATP.
L’ATP stimule la réduction du CDP et de I’'UDP, le dTTP stimule la réduction du
dGDP. Le dGTP stimule la réduction de ’ATP. Enfin le dATP joue le rdle

d’inhibiteur. Seul le dCTP n’intervient pas dans la régulation de 1’activité

enzymatique.
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1.3.1.2 Reégulation allostérique

La réplication de I’ADN est un mécanisme précis qui doit limiter autant que possible
les erreurs qui pourraient étre dommageables & la cellule et 4 ’organisme [220)].
Aussi est-1l nécessaire que les quantités des quatre déoxyribonucléotides soient
balancées, un exceés ou une pénurie de I’'un d’eux pouvant entrainer des erreurs de la
polymérase.

La sous-unité R1 porte des sites de régulation allostérique, utilisant les
ribonucléotides et les déoxyribonucléotides, qui permettent un approvisionnement
adéquat de la machinerie de réplication [221]. Le site de contrdle général de I’activité
de ’enzyme, site a, est sous le controle du dATP qui inhibe I’enzyme alors que le site
de spécificité, site s, qui permet de balancer les concentrations de chacun des
déoxyribonucléotides est régulé par les niveaux de dTTP, dGTP, dATP et ATP.
L’ATP stimule la réduction du CDP et de ’UDP, le dTTP stimule la réduction du
dGDP. Le dGTP stimule la réduction de I’ATP. Enfin le dATP joue le réle
d’inhibiteur. Seul le dCTP n’intervient pas dans la régulation de I’activité

enzymatique.

1.3.2 La RR des mammifeéres

1.3.2.1  Expression et stabilité des sous-unités

Les mode¢les de structure prévoient la conservation de la plupart des éléments trouvés
chez E. coli pour les RR de mammifére. Toutefois, un certain nombre de points
permettent de les distinguer. La dimérisation des polypeptides composant la R1 de
souris nécessite la présence de nucléotides, ce qui n’est pas la cas pour la sous-unité
bactérienne (ni herpétique comme on le verra plus tard). L’expression des génes des
sous-unités R1 et R2 est liée au cycle cellulaire; les protéines sont exprimées presque
exclusivement lors de la synthése de I’ADN [222]. R1 est une protéine ayant une
demi-vie de 24 heures alors que R2 est rapidement dégradée [222]. De ce fait

P'activité RR dans les cellules humaines est également contrdlée par la présence ou
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’absence de R2 [223, 224], R1 jouant un r6le moindre a ce niveau [225, 226]. Les
cellules quiescentes, comme les neurones par exemple, sont dépourvues d’une
activité ribonucléotide réductase suffisante pour permettre la synthése d’une
molécule d’ADN. 11 a été démontré chez I’humain I’existence d’un homologue de R2
dont I’expression est sous le contrdle de p53 et qui servirait a fournir des
déoxyribonucléotides pour effectuer des réparations d’urgence des molécules d’ADN
[227]. Ceci implique un niveau basal d’expression du géne de R1. En effet, aucun
homologue de R1, éventuellement inductible par p53, n’a été décelé dans le génome
a ce jour. La sous-unité pS3R2 aurait une localisation nucléaire & 1’opposé des sous-
unités R1 et R2 qui sont elles cytoplasmiques [228] : ceci implique une relocalisation

de R1 en cas de réparation.

1.3.2.2  Mod¢le alternatif de régulation allostérique

Récemment, un nouveau modele de régulation allostérique [229-231] propose
I’existence d’un nouveau site de régulation (site d’hexamérisation ou site h). Ce
modéle apporte également des changements majeurs dans la dynamique et la
topologie d’association des sous-unités. D’aprés ce modéle, la sous-unité R1
existerait sous trois formes : dimeére (transition contrdlée par le site s), tétramére
(R1sa et R1sb, cette derniére étant la moins active des 2 mais la plus abondante)
(transition contrdlée par le site a) et hexamére (transition contrdlée par le site h).

Les complexes formés par R2; et R1, ou Rl sont les deux formes actives de
I’enzyme; la forme hexamérique est la plus active alors que la forme dimérique serait
utilisée pour les synthéses nucléaires de déoxyribonucléotides consommés pour la
réparation de I’ADN. Le passage entre les différents états d’oligomérisation des sous-
unités serait contrdlé par le rapport ATP/dATP, I’ATP déplagant I’équilibre en faveur
des formes les plus actives.

Le modele tridimensionnel proposé obligerait a redéfinir la surface de contact entre
R1 et R2. En effet dans ce mode¢le les régions de R1 ou se fixe R2 sont & I’intérieur
d’un cylindre creux formé par les R1. Les auteurs ont défini un site permettant

I’association pour R2 a la périphérie de cette structure mais il semble trés peu
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probable qu’une telle association soit fonctionnelle car la chaine de résidus
indispensables au transfert du radical réactif n’est pas alors conservée. Des
expériences complémentaires seront nécessaires pour valider le modéle et il sera
nécessaire de batir une structure tridimensionnelle qui respecte 1’association de R1 et

R2 pour former une enzyme active.

1.3.3  Les RR des virus herpés

On peut diviser les virus herpés en deux groupes sur la base de I’existence d’une
activité ribonucléotide réductase d’origine virale : les virus des classes o et y, connus
a ce jour, encodent tous dans leur génome les génes nécessaires 4 une activité
ribonucléotide réductase [232] alors que les virus herpés de la classe B (HCMV
HHV-6 et HHV-7) possédent des homologues de HSV R1 [rev. 233, rev. 234, 235,

3

236] sans qu’un cadre de lecture n’ait pu étre détecté pour un homologue de R2 [237,
238]. L’analyse de leur séquence nucléotidique a fait apparaitre que des résidus
catalytiques leur faisaient défaut. [232, 237]. Leur fonction n’est pas la réduction des
déoxyribonucléotides [239], méme si dans un premier temps cette hypothése avait été
envisagée pour I’homologue de la sous-unité R1 chez le CMV murin [240] (I’activité
détectée étant en fait une modulation de I’activité ribonucléotide réductase cellulaire
[239]). Comme ces virus n’ont pas la nécessité de maintenir une activité RR, la
conservation au cours de 1’évolution des virus herpés de la seule sous-unité R1 plaide
pour qu’une autre fonction lui soit associée. Il a été démontré que M45, I’homologue
de R1 chez MCMV, posséde un potentiel anti-apoptotique contre 1’action du virus
lui-méme dans les cellules endothéliales [238]. De plus la délétion de UL45
(I’homologue de R1 chez HCMYV) sensibilise les cellules & 1’apoptose induite par
I’activation de Fas [241].

Les sous-unités des virus et des mammiferes bien que partageant de nombreux points
communs sont incapables de s’associer pour former une enzyme active [242].
L’association hétérologue de sous-unités provenant de virus herpeés (méme voisins)
peut donner des activités partielles ou nulles : par exemple 1’association de la R1 de

HSV-1 avec la R2 de EHV-4 (un virus herpes de classe o) donne une activité presque
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nulle 13 ou I’association de 1a R1 de EHV-4 avec la R2 de HSV-1 conserve les deux

tiers de I’activité [243].
1.3.2.1 LaRRdes HSV

Une activité RR différente de celle présente normalement dans les cellules humaines
a pu étre détectée dans les cellules infectées par les HSV [244], ses caractéristiques
majeures étant une insensibilité & la rétro inhibition par le dTTP et le fait que cette
activité ne requérait pas de Mg”". Cette activité distincte fut confirmée par la suite
[245], puis ’enzyme partiellement purifiée et caractérisée [246]. Toutefois, on ne
pouvait dire s’il s’agissait d’une activité virale ou d’une activité humaine induite par
’infection virale. La confirmation que les HSV codent pour leur propre RR est venue
de la reconstitution de I’activité enzymatique a partir de virus thermosensibles [247]
et du séquengage du génome viral [248]. La RR des HSV est une enzyme essentielle
pour leur réactivation dans les neurones [249-251].

A la différence des sous-unités décrites ci-dessus, HSV R1 posséde une extension
amino-terminale d’environ 400 acides aminés appelé domaine NH; [252] : cette
extension n’est retrouvée pour aucun des homologues de HSV R1 chez les virus
herpés connus a ce jour. HSV R1 a la particularité de migrer sur gel dénaturant autour
de 140 kDa bien qu’elle ait un poids moléculaire de 125 kDa en raison de la présence
de résidus chargés dans son extension N-terminale. Ce domaine n’est pas requis pour
’activité enzymatique [253] mais il interagirait avec le domaine réductase [254]. De
plus, aucun site de contréle allostérique n’est conservé pour la sous-unité herpétique.
Il a été observé que HSV R1 était plus stable a la chaleur que son homologue
cellulaire [242].

L’association des deux diméres pour former le tétramére actif engendre un
changement conformationnel qui permet un contact encore plus étroit entre les
polypeptides de chacune des sous-unité [255].

Il a été établi, par immunofluorescence et grice a des protéines fusionnées a la
protéine fluorescente verte (GFP), que la localisation de HSV R1 est cytoplasmique

[15, 256], bien que des articles anciens ait rapporté une localisation péri-membranaire



38

ou trans-membranaire [257, 258]. Toutefois le méme groupe a également rapporté
une localisation cytoplasmique (forme phosphorylée de la protéine et protéine dans la
phase tardive de I’infection) [259]. Dans la particule virale mature, HSV R1 pourrait
étre présente dans le tégument [260]. Cette observation est renforcée par le fait que
I’homologue de HSV R1 chez le HCMYV est retrouvé lui aussi dans le tégument du
virion [239, 241].

1.3.2.2  Cinétiques d’expression au cours de I’infection

Au cours d’une infection herpétique, bien que classée comme précoce, la sous-unité
R1 de la RR (nommée ICP6 pour HSV-1, ICP10 pour HSV-2) commence a étre
détectable dans la phase trés précoce [72, 74] en absence de son partenaire R2 [256].
Elle s’accumule a haut niveau jusqu’a la fin du cycle lytique. HSV R1 posséde en
effet un site consensus pour o-TIF (la ou les autres protéines IE en possédent
plusieurs) ainsi que des sites de régulation de gene E [261]. En plus d’étre exprimée
plus précocement que son partenaire R2, HSV R1 et R2 sont produites en excés (=
dix fois) par rapport au niveau requis pour la réduction des déoxyribonucléotides. 11
en est de méme d’ailleurs pour la RR de BHV-2 [262].

Au cours de la réactivation du virus dans les neurones, il est a noter que le patron
d’expression des génes est considérablement modifié. Des génes précoces sont
exprimés comme des génes trés précoces. Parmi ces génes, celui de la sous-unité R1

va s’exprimer avant que les protéines IE ne soit détectables [70, 71].

1.3.2.3 Autres fonctions de la sous-unité R1

Le caractere unique du domaine NH; ainsi que la cinétique de R1 au cours de
I’infection rendent possible une ou des fonction(s) supplémentaire(s) pour HSV R1
dans laquelle pourrait étre impliquée son extension N-terminale. Plusieurs
laboratoires ont essayé de les définir. Pour étudier la fonction de HSV R1, le géne
entier [251] ou le domaine réductase seulement (par insertion du géne lacZ a la

position 434 [250]) ont été délétés (mutants ICP6A ou ArR3). Ces travaux ont
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confirmé le caractére essentiel de 1’enzyme pour la multiplication du virus dans des
cellules quiescentes [249, 251]. D’autres résultats indiquent que le virus mutant
pousse moins bien a 39,5 °C qu’a 37 °C dans des cellules en croissance
exponentielle. Est-ce du a la disparition d’un facteur compensatoire (i.e. la RR
cellulaire) ou a la perte d’une fonction de R1 qui pourrait étre essentielle en cas de
fievre par exemple? (Activité de chaperon moléculaire ? La question sera abordée
plus en détail dans la discussion générale). Les travaux concernant ces derniers
résultats n’ont pas été poursuivis mais ces mutants sont utilisés dans des essais
comme virus oncolytiques en thérapie anti-cancéreuse [263, 264].

Une activité protéine kinase (PK) [265], suggérée par la présence de séquences
consensus de PK au sein du domaine NH,, a été écartée par une série d’expériences
menées par divers laboratoires [266, 267]. Cette activité kinase résulte en fait de la
copurification de PK cellulaires. L’implication de HSV R1 dans les voies de
signalisation intracellulaire (potentiel oncogénique [258, 268-270], apoptose [271-
275]) a également été étudiée mais la plupart des travaux font référence a la supposée
activité protéine kinase de HSV R1 ou a une localisation transmembranaire de cette
protéine.

Une protéine tronquée de son extension amino-terminale a été produite dans un
systeme adénoviral pour essayer de réaliser des travaux de cristallographie (les
préparations purifiées de la protéine sauvage se prétant mal aux contraintes de cette
technique d’analyse). Cette protéine s’est révélée étre non seulement peu soluble
mais aussi trés fortement pro apoptotique [13]. Cette observation a permis de postuler

une fonction pour R1 dans la modulation de 1’apoptose [276].

1.3.2.4  FEtudes sur des peptides inhibiteurs de ’activité enzymatique de
la RR des HSV

Dans le but d’inhiber 1’activité enzymatique de la RR des HSV-2, des anticorps
neutralisants dirigés contre 1’extrémité C-terminale de HSV-2 R2 ont été générés
grace a un nonapeptide. Ce nonapeptide s’est révélé étre lui-méme inhibiteur de

Pactivité enzymatique [9]. Cette découverte a donné lieu a une série d’études visant a
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mettre au point des analogues de ce peptide qui pourrait étre utilisés comme agents
thérapeutiques [12]. Méme si, finalement, aucun médicament anti-viral n’a été
développé a partir de ce peptide, celui-ci a eu des applications trés intéressantes
notamment en cristallographie [219]. En effet, 1’association d’un peptide mimant
I’extrémité C-terminale de la R2 de E. coli avec la sous-unité R1 bactérienne a permis
sa résolution en stabilisant la structure de la protéine. Le peptide inhibiteur se fixe
dans un sillon formé par les hélices ol et a13 et établit des contacts avec la seconde

moitié de la structure en tonneau ainsi que le petit domaine [219].

1.4 Activité de chaperon moléculaire

L’existence d’une protéine peut €tre divisée en plusieurs phases : sa synthése
(comprenant son éventuel transport et sa maturation), sa phase d’activité biologique
(plus ou moins longue) et sa dégradation (éventuellement préjudiciable a la cellule).
Au cours de ces différentes phases, des molécules vont aider les protéines pour : (i)
assurer leur repliement pour atteindre leur état natif, (ii) rejoindre des complexes
multi protéiques et le cas échéant les orienter vers leur dégradation, (iii) les maintenir
dans un état de repliement correct suite & des stress et les renaturer , (iv) permettre
leur élimination par des processus acceptables pour la cellule [rev. 277]. Parmi ces
molécules, les protéines dotées d’une activité de chaperon moléculaire jouent un rdle

majeur. La plupart de ces protéines sont également des protéines de choc thermique.

1.4.1  Les protéines de choc thermique (Hsp)

Les cellules isolées ou au sein d’organismes sont soumises a des chocs ou des stress
qui pourraient leur étre dommageables. Il est nécessaire pour toute cellule d’avoir un
ensemble de mécanismes de réparation. Ceux-ci sont bien connus pour I’ADN. Pour
les protéines, le systtme majeur est composé des protéines de choc thermique.
Plusieurs familles ont été définies [rev. 277]. Elles sont classées en fonction de leur
poids moléculaire mais elles correspondent également a des fonctions biologiques

différentes. Protéines de 90 kDa (Hsp90), de 70kDa (Hsp70, DnaK, ..), de 60 kDa
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(Hsp60, GroEL, ..) et de 40 kDa (Hsp40, Dnal, ..). La fonction biologique des
protéines de type Hsp60 et 70 nécessite 1’hydrolyse d’ATP. Ces diverses protéines
forment souvent des complexes et il semble que ces oligoméres sont la forme active
ou au moins plus active de ces protéines. Il existe également des co-chaperons qui
jouent un réle important dans ces processus. Les protéines de type Hsp70 participent
au bon repliement des protéines néo-synthétisées et au repliement de protéines
dénaturées par un stress.

Les mécanismes employés pour replier les protéines correctement que ce soit en
cours de synthése ou aprés un choc semblent étre les mémes [278]. Les chaperons
moléculaires lient des surfaces hydrophobes de la protéine, qui indiment exposées
pourraient conduire 4 des agrégations ou a la formation de structures non appropriées
(repliement incorrect). Elles libéreront ces surfaces lorsque la structure formée par les
autres résidus permettra que les régions ainsi séquestrées prennent place de fagon
appropriée dans la protéine. Le role des chaperons moléculaires est beaucoup plus
important pour les protéines de haut poids moléculaire ou constitué de domaines que
pour les protéines de faible poids moléculaire. La délétion de GroEL chez E. coli
entraine des erreurs de repliement pour environ le tiers des protéines bactériennes
[279]. Les protéines de choc thermique sont exprimées 4 un niveau basal dans les
cellules et leur expression est fortement activée suite & un stress. Le bon repliement
des protéines n’est pas le seul réle que 1’on ait assigné aux chaperons moléculaires.
Par exemple, récemment, un réle dans I’architecture cellulaire a été proposé pour ces
protéines [rev. 280, rev. 281, 282].

Deux autres classes de Hsp existent. Les 100 kDa et les petites Hsp qui sont détaillées
ci-dessous. Elles sont également impliquées dans les processus de repliement des
protéines. Les Hsp de 100 kDa (Hsp104, CIpA) ont un mécanisme pour 1’instant mal

défini et semblent étre capables de solubiliser certains agrégats.

1.4.2  Les petites protéines de choc thermique (sHsp)

La principale caractéristique des sHsp est la présence du domaine a-cristallin [rev.

283] (environ 100 acides aminés situés prés du domaine C-terminal qui est
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genéralement trés court). Le domaine a-cristallin est constitué de feuillets f qui
forment une structure semblable aux immunoglobulines [284]. La superposition des
deux moitiés du domaine ressemble a un sandwich de feuillets B capable de lier les
surfaces hydrophobiques exposées des protéines dénaturées. La structure des
protéines comprenant un domaine a-cristallin les rend extrémement stables ce qui
leur permet d’agir comme protéines de premiére ligne aprés un stress cellulaire.
Originellement leur nom leur vient de la découverte dans le cristallin de I’ceil, tissu
particuliérement concentré en protéines, de polypeptides permettant d’empécher la
formation d’agrégats propres a géner la vision (oA et aB cristallin). Les protéines
avec un domaine o.-cristallin sont particuliérement nombreuses chez les plantes ou
certaines possedent méme plusieurs domaines [285]. Cette particularité pourrait étre
lié au fait que les plantes étant statiques subissent plus d’agressions
environnementales que les animaux.

Plusieurs maladies ou désordres ont été associés 4 la mutation du domaine a-
cristallin : par exemple la cataracte héréditaire [286] et la myopathie reliée a la
desmine [287, 288]. Toutefois, tous les tissus n’exprimant pas les sHsp, il ne semble
pas que leur présence soit absolument essentielle aux cellules (au moins en culture et
dans certains organes).

Les sHsp, qui ont un poids moléculaire de 12 a 43 kDa, remplissent diverses
fonctions biologiques (comme par exemple ce qui nous intéressera par la suite, la
modulation de ’apoptose). Au moment du choc thermique, elles vont lier rapidement
les protéines en train de se dénaturer pour les maintenir dans un état compétent pour
étre renaturées par les Hsp de plus haut poids moléculaire [289, 290]. Elles évitent
ainsi la formation d’agrégats insolubles qui pourraient conduire les cellules a la mort.
A la différence des Hsp de plus haut poids moléculaire, elles sont ATP
indépendantes. Ces protéines forment des structures oligomériques de taille variable
(9 a 32 sous-unités, homo ou hétéro oligomeéres). Cet état de multimérisation semble
essentiel pour certaines des sHsp [291] mais pas absolument nécessaire pour d’autres
[292]. Les seules structures 3D qui sont disponibles sont celles de Hsp16.6 de
Methanococcus jannaschii [293] et de TaHsp16.9 du blé [294]. Le multimére de

Hspl6.6 forme une sphére creuse constituée par 24 sous-unités. La surface de la
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sphére est composée par 1’association de domaines o-cristallin. Le domaine N-

terminal semble étre & I’intérieur de la sphére alors que le domaine C-terminal est a

I’extérieur.

1.4.3 Activité de chaperon moléculaire et apoptose

Les Hsp semblent intervenir a de multiples niveaux dans les mécanismes
apoptotiques le plus souvent comme régulateurs négatifs mais aussi parfois
positivement.

Contrdle de la voie intrinséque : Hsp90 peut agir sur la voie mitochondriale en

modulant la formation de 1’apoptosome [295]. De plus elle lie directement Akt pour
la stabiliser [296]. Hsp70 joue également un r6le de régulateur positif de la voie Akt
[297]. Cette Hsp lie Apaf-1 via son domaine CARD pour empécher le clivage de la
procaspase-9 [298]. Elle peut également antagoniser I’effet de AIF [203]. Récemment
une protéine du tégument de HSV, UL14, qui posséde une activité de chaperon
moléculaire et une homologie avec Hsp70 [299], a été décrite comme une protéine
anti-apoptotique [196]. La forme cytosolique de Hsp60 est capable de lier Bax pour
I’inactiver [300]. Hsp27, le prototype des sHsp, joue un réle dans le contrdle de
I’apoptose provoquée par de nombreux inducteurs [rev. 301, rev. 302] ; son effet sur
la voie intrinséque a été étudiée (ex : liaison au cytochrome C) [295, 303]. Le
domaine a-cristallin seul est capable lui aussi de prévenir I’apoptose, par exemple,
celle induite dans le cristallin par les rayons UVA [305]. Récemment le caractére pro-
apoptotique de la surexpression de la sHsp H11 a été démontré; de plus un mutant de
cette protéine H11W51C est capable d’inhiber cette apoptose [306].

Contréle de la voie extrinséque : Hsp90 peut également intevenir sur la voie des

récepteurs en liant RIP pour le stabiliser (favorisant le complexe I) [307]. Elle peut
également stabiliser, avec cdc37, le complexe IKK qui va permettre de générer une
réponse anti-apoptotique [308]. Hsp70 est connue pour réguler ’activation de la voie
JNK, ce qui permet une régulation au niveau de la voie Bid-dépendante mais aussi
sur ’expression des génes régulés in fine par cette kinase [309, 310]. I’action de

Hsp27 sur I’apoptose induite par les récepteurs de mort cellulaire a également été
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décrite notamment pour le ligand de Fas (ex : en prévenant la translocation de daxx)
[311, 312].

A un niveau plus tardif au cours de la cascade apoptotique il a ét¢ démontré que
Hsp60 pouvait intervenir dans la maturation de la procaspase-3 par un mécanisme
dépendant de I’ATP suggérant I’implication de son activité de chaperon moléculaire
[313]. Hsp70/Hsp40 semblent également intervenir dans la formation du complexe
ICAD/CAD, un des substrats de la caspase-3 et qui est responsable une fois activé de
la fragmentation de I’ADN [314].

1.5 Description du projet de recherche

Le développement a partir des HSV de nouveaux vecteurs viraux utilisables en
thérapie génique rend nécessaire la compréhension de la fonction des différentes
protéines encodées par le génome de ces virus. Le potentiel anti-apoptotique de HSV
R1 présente dans ce cadre un intérét bien compréhensible surtout du fait que certains
de ces vecteurs sont défectifs pour cette protéine. L’exemple de v-FLIP nous montre
également qu’il peut se révéler tres intéressant de comprendre le mécanisme d’action
de HSV R1 afin de mieux appréhender le phénoméne de 1’apoptose en général. Enfin
la connaissance des différents éléments qui contribuent 2 la pathogénicité des HSV
pourrait, peut étre a plus long terme, permettre d’envisager de nouvelles formes de
traitement contre ces virus. Pour ces raisons, il faut étre & méme de mesurer la
contribution réelle des différentes fonctions de HSV R1 i la pathogénicité du virus.
Des études in vitro sur des lignées de cellules ou sur des cultures primaires de cellules
cibles du virus constituent une premiére étape avant d’utiliser des modéles animaux
coliteux.

L’objectif global du projet de recherche est de définir le rdle de la fonction anti-
apoptotique de HSV-2 R1 dans la pathogenése virale. Le premier objectif
intermédiaire est de caractériser la fonction anti-apoptotique de R1 découverte
précédemment. C’est a dire de déterminer son spectre d’action, de préciser a quel
niveau intervient ce potentiel dans la cascade apoptotique, de vérifier que la fonction

est propre & R1 et que ce potentiel est conservé lors d’une infection herpétique. Le
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deuxiéme objectif était de générer un mutant viral défectif pour le potentiel anti-
apoptotique mais conservant son activité ribonucléotide réductase. Pour réaliser cet
objectif nous voulions délimiter aussi finement que possible la (ou les) région(s)
impliquée(s) dans le potentiel de R1. Nous avons alors planifié une série de délétions
dans le domaine N-terminal unique de HSV R1, dont on sait qu’il n’est pas nécessaire
pour Pactivité enzymatique, que nous avons étendue a la protéine dans son entier.
Ensuite, cette étude fut précisée par une approche alternative & savoir I'utilisation de
la R2 qui lie R1 sur une de ses surfaces. Enfin, nous avions comme troisiéme objectif
d’élucider le mécanisme d’action de R1 : pour guider notre travail nous savions que
R1 agissait en amont ou au niveau de ’activation de la procaspase-8.

La découverte en cours de projet d’une homologie de séquence entre la région = 300-
400 de HSV R1 et le domaine a-cristallin des sHsp nous a conduit a examiner s’il
existerait une relation entre la protection contre ’apoptose conférée par HSV R1 et

son activité de chaperon moléculaire.

1.6 Rappel des résultats obtenus

Nous avons démontré que HSV R1 posséde un potentiel anti-apoptotique et que
celui-ci était spécifique de la voie des récepteurs de mort cellulaire. HSV R1 agit au
niveau ou en amont de I’activation de la procaspase-8 [14]. La région de la protéine
impliquée semble Eétre constituée par la plus grande partie du domaine RR a
I’exception de la surface liant HSV R2 [15]. Des régions un peu en amont du
domaine RR pourrait étre impliqués mais cela reste difficile & démontrer. HSV R1
posséde également une activité de chaperon moléculaire qui pourrait étre portée par
une région homologue au domaine a.-cristallin du aB-cristallin [17]. Ce domaine joue

en effet un role trés important dans le bon repliement de la protéine [15].
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2.1 : La sous-unité R1 de la RR du virus de I’herpés simplex protége les cellules de
Dapoptose au niveau ou en amont de Pactivation de la caspase-8 (The RI subunit of
herpes simplex virus ribonucleotide reductase protects cells against apoptotis at, or
upstream of, caspase-8 activation. Auteurs: Yves Langelier, Stéphane Bergeron,
Stéphane Chabaud, Julie Lippens, Claire Guilbault, A. Marie Josée Sasseville,
Stéphan Denis, Dick D. Mosser et Bernard Massie.)

Contribution personnelle: En transférant le géne de la sous-unité R1 de la
ribonucléotide réductase du virus de I’herpés simplex de type 2 (HSV-2 R1) au
moyen de vecteurs adénoviraux, des travaux préalables a mon arrivée au laboratoire
avaient démontré le potentiel anti-apoptotique de HSV-2 R1. J’ai démontré que: 1)
aucune protéine adénovirale n’était nécessaire en transférant le géne de HSV-2 R1
par transfection (Fig.s3). ii) la protection conférée par HSV-2 R1 était spécifique de
’apoptose induite par la voie des récepteurs de mort cellulaire en testant différents
agents pro-apoptotiques induisant la mort cellulaire par activation des voies
intrinséques (voie mitochondriale) ou extrinséques (Fig.2). iii) HSV-2 R1 bloquait
’activation de la caspase 8 par le TNF et ceci par différentes approches (Fig.3). iv)
lors d’une infection herpétique, les virus HSV-1 et -2 étaient capables de protéger les
cellules de I’apoptose induite par le TNF et que la cinétique d’apparition de cette
protection était compatible avec la cinétique d’expression de HSV-2 R1 (Fig.4). v) un
mutant défectif pour R1 n’était capable de bloquer ’apoptose induite par le TNF que
de fagon partielle, indiquant 1I’importance de HSV-2 R1 mais aussi 1’implication
d’autres genes viraux dans la protection des cellules au cours d’une infection
herpétique (Fig.5 et 6). vi) le domaine amino-terminal de HSV-2 R1 seul n’était pas
suffisant pour conférer une protection aux cellules (Fig.7)

Contribution des co-auteurs:

Stéphane Bergeron, un étudiant qui a réalisé sa maitrise dans le laboratoire du docteur
Langelier, a été le premier a démontrer I’existence du potentiel anti-apoptotique de la
sous-unité R1 (Fig.1). Il a également déterminé le niveau minimal de HSV-2 R1
requis pour avoir une protection efficace (Fig.sl). Il a ensuite démontré que le

transactivateur (tTA) n’était pas requis pour la protection en exprimant la protéine
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HSV-2 R1 sous le contréle d’un promoteur constitutif de cytomégalovirus (CMV5)
dans des lignées cellulaires n’exprimant pas le tTA (Fig.s2).

Les autres co-auteurs ont apporté leur contribution pour la construction de vecteurs
recombinants, production de stock viraux, aide technique pour la réalisation de
certaines expériences, pour la rédaction de ’article et pour la conception et la

direction du travail.
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Summary
The R1 subunit of herpes simplex virus (HSV) ribonucleotide reductase, which in
addition to its C-terminal reductase domain possesses a unique N-terminal domain of
about 400 amino acids, is thought to have an additional, yet unknown, function. Here,
we report that the full-length HSV-2 R1 has an anti-apoptotic function able to protect
cells against death triggered by the expression of R1(A2-357), an HSV-2 R1 subunit
with its first 357 amino acids deleted. We further substantiate the R1 anti-apoptotic
activity by showing that its accumulation at low level could completely block
apoptosis induced by TNF-receptor family triggering. Activation of caspase-8
induced either by TNF or by Fas ligand expression was prevented by the R1 protein.
As HSV RI did not inhibit cell death mediated by several agents acting via the
mitochondrial pathway (Bax overexpression, etoposide, staurosporine and
menadione), it is proposed that it functions to interrupt specifically death receptor-
mediated signaling at, or upstream of, caspase-8 activation. The N-terminal domain
on its own did not exhibit anti-apoptotic activity, suggesting that both domains of R1
or part(s) of them are necessary for this new function. Evidence for the importance of
HSV R1 in protecting HSV-infected cells against cytokine-induced apoptosis was
obtained with the HSV-1 R1 deletion mutants ICP6A and ArR3. These results show
that, in addition to its ribonucleotide reductase function, which is essential for viral
reactivation, HSV R1 could contribute to viral propagation by preventing apoptosis

induced by the immune system.
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Introduction

The mechanisms for the establishment of latent infection by herpes simplex virus
type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) in neurons and the subsequent reactivation are
poorly understood. During latency, a single HSV gene, the latency associated
transcript (LAT) gene, is transcribed and is essential for efficient reactivation.
Recently, it was shown that LAT promotes neuronal survival after HSV-1 infection
by impairing apoptosis (Ahmed et al., 2002, Perng et al., 2000). During reactivation,
the pattern of gene expression is different from that observed in the lytic cycle: the
expression of early (E) genes, notably the gene for the R1 subunit of ribonucleotide
reductase (RR), begins several hours before detectable expression of the immediate
early (IE) genes (Nichol et al., 1996, Talsinger et al., 1997). In animal models, HSV
can be reactivated by numerous stress conditions including NGF deprivation and
hyperthermia, which are also known to induce neuronal cell apoptosis. Therefore, it
might be advantageous for the virus to encode a protein(s), that is able to block the
apoptotic pathways activated by these stimuli. Hence, it is not surprising that several
HSV genes, including the E protein kinase Us3, the glycoprotein gJ (UsS), the IE
proteins ICP22 and ICP27, have been shown to be involved in the inhibition of
apoptosis induced by diverse stimuli such as osmotic or thermal shock (Koyama &
Miwa, 1997, Leopardi & Roizman, 1996), the anticancer drug cisplatin (Zachos et al.,
2001) or by the virus itself (Asano ef al., 1999, Aubert & Blaho, 1999, Jerome et al.,
1999, Leopardi et al., 1997). In addition, such proteins could be important in
counteracting the action of cytotoxic T lymphocytes and cytokines that limit virus
dissemination in cells of the mucosal epithelia where the virus replicates after being
released from neurons (Jones et al., 2000, Nash, 2000). Thus, it has been shown that
HSV renders infected cells resistant to cytotoxic T lymphocyte-induced apoptosis
(Jerome et al., 1998).

The HSV RR converts ribonucleoside diphosphates to the corresponding
deoxyribonucleotides and plays a key role in the synthesis of viral DNA (reviewed in
Conner et al., 1994). The association of two homodimeric subunits, denoted R1 and
R2, the former containing the active site, forms the holoenzyme. The R1 subunits of

HSV-1 and HSV-2 possess an N-terminal domain of about 400 amino acids that is
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not found in R1 of other species (Nikas et al., 1986). Because of its unique N-
terminal domain and a pattern of expression different from that of its R2 partner, it
has been suggested that HSV R1 could have a dual function. Interestingly, the
cytomegalovirus (CMV)-encoded R1, which is thought not to be involved in
ribonucleotide reduction, was recently shown to play a role in the control of apoptosis
induced by the virus itself in endothelial cells (Brune et al., 2001). A study of the
homologous gene of a related f-herpesvirus, human herpesvirus 7 (HHV-7), revealed
that the gene does not express a functional RR subunit, and it was concluded that R1
could have a different function not only in HHV-7 but also in other B-herpesviruses
(Sun & Conner, 1999).

Studies with HSV-1 R1 mutants, first carried out with cultured cells, showed
that the enzyme is required for efficient replication in non-dividing cells.
Subsequently, experiments using animal models demonstrated that the enzyme is
required for efficient pathogenicity and is essential for virus reactivation from the
neurons, but is not essential for the establishment of latency (Goldstein & Weller,
1988a, Goldstein & Weller, 1988b, Jacobson et al., 1989, Brandt ez al., 1991). The
observations that a mutant virus bearing a deletion of the RR domain of the R1 gene
(hrR3) exhibited the same phenotype in cell culture or in animal models as another
virus with a deletion of both the N-terminal and RR domains (ICP6A) have suggested
that the N-terminal domain may play only a minor role in viral pathogenesis
(Goldstein & Weller, 1988a, Goldstein & Weller, 1988b, Jacobson et al., 1989).
However, viral mutants that contain deletions only of the R1 N-terminal domain have
not yet been characterized for their capacity to reactivate. Therefore, an important
role of this domain in HSV reactivation could have been masked by the RR
deficiency of the two mutants, which by itself completely prevents virus replication
in the latently infected neurons.

The view that a protein kinase activity could be intrinsic to the unique N-
terminal domain of the HSV R1 (Chung et al., 1989, Cooper et al., 1995, Paradis et
al., 1991) has recently been ruled out by extensive biochemical work showing that R1
does not possess such an activity but rather is a good substrate for co-purifying

protein Kinases (Conner, 1999, Langelier et al., 1998). Following our unsuccessful
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attempts to select standard recombinant adenovirus (Ad) constitutively expressing an
HSV-2 R1 bearing a deletion in its N-terminal domain, R1(A2-357), we subsequently
produced Ad recombinants using a tetracycline-regulated expression cassette, which
led us to discover that this protein is cytotoxic (Massie et al., 1998a). Here, we show
that the full-length HSV-2 R1 has an anti-apoptotic function that is able to protect the
cells against apoptosis induced by expression of R1(A2-357) or by death receptor
triggering. We also found that the R1 protein acts at, or upstream, of caspase-8
activation. Using HSV-1 R1 deletion mutants, we obtained evidence for the
importance of HSV R1 in protecting HSV-infected cells against cytokine-induced

apoptosis.
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METHODS

M Cells, plasmids, Ad recombinants and HSV. The conditions for the culture of
human 293A, 293S, HeLa S3 and A549 cells and for the selection of AS549-tTA,
HeLa-rtTA and HeLa-tTA cell lines to complement the tetracycline (Tet)-regulated
expression cassette were as described previously (Massie ef al., 1998a). A549-tTA
cells were maintained in medium containing 30 pg/ml phleomycin until one passage
before the experiments, whereas medium for HeLa-tTA and HeLa-rtTA contained
350 pg/ml G-418.

The recombinants Ad5TR5-R1 and AdSCMV5-R1 for expression of the R1
of the HSV-2 RR, Ad5TR5-R1(A2-357), an Ad recombinant expressing a truncated
RI with amino acids 2-357 deleted, and AdSTR5-GFPq, an Ad recombinant
expressing a mutated green fluorescent protein (GFPg), have been described
previously (Massie et al., 1998a, b). AdTR5-R1(1-398), AdTRS5-R1(1-446)-GFPy,
and AdTR5-R1(1-496) are Ad recombinants expressing mutants of R1 deleted at
various positions in the N-terminal domain and were constructed as detailed
previously (Massie et al., 1998b). AdSCMV-Fas-L is a recombinant expressing the
rat Fas ligand (Fas-L) under the control of the CMV IE promoter. Ad5TR5-Bax
expresses the mouse Bax protein under the control of the TRS promoter. Plasmids
PAdTR5-R1-K7-GFPq, pAdTR5-p35-K7-GFPo, pAdTR5-19K-K7-GFP, were
obtained by inserting the coding sequences of the HSV-2 R1, the baculovirus p35
and the adenovirus E1B-19K genes in the BamHI site of the pAdTRS5-K7-GFPq
transfer vector (Massie et al., 1998b).

Adenovirus stocks were prepared by infecting 293S cells in suspension
culture and titrated by plaque assay on 293A cells. To ensure optimal entry of the
virus, the adsorption conditions for infection and titration were based on the protocol
described by Mittereder et al. (1996). High titer stocks of HSV-1 (strain F) and HSV-
2 (strain HG-52) were prepared by infecting confluent BHK-21/C13 cells with a low
m.o.i. as described previously (Langelier & Buttin, 1981). The RR null HSV-1
mutants ICP6A and #rR3 (Goldstein & Weller, 1988a, b) and its parental strain KOS

were propagated and titrated on subconfluent Vero cells. The HSV-1 deletion mutant
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of the viral host shut off gene (pvhs’) is derived from the KOS strain (Jones et al.,
1995).

B Apoptosis assays. Cells were seeded 1 day before infection either in 6-well plates
at 3 x 10° cells per well, in 60-mm dishes at 1 x 10° cells per dish or in 96-well plates
at 5 x 10° cells per well. The Ad recombinants Ad5TR5-R1(A2-357) or AdSCMV-
Fas-L suspended in 1 ml of medium were adsorbed on to the cells for 18 h. For the
co-infection experiments with Ad5STR5-R1 or Ad5CMV5-Ri, these recombinants
were first adsorbed on to the cells for 7 h. HSV was adsorbed on to the cells for 1 h.
Doxycycline was added at 30 ng/ml, when used to inhibit the recombinant protein
synthesis in tTA-expressing cells, and at 3 pg/ml to induce protein expression in
rtTA-expressing cells. To trigger apoptosis, cycloheximide (CHX ; 30 pg/ml) plus
either human recombinant tumor necrosis factor (TNF) (2.5 ng/ml; Sigma) or anti-
Human Fas mAb CH-11 (50ng/ml; Upstate Biotechnology) were used.

To quantify the percentage of apoptotic cells, the detached cells, which had a
strong tendency to aggregate, were dispersed by gently pipetting the medium. The
cells were then counted in at least five randomly selected fields in each duplicate dish
using a Nikon Diaphot inverted photomicroscope (magnification X200). The
percentage of apoptotic cells was evaluated by dividing the number of cells with
apoptotic morphology by the total number of cells. Cell viability was also assessed
using the Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Molecular Biochemicals) with
cells seeded in 96-well plates (four wells per assay). For protein analysis, cells were
scraped, washed with PBS, resuspended in 80 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2 % SDS, 6 M
urea and frozen at -80 °C until extraction.

B Protein extraction for SDS-PAGE and Western blot analyses. SDS-PAGE and
Western blotting of total protein extracts were performed as described previously
(Lamarche et al., 1996). For HSV R1 detection, 168R1, a rabbit polyclonal anti-R 1
antiserum (Langelier et al., 1998) or 932, a mouse mAb (Ingemarson & Lankinen,
1987) were used; P9 a polyclonal antiserum directed against the HSV R2 C terminus
(Cohen et al., 1986), was used for HSV R2; the mouse mAb C15 (Scaffidi et al.,
1997) was used for caspase-8; the mouse mAb PARP(Ab-2) (Calbiochem) was used
for poly (ADP-ribose) polymerase (PARP). Quantification of the percentage of
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recombinant protein was carried out as detailed by Lamarche e al. (1996) and Poon
et al. (1996).

BIn vitro caspase assays. The ApoAlert (Clontech) caspase-3 and -8 fluorescent
assay kits, which detect the shift in fluorescence emission of 7-amino-4-
trifluoromethyl coumarin (AFC), were used to evaluate caspase-3 and -8 activity by

measuring the initial rate of release of free AFC with a 96-well plate fluorometer.
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RESULTS
HSV-2 R1 protects cells against cytokine-induced apoptosis

In previous studies, we had observed that the inducible expression of R1(A2-
357), an HSV-2 R1 subunit with its first 357 amino acids deleted, resulted in cell
death by apoptosis (Massie et al., 1998a). Subsequently, we found that the full-length
HSV-2 R1 has an anti-apoptotic function able to protect the cells against death
triggered by the expression of the R1(A2-357) (data not shown). As R1(A2-357) is
not a natural degradation product of R1, the physiological relevance of the above-
described observation was at first sight not evident. However, since it has been
reported that HSV could block apoptosis induced by diverse stimuli, we first tested
whether R1 could block apoptosis induced by activation of receptors of the TNF
family. To this end, A549-tTA and HeLa cells, which are sensitive to Fas- and TNF-
mediated apoptosis, were chosen, as their normally flat morphology facilitates the
scoring of apoptotic cells, characterized by membrane blebbing and cell body
condensation. Hoechst staining indicated that cells scored apoptotic by morphology
also exhibited nuclear condensation and fragmentation (data not shown).

AS549-tTA cells massively undergo apoptosis when exposed to TNF in the
presence of CHX, more than 95 % of the cells being seen floating in the medium 18 h
after the treatment. In contrast, no more than 5 % of the cells that had been infected
with Ad5TRS-R1 for 7 h prior to the application of the pro-apoptotic stimulus
exhibited apoptotic morphological appearance (Fig. 1A). Similar results were
obtained with HeLa-rtTA cells when they were infected in the presence of
doxycycline to induce R1 expression (data not shown). The protection conferred to
A549-tTA cells by AA5STRS5-R1 infection was confirmed by the observation that the
TNF-induced PARP cleavage was prevented in infected cells (Fig. 1B). Moreover, as
shown in Fig. 1(C), the curve showing the decrease in the percentage of apoptotic
cells as a function of the m.o.i. of AA5STR5-R1 was similar to the curve of the
percentage of cells expected to be infected by the Ad recombinant according to the
Poisson distribution. This result indicates that infection by only one infectious virion
was sufficient to confer protection against TNF. Evidence that R1 expression is

necessary for the protective effect came from the observation that infection with
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Ad5STRS5-R1 in the presence of 30 ng/ml doxycycline (not shown) or with AdSTRS-
GFPq (Fig. 1C) did not protect cells. By repressing R1 expression with doxycycline,
the minimal amount necessary for protection was evaluated to be ~0.06 % [available
as supplementary data (Fig. s1) at JGV Online (http//vir.sgmjournals.org)]. During an
HSV-2 infection, a similar R1 level can be attained at 3 h post-infection and at its
maximal value the R1 accumulation can reach 1 % of total cell protein.

The R1 anti-apoptotic potential against death receptor activation was further
demonstrated by showing that it could block cell death induced either by Fas
triggering with the anti-Fas antibody CH11 in the presence of CHX in A549-tTA and
HeLa-rtTA cells or when apoptosis was induced by more physiological conditions
(without CHX) with an Ad recombinant that expresses Fas-L. Infecting HeLa cells or
MDA-MB 231 breast cancer cells with the recombinant AASCMV5-R1, a constitutive
Ad with an improved CMV-based expression cassette (Massie et al., 1998a), ruled
out the possible involvement of the tTA protein in the protective effect of the R1
[supplementary data (Fig. s2) at JGV Online (http//vir.sgmjournals.org)]. Taken
together these results demonstrate that the HSV-2 R1 expressed at physiological
levels is able to protect several types of cells against apoptosis induced by the

activation of death receptors.

Adenovirus proteins are not involved in the anti-apoptotic action of HSV-2 R1
The involvement of Ad protein(s) in the protective effect was ruled out by
transfecting HeLa-tTA cells with the shuttle plasmids used to construct the Ad
recombinants. These experiments described in detail in supplementary data [Fig. s3;
JGV Online (http//vir.sgmjournals.org)] showed that the R1 protective activity did
not require the co-expression of any Ad protein and that it was as potent as the two

well-known anti-apoptotic proteins Ad E1B-19K and baculovirus p35.

HSV-2 R1 blocks caspase-8 activation induced by TNF and Fas-L
Two principal pathways for apoptosis have been described: the mitochondrial
(intrinsic) pathway requires the participation of mitochondria, which activate

caspases by releasing cytC, and the death receptor (extrinsic) pathway, in which
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mitochondria can be bypassed and caspases are activated directly by the triggering of
death receptors. Both pathways converge on effector pro-caspases such as pro-
caspase-3 (reviewed in Ashkenazi & Dixit, 1998). In several types of cell, the death
receptor pathway is amplified by the mitochondrial pathway through the cleavage of
the protein Bid by caspase-8 (Korsmeyer et al., 2000). Signaling through death
receptor results in the assembly of the death inducing signaling complex (DISC),
which leads to the recruitment of the pro-caspase form of caspase-8 through adapter
-death-domain-containing proteins FADD and TRADD. Oligomerization of the pro-
caspase leads to its auto-proteolytic activation (Ashkenazi & Dixit, 1998). Indication
that HSV-2 R1 could act specifically in the extrinsic pathway came from testing the
effect of the protein against stimuli known to induce cell death via the intrinsic
pathway: Bax overexpression (Gross ef al., 1999), etoposide (Engels et al., 2000),
menadione (Samali et al., 1999) or staurosporine (Li et al., 2000). For these
experiments, as some of these agents as menadione are known to induce cell death
both by apoptosis and necrosis (Samali ez al., 1999), cell killing was scored not only
by microscopic observation of cells but also using the colorimetric WST-1 viability
assay. As shown in Fig. 2A, both scorings indicated that R1 expression could not
prevent cell death induced by any of these stimuli. For staurosporine, cell death was
even increased in the presence of R1.

To elucidate further the molecular mechanism underlying the R1 anti-
apoptotic activity, we evaluated the activation of caspase-8 induced either by CHX +
TNF or by Fas-L expression in A549-tTA cells with or without prior infection with
Ad5TRS5-R1. Caspase-8 activation was monitored by immunoblot analysis with a
mAb visualizing the inactive 56-kDa pro-form and the active 18-kDa species (Fig.
3A) and by an in vitro assay using IETD-AFC as a caspase-8-specific fluorescent
substrate (Fig. 3B, C). In Fig. 3(A), caspase-8 activation induced by an 8 h CHX +
TNF treatment is clearly evidenced by the complete disappearance of the inactive 56-
kDa pro-form and the presence of the 18-kDa active species. Time-course studies of
the IETD-AFC substrate cleavage (Fig. 3B, C) showed that the activation reached a
maximum between 4 and 6 h post-treatment and was no longer detectable at 16 h, a

time when most of the cells had been destroyed. Both caspase assays revealed that R1
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protein expression impaired the activation of caspase-8 induced either by CHX +
TNF or Fas-L expression. Additional experiments using increasing m.o.i. of
AdS5TRS-R1, as for the experiment described in Fig. 1(C), showed that the percentage
of protection correlated with the extent of caspase-8 impairment (data not shown).
The R1 segment 190-240 contains sequences exhibiting weak similarities with
preferred recognition motifs of some caspases. Also, we observed previously that
both the HSV-1 and -2 R1 were cleaved after one of these motifs at HSV-2 position
240. These facts led us to assess a possible inhibitory effect of the purified RR-active
R1 on mature caspases 8 and 3. Our experiments demonstrated that purified HSV-2
R1 added up to 2 uM was unable on its own to inhibit these enzymatic activities in
tube assays (data not shown). These results suggest that R1, which does not act by
preventing caspase-8 enzymatic activity, specifically functions to interrupt death
receptor-mediated signaling at, or upstream of caspase-8 activation. Additional
evidence in favor of that conclusion was provided by an experiment aimed at
determi-ning whether R1 could influence the activation of caspases induced by
staurosporine. It has been recently demonstrated that, in staurosporine-induced
apoptosis, caspase-8 is activated by a cytC-dependent activation of caspase-3 (Engels
et al., 2000, Tang et al., 2000). As expected from the observation that staurosporine-
~ induced cell death was increased by R1 (Fig. 2A), caspase-3 activity measured using
DEVD-AFC as specific substrate was higher in cells expressing R1 than in mock-
infected cell control (Fig. 2B). Surprisingly, the activation of caspase-8 was also
increased in the presence of R1. In control cells treated in parallel with CHX + TNF,
the activation of these two caspases was blocked. Thus, it can be concluded that R1,
which efficiently interferes with death receptor dependent activation of caspase-8,
cannot block the caspase-3-dependent activation of caspase-8 that is triggered by

staurosporine.

HSY inhibits TNF-induced apoptosis

We next investigated whether, during HSV infection, the HSV R1 protein could
prevent apoptosis induced by TNF. In a first series of experiments, A549-tTA or
HeLa cells were infected with either HSV-1 strains KOS and F or HSV-2 strain HG-
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52 at an m.o.i. of 10 for 8 h before the addition of CHX + TNF. Apoptosis was scored
20 h later by microscopic examination of the cells. The three HSV strains diminished
the level of apoptosis from 95 % in mock-infected control to 15-25 %, levels that
were similar to those obtained in HSV-infected cells treated only with CHX (see Fig.
4 for A549-tTA cells). The protective effect was confirmed by the observation that
these viruses prevented the TNF-induced PARP cleavage (see Fig. 5B for KOS strain,
and data not shown). In order to determine the time course of the appearance of the
protective effect in HSV infected cells, A549-tTA cells were infected for increasing
periods of time before the addition of the lethal cocktail. As can be seen in Fig. 4,
protection became detectable between 2.5 and 4 h, and appeared about 1-2 h earlier
with the HSV-2 strain. However, for all three of the strains tested, maximal protection
was reached within 6 h when the levels of apoptosis became comparable with those
obtained in HSV-infected cells treated only with CHX. These results suggest that the
protective effect is mediated by the synthesis of IE or E viral protein(s).

Protection against TNF is reduced in cells infected by ICP6A and ArR3, two R1
deletion mutant viruses

Next, the effect of deleting the HSV-1 R1 gene was studied by infecting A549-tTA
cells with increasing m.o.i.s of either ICP6A or its WT parent, KOS. At the three
m.o.1.s tested, ICP6A showed a roughly 2-fold decreased protection against CHX +
TNF (Fig. 5A). In similar experiments, the extent of apoptosis was also evaluated by
examining PARP cleavage. These experiments, as the one presented in Fig. 5(B),
showed that the TNF-induced PARP degradation was completely impaired in KOS-
infected cells but only partially in ICP6A-infected cells. In addition, as it was reported
previously that the R1 deletion does not affect the synthesis of other viral
polypeptides (Goldstein & Weller, 1988a, b), we could compare the infectivity of
both viruses by measuring the accumulation of R2 (the other subunit of RR). As
similar levels were detected in both series of infected cells at 7 h post-infection, we
conclude that the anti-apoptotic defect of the ICP6A viral stock was not due to a
lower infectivity. Finally, the effect of viral infection on caspase-8 activation induced

by the CHX + TNF treatment was monitored by measuring the cleavage of the
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caspase-8-specific substrate at 4 and 24 h post-treatment (Fig. 6). The caspase-8
activation induced by the cytokine was completely blocked in A549-tTA cells
infected with the WT virus, KOS. In sharp contrast, it occurred significantly at the
two different time points in cells infected with the mutant ICP6A, the activity
measured being at least 3-fold higher than in the corresponding KOS-infected cells.
Therefore, it can be concluded that the R1 null mutant is partially defective in
blocking TNF-induced caspase-8 activation. Taken together, these results, which
demonstrate that HSV-1 R1 plays an important role in the protection of HSV-

infected cells against TNF, also indicate that other viral protein(s) are involved.

The HSV-2 R1 N-terminal domain is not anti-apoptotic by itself.

When the protection assays were performed with #7R3, the mutant expressing the
first 428 amino acids of R1 fused to f-galactosidase, results similar to those observed
with ICP6A were obtained (data not shown). This suggested that the N-terminal
domain by itself could not be sufficient for the R1 anti-apoptotic activity. Using Ad
recombinants that express variable lengths of the R1 N-TERMINAL domain (1-398,
1-446-GFPq, and 1-496), we confirmed this hypothesis. The three proteins, which
were found to be as soluble as the WT R1 as determined by centrifugation (Fig. 7B)
or immunofluorescence (not shown), were not protective at all, neither against
apoptosis induced by cytokines (Fig. 7A for CHX + TNF, not shown for Fas-L).
Hence, both the N-terminal domain and the RR domain or parts of them, contribute to

the HSV-2 R1 anti-apoptotic activity.



62

DISCUSSION

The major finding of the present work is that the HSV-2 R1 very efficiently prevents
apoptosis induced by activation of death receptors. It came from the serendipitous
observation that a large deletion in the N-terminal domain of HSV-2 R1 produces a
pro-apoptotic protein. Our data supporting an anti-apoptotic function for HSV-2 R1
were accumulated using mostly Ad recombinants. Thus, effects of gene expression
can be observed with high reproducibility in a larger proportion of cells than what can
be attained by transfection. Moreover, the inducible AA5TRS system is very powerful
as it permits the regulatable expression of a gene of interest in nearly 100 % of the
cells. Hence, using doxycycline to repress R1 expression we were able to determine
that maximal protection against TNF could be seen at R1 levels ~20-fold lower than
what is maximally accumulated during an HSV infection. However, as Ad does
express some of its genes, even in non-permissive cells, one could suspect the
involvement of Ad genes in the observed phenomenon. Here, it was clearly shown
that the R1 protective effect did not necessitate the co-expression of any Ad protein
because R1 protein expression from transfected plasmids conferred protection against
CHX + TNF to most of the transfected cells.

The majority of cell lines, including A549, HeLa and MDA-MB-231 cells, which
naturally express low levels of TNF receptor and Fas at their surface, are resistant to
TNF and Fas cytotoxicity unless co-treated with protein or RNA synthesis inhibitors,
such as CHX and actinomycin D. The sensitizing effect of these inhibitors has been
recently ascribed to a direct strong down-regulation of accumulation of apoptosis
regulatory proteins such as FLIP or RIP (Fulda et al., 2000, Kreuz et al., 2001,
Wajant et al., 2000). Most of our data demonstrating the R1 anti-apoptotic potential
were obtained with CHX to increase the cytotoxicity of TNF or Fas agonist mAb.
However, even when apoptosis was induced by infecting cells with the AdSCMV-
Fas-L recombinant without the use of CHX, pre-infection by Ad5TR5-R1 was fully
protective. Therefore, it can be concluded that the R1 anti-apoptotic action is not
dependent on the inhibition of the synthesis of short-lived regulatory proteins.

The second important observation of the present work is that the HSV-2 R1 prevents
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caspase-8 activation induced via death receptor triggering. HSV-2 R1 did not inhibit :
(i) cell death mediated by a variety of agents acting via the mitochondrial pathway
(Bax overexpression, etoposide, staurosporine and menadione); (ii) active caspase-8
and -3 in tube assays; and (iii) the caspase-3-dependent activation of caspase-8
induced by staurosporine in A549-tTA cells; thus, it is most likely that HSV-2 R1
specifically interrupt death receptor-mediated signaling at, or upstream of, caspase-8
activation. The mechanism by which the HSV-2 R1 impairs the process of caspase-8
activation is currently unknown. One possible mode of action of the R1 protein could
be that, through an interaction with either caspase-8 itself or the adapter molecules
TRADD, FADD or FLASH, it prevents pro-caspase-8 oligomerization. This
mechanism could be similar to viral or cellular FLIP proteins that act by inhibition of
caspase-8 recruitment to the DISC (Krueger et al., 2001). However, our co-
immunoprecipitation studies could not detect HSV-2 R1 interacting with pro-caspase-
8 using conditions similar to those recently used to detect interaction between this
caspase and the CMV anti-apoptotic protein VICA (Skaletskaya et al., 2001).

Our data with A549-tTA cells showing that activation of caspase-3 and —8 induced by
staurosporine was not blocked by R1 contradict a recent report indicating that 293
cells constitutively expressing HSV-2 R1 exhibited resistance to staurosporine-
induced apoptosis, as shown by an absence of caspase-3 activation and PARP
cleavage (Perkins et al., 2002). The reason for this discrepancy is unknown. As we
were also unable to observe protection either in HeLa or 293A cells transiently
expressing HSV-2 R1 or in 2938 stable cell lines inducibly expressing the protein (8.
Chabaud, C. Ablasou, L. Bourget, B. Massie and Y. Langelier, unpublished results),
it is unlikely that it could attributable to the use of different cell lines.

The third important finding of the present work is that both HSV-1 and HSV-2
infection impairs apoptosis induced by TNF-R or Fas activation in the presence of
CHX. The role of the R1 protein in this protection was substantiated by our data
showing that the protective effect appears in both HSV-1 and HSV-2 infected cells
with a time-course compatible with the synthesis of IE or E viral protein(s), and, that
deleting R1 in the HSV-1 strain KOS (ICP6A and 4rR3 mutants) decreased the anti-
apoptotic potential by 50 %. Our observation that half of the cells infected with the
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R1 null mutants were resistant to TNF treatment suggests that other viral gene(s) also
contribute to the phenomenon. Among them, the vhs gene appears to play a
significant role as we have observed that deleting it reduced the anti-apoptotic
potential by about 30 % (C. Guilbault and Y. Langelier, unpublished observations).
The vhs protein, by inhibiting cellular protein synthesis, could act, for example, by
decreasing the amount of cytokine receptors at the cell surface. Direct evidence has
also been provided that the HSV glycoprotein gJ can also antagonize Fas-induced
apoptosis (Jerome et al., 2001). Other viral genes, which have been shown to be
involved in the control of apoptosis induced by diverse stimuli, could also contribute
to the partial resistance of the HSV R1 mutants. Among them are the protein kinase
Us3, which acts through the phosphorylation of the apoptosis regulatory protein Bad
(Munger & Roizman, 2001), the glycoprotein gD and the IE gene ICP27 (Aubert et
al., 1999).

Recent observations showing the predominance of TNF in the trigeminal ganglion
during primary infection and following reactivation suggest that the protection of
HSV-infected cells against TNF could be important during the establishment of
latency and/or reactivation (Kodukula et al., 1999, Shimeld et al., 1999, Shimeld et
al., 1997). As, HSV R1 begins to be synthesized at an early stage during both lytic
cycle and reactivation, and accumulates throughout the productive cycle in amounts
larger than needed for DNA replication (N. Lamarche and Y. Langelier, unpublished
observations) it could contribute to slowing down the antiviral activity of TNF-family
cytokines. It could also counteract the action of cytotoxic lymphocytes that are
maintained for long periods at mucosal sites of viral shedding (Liu et al., 2000, Nash,
2000, Posavad et al., 2000). Further work to assess the role of the R1 anti-apoptotic
domain in latency will require an HSV mutant defective in R1 anti-apoptotic activity ,
without being pro-apoptotic as R1(A2-357), but still functional in RR activity, since
the R1 RR domain is required to allow deoxyribonucleotide synthesis, which is
essential to viral DNA replication during reactivation in animal ganglion neurons.
Finally, our initial thought that the anti-apoptotic function could be circumscribed to
its unique N-terminal domain has proven to be wrong and studies are under way to

delineate which parts of the two domains are important for the control of apoptosis.
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As the R1 protein does not exhibit clear homology to any of the known anti-apoptotic
proteins, it could act through a new mechanism of action. Our results indicate that the
HSV RI1 possesses an anti-apoptotic function, which we propose is important in HSV
pathogenesis. Further understanding of this mechanism may suggest new approaches
to control HSV pathogenicity and contribute to a better understanding of the control

of apoptosis.
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LEGENDS OF FIGURES

Fig. 1. Full-length R1 prevents apoptosis induced by TNF. (A) Morphological
appearance of cells photographed using a phase-contrast microscope. A549-tTA cells
were mock-infected (Mock) or infected for 7 h with AdSTR5-R1 (R1) at an m.o.i. of
5 PFU/cell. The cells received 7 h later new medium either without any additive
(Control), with 30 pg/ml CHX (CHX) or with 30 pg/ml CHX plus 2.5 ng/ml
TNF (CHX + TNF). Photographs were taken 18 h later. (B) Cellysates were
prepared from the cell populations described in (A) and analyzed for PARP (116K)
cleavage by immunoblotting. (C) A549-tTA cells were infected with increasing MOlIs
of AASTRS-R1 (M, [) or AdSTR5-GFP (A) and received 7 h later CHX (0) or CHX
+ TNF (M, A) as in (A); mock-infected untreated control (O). The percentage of
apoptosis was evaluated from 24 to 26 h after the first infection by counting under
microscopic observation apoptotic and non-apoptotic cells. The dotted line (right
axis) represents the percentage of cells expected to be infected by the Ad recombinant

according to the Poisson distribution.

Fig. 2. HSV-2 R1 does not impair cell death induced by agents acting via the
mitochondrial pathway. (A) A549-tTA cells infected for 24 h with an m.o.i. of 25
PFU of Ad5TR5-R1 (R1+) or mock infected (R1-) were either reinfected with
Ad5TRS5-Bax with an m.o.i. of 200 PFU (Bax) or treated with 100uM menadione,
400uM etoposide, 250nM staurosporine, 30 pg/ml CHX (CHX control) or 30 pg/ml
CHX + 2.5 ng/ml TNF (CHX + TNF). The percentage of viability was determined 24
h after treatment by scoring cells exhibiting normal morphology under microscopic
observation in ten randomly selected fields (gray bars) or by the cell viability WST-1
assay (black bars). Results are expressed as percentage of the control value without
R1 infection; for CHX + TNF, the value of CHX treated cells was used as control.

(B) HSV-2 R1 does not block staurosporine-induced caspase activation. A549-tTA
cells infected or not with AA5STRS-R1 were treated with staurosporine or CHX + TNF
as described in (A). At the indicated times, cells were harvested for caspase-8 (gray

bars) and -3 (black bars) determination with the ApoAlert™ kits.



75

Fig. 3. HSV-2 R1 impairs caspase-8 activation. A549-tTA cells were either mock-
infected (MOCK) or infected with the recombinant AA5TR5-R1 (R1) at an m.o.i. of 5
for 7 h before the addition of CHX (CHX), CHX + TNF (CHX + TNF), control
medium (Control) or reinfection with AASCMV-Fas-L (Fas L) at an m.o.i. of 25.
After 8 h, 16 h or at the indicated time points in the time-course experiment presented
in panel (B), % apoptosis (<, gray bars) was scored as described in Fig. 1C, and cells
were harvested and cytoplasmic extracts were prepared for caspase-8 determination.
Caspase-8 activation was monitored either in panel (A) by immunoblotting 20 pg of
protein extract with the monoclonal antibody mAb C15 or in panels (B and C) by
measuring caspase-8 activity with the ApoAlert™ kit (O, black bars).

Fig. 4. HSV infection protects A549-tTA cells against TNF induced apoptosis. A549-
tTA cells were mock-infected (X, A, A) or infected with either the HSV-1 strains
KOS (0, W) and F (O, @) or the HSV-2 strain HG-52 (<, 4) at MOIs of 10 for
increasing periods before the addition of either CHX (A, O, O, ©), CHX + TNF (A,
Hl, ®, ) or control medium (X). Apoptosis was scored 20 h after the addition of the
lethal cocktail.

Fig. 5. The R1 mutant ICP6A has a reduced anti-apoptotic potential against TNF.
A549-tTA cells were either mock-infected (O, @, B) or infected with increasing
MOIs of either the parental HSV-1 KOS (<, @) or the R1 null mutant ICP6A (A, A)
for 7 h before the addition of either control medium (O, <, A), CHX (@, 4 dotted
line, A dotted line), or CHX + TNF (@ full line, A full line). (A) Apoptosis was
scored 20 h after the addition of the lethal cocktail. (B) PARP cleavage and R2
protein were detected by immunoblotting of protein extracts harvested at 20 h post-
infection from cells infected at 7.5 or 20 PFU/cell. Extracts of cells infected with
Ad5TR5-R1 (AdR1) at an m.o.i. of 5 for 7 h before the addition of CHX or CHX +
TNF were added as control.

Fig. 6. The Rl mutant ICP6A is defective in blocking TNF-induced caspase-8
activation. A549-tTA cells were either mock-infected (MOCK) or infected at an
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m.o.i. of 10 with either the parental HSV-1 KOS (KOS) or the R1 null mutant ICP6A
(ICP6A) for 8 h before the addition or not (Control) of CHX + TNF (CHX + TNF). %
apoptosis (gray bars) and caspase-8 activity (black bars) were measured at 4 h and 24

h after the addition of the lethal cocktail.

Fig. 7. The HSV-2 R1 N-TERMINAL domain is not anti-apoptotic by itself. A549-
tTA cells were infected at an m.o.i. of 25 with the Ad recombinants Ad5TRS-R1
[R1], Ad5TR5-R1(1-398) [R1(1-398)], Ad5TR5-R1(1-446)-GFPq [R1(1-446)-
GFPq], Ad5TRS5-R1(1-496) [R1(1-496)] or mock-infected (Mock). In panel (A) the
cells received 7 h later medium containing CHX (gray bars) or CHX + TNF (black
bars). Apoptosis was scored 14 h later. In panel (B) extracts from the CHX treated
cells were centrifuged at 100 000 x g for 1 h at 4 °C; supernatants and pellets were
analyzed for recombinant protein expression by immunoblotting. Extract containing

the R1(A2-357) was included as reference for a low solubility protein.
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SUPPLEMENTARY DATA
METHODS

Transfection experiments HeLa-tTA cells were seeded in six-well plates (1.5 x 10°
cells per well) 24 h before transfection with different plasmids (2 pg) in the presence
of 6 pul of FuGENE 6 following the provider’s protocol (Roche Diagnostics). After
36 h, the cells received new medium containing either CHX or CHX + TNF as
indicated in the published paper or no additives for the control cultures and apoptosis
was scored 14 h later. Percentage transfection (% GFP-positive cells in control
cultures that were co-transfected with 2 pg of the tested plasmid and 0.5 pg of
pAdCMVS5-GFPq) was determined with an EPICS XL-MCL flow cytofluorometer.
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RESULTS

Physiologic amount of R1 is sufficient for protection

To determine the minimal amount of R1 necessary for protection, A5S49-tTA
cells were infected at 5 PFU/cell in the presence of increasing concentrations of
doxycycline (Fig. s1A). Quantification of the R1 concentration by immunoblotting
using purified R1 as a standard revealed that a doxycycline concentration of 0.1
ng/ml, which reduced the level of protection only slightly (Fig. s1A), decreased the
R1 concentration from 0.4 % total cell protein in the control without doxycycline (not
shown) to 0.06 % (Fig. s1B). During the course of an HSV-2 infection of BHK
21/C13 cells, a similar R1 level is attained at approximately 3 h post-infection; at 12
h, when the R1 accumulation reaches its maximal value, it represents 1 % total cell
protein (data not shown). Together, these results indicated that R1 expressed at
physiological levels could effectively protect cells against the death inducing
cytokine TNF.

Full-length R1 inhibits Fas receptor-induced apoptosis

To further characterize the anti-apoptotic potential of R1 against death
receptor activation, its action against Fas triggering was studied. The anti-Fas
antibody CH11 in the presence of CHX was as effective as TNF in mediating
apoptosis with HeLa-rtTA or parental HeLa cells but was less potent with A549-tTA
cells, only 35 % of the cells being scored apoptotic at 48 h. AdSTR5-R1 infection of
HeLa-rtTA and A549-tTA cells blocked Fas receptor-induced apoptosis as efficiently
as it did in TNF-treated cells (data not shown). To rule out the possible involvement
of the tTA protein in the protective effect of the R1, HeLa cells were infected with
the recombinant AdSCMV5-R1, a constitutive Ad with an improved CMV-based
expression cassette. The results shown in Fig. s2A indicated that full protection
occurred in these cells against both TNF and anti-Fas antibody. Protection against
TNF was also observed in MDA-MB-231 breast cancer cells infected with the
recombinant AdSCMV5-R1 (data not shown). These observations demonstrate that
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the R1 anti-apoptotic activity does not require the presence of the tTA or rtTA protein
and is functional in several types of cells.

To determine whether protection could be observed when apoptosis was
induced by more physiological conditions (without CHX), AdSCMV-Fas-L, an Ad
recombinant that expresses Fas-L under the control of the standard CMV promoter,
was used. At 72 h post-infection with this recombinant, apoptosis occurred in more
than 90 % of A549-tTA cells. In sharp contrast, when they had been pre-infected for
7 h with Ad5TR5-R1, they were efficiently protected, the level of apoptosis being
similar to that seen in mock-infected control (Fig. s2B). Adding doxycycline
throughout the infection considerably reduced the protection. Together these results
demonstrate that HSV-2 R1 is able to protect cells against apoptosis induced by

activation of death receptors.

Ad proteins are not involved in the anti-apoptotic action of HSV-2 R1

At the low m.o.i. of Ad recombinants used in the present study the level of
expression of Ad genes should be extremely low due to the absence of Ad replication.
However, the involvement of Ad protein(s) in the protective effect, even if highly
unlikely, could not be completely ruled out. To study this possibility, HeLa-tTA cells
were transfected with different transfer vectors expressing either the R1 protein or,
for comparison, two well-known anti-apoptotic proteins, Ad E1B 19K or baculovirus
p35. These cells were chosen as they could be transfected ~10-fold more efficiently
than A549 cells. However, on infection with the Ad5TR5-GFPq recombinant, they
express the recombinant protein at a lower level probably due to a lower level of tTA
protein expression (data not shown). In a first series of experiments, the expression of
the recombinant proteins was driven by the regulatable TR5 promoter present in
double cassette plasmids. As can be seen in Fig. s3(A), the R1 plasmid protected cells
against apoptosis induced by CHX + TNF more efficiently (66 % of transfected cells)
than the p35 plasmid (42 % of transfected cells) but less efficiently than the E1B 19K
plasmid (87 % of transfected cells). For the three plasmids, transfection in the
presence of doxycycline to repress recombinant protein expression decreased the

protection. Quantification of the R1 concentration in pAd5TR5-R1 transfected cells
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(0.05 %) suggested that some of the transfected cells could not have been protected
due to limiting R1 expression. This possibility was confirmed in transfection
experiments where R1 expression was driven by the constitutive CMVS5 promoter. As
shown in Fig. s3(B), cells transfected with pAdCMVS5-R1 expressed R1 at a higher
level and most of them (93 % of transfected cells) were protected. The control
plasmid pAdCMVS5-GFPq did not afford any protection. From these results, we could
conclude that the R1 protective activity does not require co-expression of any Ad

protein.
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LEGENDS

Fig. s1 Doxycycline decreases R1 accumulation and R1-protection against TNF. (A)
AS549-tTA cells were infected with AdSTRS-R1 at an m.o.i. of 5 in the presence of
increasing concentrations of doxycycline (filled triangle) or mock-infected (filled
square); after 7 h CHX+TNF were added. Percentage apoptosis was evaluated at 24 h
post-infection. (B) Increasing amounts of proteins extracted from harvested cells
were immunoblotted with an anti-R1 serum (representative experiment shown).
Quantification was by densitometric comparison with a purified R1 standard. From
three independent blots, the calculated mean values, expressed as a percentage of
total cell protein for the 0.1, 0.3 and 1.0 ng/ml doxycycline samples, were 0.06 %,
0.01 % and < 0.002 %, respectively.

Fig. s2 Protection against TNF and Fas is independent of the tTA or rtTA proteins
and of the presence of CHX. (A) HeLa cells were infected with increasing m.o.i.s of
Ad5CMVS5-R1; after 7 h control medium (open circle) or medium containing CHX
(open triangle), or CHX + TNF (filled square) or anti-Fas antiserum (filled diamond)
and apoptosis was scored from 24 to 26 h post-infection. (B) A549-tTA cells were
first infected with AdSTRS-R1 at an m.o.i. of 10 in the absence (open triangle, cross)
or the presence (filled circle) of doxycycline or mock-infected (open square, filled
square). They were reinfected (open triangle, filled circle, filled square) or not (open
square, cross) 7 h later with AASCMV-Fas-L at an m.o.i. of 10. Apoptosis was scored
at the indicated times after AASTRS5-R1 infection.

Fig. s3 Ad proteins are not involved in the anti-apoptotic action of HSV-2 R1. HeLa-
tTA cells were transfected with different plasmids (2 pg) in the presence of FuGENE
6. After 36 h, CHX (gray bars) or CHX + TNF (black bars) were added and 14 h later
apoptosis was scored under microscopic observation. The histogram values,
expressed as a percentage of non-apoptotic cells, are the mean of two independent
experiments. Cell extracts were prepared and analyzed by immunoblotting for R1

quantification or PARP (116 kDa) cleavage. In panel (A), the plasmids used were



89

pAdTR5-R1-K7-GFPq (R1), pAdTR5-p35-K7-GFPq (p35), pAdTR5-19K-K7-GFPq
(19K); some dishes (+) contained doxycycline throughout the experiment. In panel
(B), the plasmids used were pAdCMV5-GFPq (GFPq) and pAACMV5-R1 (R1). The

percentage transfection was determined as described in the published paper.



80 Doxycycline (ng/ml)
L Standard 0.1 0.3 1.0
: ] ng  _ pg o ug o pg

10 25 50 15 30 60 20 40 80 20 40 80

10
0+ + 4 et ot b et R S |

0.01 0.1 1 10
Doxycyeline (ng/ml)

Fig.sl

90



Fig.s2

>

% apoptosis

00

o0
[=

(=23
[=

s
[=]

[
(=4

[=]

=

100

o (=2} o0
[= (=] [=]
1 1 L

% apoptosis

[
[=]
1

T

5 10 15
MOI (PFU/cell)

[=]

—

20

[=]

20

40
Time (h)

60

80

91



A) B)
100 100
“ 80 — 'l — 2 80 ]
g ]
2 g
:5_ 60 § 60
& 3
= &
240 340
Q =]
= =
S0 =20
: RN Ll

Mock R1 p35 19K Mock GFP Rl

% transfection 45 50 45 48 4
TNF-¢+CHX - + - + =+ = + - + - + - + -+ -+ -+
Doxycycline - - - - + + - - ++ - - + + - - - - -
RI O -

116 kDa L \ - . -~ e e
PARP 89 kDa -.-. --...-_‘-- [ ..—-—-

Fig.s3



93

2.2 : La sous-unité RI de la RR du virus de I’herpés simplex a une activité de
chaperon moléculaire similaire a celle de Hsp27 (The R1 subunit of herpes simplex
virus ribonucleotide reductase has chaperone-like activity similar to Hsp27. Auteurs:
Stéphane Chabaud, Herman Lambert, A. Marie Josée Sasseville, Hugo Lavoie, Claire
Guilbault, Bernard Massie, Jacques Landry et Yves Langelier.)

Contribution personnelle: J’ai demontré que: i) HSV-2 R1 était capable de former
des structures oligomériques comme les petites protéines de choc thermique par des
essais de filtration sur gel (Fig.2). ii) la sous-unité R1 humaine, sur-exprimée par
transfection, ne permet pas de protéger les cellules traitées au TNF a la différence de
son homologue HSV-2 R1 (Fig.4).

Contribution des co-auteurs:

Hugo Lavoie a realisé I’alignement de séquence entre les sous-unités R1 herpétiques
et les différentes sHsp (Fig.1a).

Herman Lambert du laboratoire du docteur Jacques Landry a réalisé les expériences
démontrant que la sous-unité R1 possédait une activité de chaperon moléculaire a la
différence de son homologue murin. (Fig.3)

Les autres co-auteurs ont contribué a la construction de vecteurs plasmidiques ou a la

rédaction de I’article et la conception et la direction du travail.
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The R1 subunit of herpes simplex virus ribonucleotide reductase has chaperone-like
activity similar to Hsp27
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Abstract HSV-2 R1, the R1 subunit of herpes simplex virus (HSV)
ribonucleotide reductase, protects cells against apoptosis. Here, we report the
presence in HSV-2 R1 of a stretch exhibiting similarity with the a-crystallin
domain of the small heat shock proteins, a domain known to be important for
oligomerization and cytoprotective activities of these proteins. Also, the HSV-2
R1 protein, which forms multimeric structures in the absence of nucleotide,
displayed chaperone ability as good as Hsp27 in a thermal denaturation assay
using citrate synthase. In contrast, mammalian R1, which does not contain
a-crystallin domain, have neither chaperone nor anti-apoptotic activity. Thus,
we propose that the chaperone activity of HSV-2 R1 could play an important

role in viral pathogenesis.
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1. Introduction

The herpes simplex virus type 1 and 2 (HSV-1, -2) ribonucleotide reductase
(RR), which converts ribonucleoside diphosphates to the corresponding
deoxyribonucleotides, plays a key role in the synthesis of viral DNA in resting cells
(reviewed in [1]). The association of two subunits, denoted R1 and R2, the former of
which contains the active site, forms the holoenzyme. Based on studies of
Escherichia coli RR, the HSV holoenzyme is typically depicted as an R1;R2,
heterotetramer. The HSV RRs differ from their mammalian homologues by being
produced in excess over their requirement for viral DNA synthesis (N. Lamarche and
Y. Langelier, unpublished results) and by being unresponsive to allosteric nucleotide
effectors [1]. Moreover, whereas mammalian R1 is monomeric in the absence of
added ligands [2-4], HSV R1 like E. coli R1 [5] is believed to be dimeric. For E. coli
R1, two a-helices located in the first third of the protein provide essential contacts for
dimerization [6].

Two observations suggest that the HSV R1s could be proteins with more tha;I
one function: (i) they possess a unique NH2 domain of ~400 amino acids that is
dispensable for ribonucleotide reduction [7], and (ii) their synthesis begins before the
one of their R2 partners {8]. The long-standing view that their unique NH2 domain
could possess an intrinsic protein kinase activity [9-12] was ruled out by the
demonstration that both HSV-1 R1 and HSV-2 R1 do not possess such an activity
[13,14]. We previously found that the HSV-2 R1 protects the cells from death
receptor-induced apoptosis, suggesting that it could contribute to viral propagation by
preventing apoptosis induced by the immune system. The R1 NH2 domain expressed
on its own does not exhibit anti-apoptotic activity, suggesting that both domains of
R1 or part(s) of them are necessary for this new function [15].

The reports of homology between HSV-2 R1 and the small heat shock protein
(sHsp), HspB8, [16,17] led us to observe in HSV R1 a stretch exhibiting similarity
with the a-crystallin domain of sHsps. In these proteins, the C-terminal a-crystallin
domain is flanked by a short flexible tail and by a variable N-terminal domain. The

3D structures of Hsp16.5 from Methanococcus jannaschii and of Hsp16.9 from wheat
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show that, despite low level of identity (~20%), the a-crystallin domains of these
evolutionary distantly related proteins adopt a similar immunoglobulin G-like-fold
[18,19]. A group of 25 proteins of the Arabidopsis genome were reported to contain
one or more o-crystallin domains at variable positions in their polypeptide chain [20].
The a-crystallin domain acts as a flexible structural building block for the formation
by sHsps of high molecular mass structures. sHsps exhibit the in vitro ability to bind
unfolded proteins and to prevent their aggregation in an ATP-independent manner
(reviewd in [21]). Recent genetic data demonstrated a correlation between sHsp
function in vivo and chaperone activity in vitro [22]. Also, the chaperone as well as
other more specific activities of several sHsps are likely responsible for their
cytoprotective and anti-apoptotic activity against several cytotoxic treatments
including activation of the death receptors [23,24].

It was recently found that the a-crystallin domain and the cochaperone of
Hsp90, p23, which has the same 3D folding as the a-crystallin domain, show a
pattern of conserved residues suggesting a common evolutionary origin for both
domains. p23-like domains were detected in several families of proteins fused with
other domains in several multidomain proteins [25].

Here, we show that the anti-apoptotic HSV-2 R1 with its a-crystallin domain
forms a hexameric structure in the absence of nucleotide and has a chaperone activity
as potent as Hsp27. Devoid of such a domain, the mammalian R1 does not have
chaperone activity and does not protect cells from apoptosis induced by death

receptor activation.
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2. Material and methods
2.1 Materials

The conditions for the culture of human HeLa and A549-tTA cells were as
reported [26]. The plasmids, pAdCMVS5-HSV-2 R1 for the expression of the HSV-2
R1 and pAdCMVS5-GFP for the expression of a mutated green fluorescent protein,
were described [26,27]. The plasmid pAdCMV5-HuR1 for the expression of the
human R1 (HuR1) was constructed by inserting in pAdCMV5 the HuR1 coding
sequence taken from the plasmid pJVETLZ-HuR1. Recombinant HSV-2 R1 was
purified by peptide affinity as described [13]. Recombinant mouse R1 (mR1),
purified by peptide affinity [28], was kindly provided by Barry Cooperman.
Recombinant Chinese hamster Hsp27 and A5-23Hsp27, a chaperone inactive mutant
of Hsp27 (H. Lambert and J. Landry, unpublished results), were obtained from
glutathione S-transferase-Hsp27 fusion proteins. The fusion proteins were affinity
purified on glutathione-Sepharose beads, treated with thrombin to release the Hsp27
proteins.and further purified to homogeneity by anion exchange chromatography
[29].
2.2 Gel Filtration

For the experiment with 0.7 uM HSV-2 R1, the purified protein was slightly
labeled with [y->*P]ATP taking advantage of traces of contaminating protein kinase(s)
as described [13]. Samples (100 pl) were loaded on a Superdex 200 hr10/10 column
with 50 mM Hepes (pH 7.9), 2 mM dithiothreitol containing either 150 mM NacCl
(standard buffer) or 1 M NaCl at a flow rate of 0.5 ml/min. The radioactivity was
measured by Cerenkov counting. Blue dextran (2000 kDa), thyroglobulin (669 kDa),
ferritin (440 kDa), catalase (232 kDa), aldolase, (158 kDa) and bovine serum albumin
(65 kDa) were used as molecular mass standards.
2.3 Chaperone activity

The kinetics of thermal denaturation of citrate synthase (CS) were measured
using a Varian spectrophotometer (model Cary 1 Bio) equipped with a temperature-
controlled cell holder. CS was diluted to 75 nM (dimer) in 50 mM Hepes (pH 7.5) in
the absence or presence of Hsp27, HSV-2 R1 or mR1. Light scattering was measured
at 320 nm at 43 °C.
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2.4 Induction and analysis of apoptosis

HeLa cells were seeded in 6-well plates (1.5 x 10° cells/well) 24 h before
transfection with increasing amounts of plasmids using the calcium phosphate
technique. After 36 h, the cells received new medium containing either 15 pg/ml
cycloheximide (CHX) or 15 pg/ml CHX plus 2.5 ng/ml tumor necrosis factor (TNF)
or no additives for the control cultures. After 7 h, the percentage of apoptotic cells
was determined under microscopic observation in 10 randomly selected fields as
recently detailed [15]. Briefly, percent apoptosis was calculated by dividing the
number of cells with apoptotic morphology (exhibiting membrane blebbing and/or
cell body condensation) by the total number of cells. In control experiments, Hoechst
staining had indicated that cells scored apoptotic by morphology also exhibited
nuclear condensation and fragmentation. Caspase 3 and caspase 8 activities were
evaluated using the ApoAlert™ (Clontech) fluorescent assay kits as described [15].
2.5 Protein extraction and immunoblot analyses

Protein extracts were prepared as described [13]. For HSV R1 and HuR}
detection, 168R1 a rabbit polyclonal anti-HSV-2 R1 antiserum and a monoclonal
antibody specific for HuR1 kindly provided by Mike Cordingley were used,
respectively. Quantification of the percent recombinant protein in total protein
extracts was done by immunoblotting using as standards purified HSV-2 R1 or

extracts of 293 cells overexpressing the HuR1.
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3. Results

3.1 HSV R1 possesses a domain with similarity with the a-crystallin domain of sHsps

Recently, a protein, first described as having homology with the amino-
terminal domain of the HSV-2 R1 [16], was later demonstrated to be a member of the
sHsp family and named HspB8 [17]. These observations prompted us to scrutinize R1
for the presence of a-crystallin domain. A Clustal W alignment of the a-crystallin
domains of nine human sHsps was used to generate a profile that was compared with
the HSV-1 and HSV-2 R1 sequences. The best similarity detected spans from amino
acids 300 to 400. The alignment presented in Fig. 1A, which results from
improvement by manual editing, shows that many consensus residues are conserved
in the R1 sequences. Noteworthy are four residues (indicated by triangles): 1.325,
R354, G380 and L382 in HSV-2 R1. The Leu residue corresponding to L325, when
changed by even a relatively conservative Ala mutation in Synechocystis Hsp16.6,
caused severe loss of HSP16.6 function in vivo [22]. The R354 residue corresponds
to a mutation site in two human genetic disorders: R116C mutation in aA-crystallin
and R120G mutation in aB-crystallin respectively causes autosomal dominant
cataract [30] and desmin-related myopathy [31]. The G380 and L382 residues present
in the HSV-2 R1 hydrophobic motif, GLLNY, are the most conserved amino acids
among all known sHsps [20,32]. However, some other consensus residues are not
conserved in the R1 sequences explaining why the R1 a-crystallin domain is not
detected by standard profiles such as the ‘heat shock hsp20 proteins family profile’ of
Prosite. These replacements could result from constraints imposed by the presence on
one side of the unique NH2 domain exhibiting a low level of similarity between the
two HSV R1 (< 50%) and on the other side of the large highly homologous RR
domain (Fig. 1B).
3.2 HSV-2 R1 forms high molecular weight complexes

The a-crystallin-domain in HSV-2 R1 suggested a chaperone function. As the
chaperone activity of sHsps is often related to their capacity to oligomerize [18,22],

we first determined the molecular mass of HSV-2 R1 by gel filtration on a Superdex-
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200 column in physiologic salt conditions without adding any nucleotide. For an R1
concentration of 0.7 uM, we observed with either unlabeled R1 detected by optical
density (data not shown) or *’P-labeled R1 (Fig. 2A) a major broad peak
corresponding to molecular masses =750 kDa, the value expected for an R1 hexamer,
and a minor one at ~250 kDa, the value expected for an R1 dimer. At a five-fold
higher R1 concentration, the peak corresponding to the dimer disappeared, indicating
that the formation of multimers is dependent of the concentration of the protein (Fig.
2B). Adding 1 M NaCl to the protein and the eluent produced a drastic shift of the
peak to a position slightly higher than for the dimer (Fig. 2B), suggesting that
oligomerization involved complementary ionic charges.
3.3 HSV-2 R1 suppresses the thermal aggregation of CS

We next investigated the HSV-2 R1 chaperone activity by measuring the
effect of adding it in increasing concentration on the kinetics of denaturation of CS at
43 °C. The a-crystallin-domain containing protein Hsp27 and an inactive mutant of
Hsp27, A5-23Hsp27, were used as positive and negative controls, respectively. At
concentrations higher than 4 pg/ml, HSV-2 R1 totally inhibited the denaturation and
aggregation of CS at 43 °C as measured from the light scattering of the CS solution
(Fig. 3A) or the amount of CS pelletable at 17000 X g after 30 min of heating (data
not shown). The ICsp (the concentration required to inhibit 50% of CS denaturation)
value was 1.1 pg/ ml for HSV-2 R1 as compared to an ICsq of 3.2 pg/ml for Hsp27.
AS5-23Hsp27 had no effect at concentrations up to 25 pg/ml (Fig. 3B). Considering
that at the low effective concentration of HSV-2 R1 it was present as a mixture of
hexamer and dimer with masses between 750 kDa and 250 kDa whereas Hsp27 forms
a 24-mer of 600 kDa, it can be estimated that R1 (ICsp = 1.5-4.5 nM) has a chaperone
activity as good as if not better than Hsp27 (ICso= 5.3 nM).
3.4 Cellular RI does not protect against apoptosis and does not possess chaperone
activity

Attempts to determine the functional importance of the HSV-R1 a-crystallin
domain in the HSV-2 R1 anti-apoptotic activity by deleting it completely or in part
have been hampered by obtaining either pro-apoptotic proteins such as R1(A2-357)
[13] or fully insoluble products such as R1(A2-398), R1(A2-496), R1(A378-445) and
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R1(A107-446) (unpublished data). Thus, to get a first insight into the importance of
the a-crystallin domain in both anti-apoptotic and chaperone activities of HSV R1,
we asked whether mammalian R1, an R1 without a-crystallin domain, would exhibit
such activities. To study the anti-apoptotic activity, HeLa cells were transfected with
plasmids expressing either the HSV-2 R1 or HuR1 and the extent of apoptosis was
measured by microscopic observation (Fig. 4A) and determination of caspase 3 and
caspase 8 activities (Fig. 4B). Whereas the HSV-2 R1 efficiently protected cells
against apoptosis induced by TNF+CHX as previously observed [15], the HuR1 was
not protective at all. Protein quantification performed using appropriate standards for
the samples transfected with 50 pg/ml of plasmids showed that both R1 proteins were
produced in roughly similar amount (Fig. 4C).

The ability of purified mR1 to suppress the thermal aggregation of CS was
studied in the conditions used to demonstrate the chaperone activity of HSV-2 R1
(Fig. 3C). These experiments showed that the mR1 (13.5 pg/ml) not only did not
impair the aggregation of CS but also that it was self-aggregating when heated at 43
"C. Similar results were obtained in the presence of 4 mM ATP plus MgCl; (Fig. 3D).
These R1 ligands are necessary for mammalian RR activity [33] and it has been
shown that at these concentrations they cause R1 oligomerization [2,3]. These data

showed that mammalian R1, an R1 without a-crystallin domain, have neither

chaperone nor anti-apoptotic activity.
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4. Discussion

Here, we have shown that the HSV-2 R1, which contains a domain exhibiting
similarity to the a-crystallin domain of sHsps, has a chaperone activity similar to
Hsp27, a sHsp. To our knowledge, HSV R1 is the first protein produced by human
cells identified as containing one a-crystallin domain followed by another functional
domain, herein a RR domain. Only plant proteins have been reported to contain an o-
crystallin domain at variable positions in their polypeptide chains. For none of these
plant proteins, which are unrelated to sHsps, has a function been ascribed to this
structural motif [20]. Interestingly, for some of the proteins containing p23-like
domains such as B5+B5R flavo-hemo cytochrome NAD(P)H oxidoreductase, this
motif is present as a hinge between the cytochrome and the reductase domains. From
what is known about the function of the p23-like domain in the different protein
families in which it is present, it was postulated that the p23 domain is involved in
stabilizing folding structure and/or in mediating protein—protein interaction [25].

The position of the a-crystallin domain in HSV R1, where it replaces the
allosteric regulatory site able to bind ATP or dATP present in non-viral R1 (Fig. 1B),
suggests that it could be important for multimerization that occurs in the absence of
nucleotide. mR1, which is devoid of an a-crystallin domain, sediments mainly as a
monomer in the absence of nucleotide [2-4], and requires ATP concentrations above
1 mM to form hexamers [3]. By comparison with what is known for sHsps and p23
domain-containing proteins, we propose as model for HSV R1 that the a-crystallin
domain could contribute to the protein quaternary structure by providing additional
point(s) of interaction between the two monomers, thus stabilizing the dimer.
Additionally or alternatively the domain could provide point(s) of contact essential
for multimerization. Our observation that the HSV-2 R1 form multimeric structure at
relatively low concentration in the absence of any added nucleotide is in favor of this
model.

The chaperone mechanism of sHsp appears to involve temperature-regulated
exposure of hydrophobic binding sites present mainly in their a-crystallin domain

[18,19]. As we have shown that the HSV R1 but not mR1 exhibited chaperone
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activity, it can be suggested that the presence of the a-crystallin domain is important
for the chaperone activity. In addition, a-crystallin domains are thought to play an
important role in preventing sHsp self-aggregation during heat stress [18]. Hence, we
have observed that HSV R1 did not aggregate during heating at 43 °C whereas mR1
readily formed insoluble precipitate. Also, noteworthy is the observation that the RR
activity of HSV R1 is far more resistant to heat inactivation than that of mammalian
R1, a 20 min heat treatment at 50 °C inactivating only 10% of the former and more
than 99% of the latter [34]. Direct evidence for the importance of the a-crystallin
domain in the newly discovered HSV R1 activities has so far proven difficult to
obtain because partial or total deletion of the domain alters the solubility of the
protein. More specific mutations such as substitution of conserved residues R354 and
L382 could be helpful as similar substitutions in sHsp have been shown to reduce
their chaperone activity [35,36]. The deleterious effect of deleting the a-crystallin
domain on R1 protein solubility suggests that this domain could also play an
important role in the polypeptide folding.

Since viruses are obligate intracellular parasites, the folding of viral proteins is
generally accommodated by host chaperones that are often induced upon viral
infection. An increasing number of viruses have been described to encode chaperones
of diverse families including homologues of Hsp70, DnaJ and GroES [37]. However,
HSV is the first virus described to code for a protein having a structural domain and
chaperone activity similar to sHsp. The importance of this new function of HSV R1
in viral pathogenesis remains to be studied. One possibility is the protection of viral
polypeptides during HSV reactivation triggered by fever. Thus, by assisting cellular
chaperones in protecting viral proteins during heat stress, HSV R1 could contribute to
the efficiency of virus production. In favor of that are observations made with the
HSV-1 R1 null mutant ICP6A. When tested in exponentially growing Vero cells
where the cellular RR complemented the defect in viral reductase, this mutant grew
as well as the WT at 33 °C. In contrast at 39.5 °C, the growth of the mutant was
severely compromised whereas the one of the WT was only slightly affected [38].

Another possibility is that even at 37°C HSV R1, which accumulates at high level
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(2% of total proteins), could be necessary to prevent protein aggregation during the
high rate of viral protein synthesis.

In summary, the anti-apoptotic HSV-2 R1, which possesses a domain distantly
related to the a-crystallin domain of sHsps, has also a chaperone activity similar to
that of sHsps. In contrast, without an a-crystallin domain mammalian R1 does not
have chaperone activity. As we have also observed that the HuR1 could not impair
apoptosis induced by death receptor activation, it is tempting to speculate that the a-
crystallin domain is important for the HSV R1 anti-apoptotic activity. It could act
either directly via its role for chaperone activity or oligomer formation or indirectly
by being necessary for an efficient folding of the protein. Formation of large
oligomers involving the a-crystallin domain has been shown be important for the

anti-apoptotic activity of some sHsps [39,40].
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Figure legends

Fig. 1 HSV Rls exhibit similarity with the o-crystallin domain of sHsps. A:
Alignment of the a-crystallin domains of the two HSV Rls, nine of the known
human sHsps, wheat Hsp16.9 and M. jannaschii Hsp16.5. Conserved residues in at
least six of the 13 sequences are in black. The bottom lines show the p-strands
present in the secondary structures of TaHsp16.9 and MjHspl6.5, respectively
[18,19]. The human sHsps are here designated as ‘HspB 1-9” as proposed by Kappé
et al. [17] and by their corresponding old nomenclature. B: Schematic representation
of the domains present in HSV R1ls, HuR1 and Hsp27. For HSV Rls, regions
exhibiting > 70 % similarity between the two HSV types are depicted by dark gray
boxes and < 50% by hatched boxes. The reductase domain contains two sub-domains
termed all alpha domain (Pfam, ribonuc_red_lg) and barrel domain (Pfam,
ribonuc_red_lgC). The a-crystallin domain shown in black is absent in HuR1 where
the amino terminal part forms a nucleotide binding site. The WDPF domain in Hsp27
is responsible for intermolecular Hsp27 interactions [29] and essential for chaperone

activity (H. Lambert and J. Landry, unpublished results).

Fig. 2 Gel filtration chromatography shows that HSV-2 R1 forms hexameric
structure. A: Purified *’P-labelled HSV-2 R1 (0.7 pM) was loaded on a Superdex 200
column and radioactivity in each fraction was measured. B: HSV-2 R1 (3.5 uM) was
loaded in standard buffer (Control) or in the presence of 1 M NaCl (NaCl) and the
absorbance at 280 nM was recorded. The elution volume of protein standards and

blue dextran (V) are shown above.

Fig. 3 HSV-2 R1 but not mammalian R1 suppresses the thermal aggregation of CS.
A: Kinetics of denaturation of CS. Solutions containing CS alone (@), HSV-2 R1
(9.4 pg/ml) + CS (W), Hsp27 (14.2 pg/ml) + CS (O) or A5-23Hsp27 (12.4 pg/ml) +
CS (0OJ) were heated at 43 °C for up to 30 min. Light scattering at 320 nm is indicated
in relative arbitrary units. B: Dose-dependent protection of denaturation as shown by
the relative light scattering at 30 min as a function of the concentration of the

chaperones. Symbols are as in A. C: Kinetics of denaturation of CS. Solutions
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containing CS alone (@), mR1 (13.5 pg/ml) + CS (W) or mR1 alone (A) were
processed as described in A. D: The experiment described in C was repeated in the

presence of 4 mM ATP plus 10 mM MgCl,.

Fig. 4 HuR1 does not protect against apoptosis. HeLa cells were transfected with
increasing amount of the plasmids pAdCMV5-HSV-2R1 (m, [J) or pAdCMVS5-
HuR1 (@, O). After 36 h, CHX (L], O) or CHX + TNF (m, @) were added for 7 h.
-A: The % of apoptotic cells was evaluated under microscopic observation. Values
represent the means of 10 random-selected fields. B: Caspase 3 (solid lines) and
caspase 8 (dashed lines) activities are expressed in pmole/min/mg. C: The amounts of
HSV-2 R1 and HuR1 accumulated in cells transfected with 50 pg/ml of plasmid were

evaluated with an immunoblot analysis by comparison with standards.
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2.3 : Le domaine RR de la sous-unité R1 de la RR du virus de | ’herpés simplex est
essentiel pour la fonction anti-apoptotique de R1 (The Ribonucleotide Reductase
Domain of the R1 Subunit of Herpes Simplex Virus type-2 Ribonucleotide Reductase
Is Essential for R1 Anti-apoptotic Function Auteurs: Stéphane Chabaud, Mehdi
Seyyed Elahi, A. Marie-Josée Sasseville, Antoine Caron, Antonio Nanci, Claire
Guilbault, Bernard Massie et Yves Langelier.)

Contribution personnelle:

J’ai réalisé: i) les études de structure-activité notamment la caractérisation des
potentiels pro- et anti-apoptotique des diverses constructions (Fig.2 et 6) ainsi que
leur solubilité (Table 1) ii) les travaux d’immuno-fluorescence ou de fluorescence
directe (pour les fusions GFP) (Fig.3). iii) les travaux qui ont démontré que la
surface de liaison de R2 sur R1 n’était pas importante pour 1’activité anti-apoptotique
de cette derniére protéine et j’ai montré que ce n’était pas au niveau de la liaison du
C-terminus de R2 sur R1 en utilisant des peptides mimant cette region de R2 (Fig. 7).
v) J'ai pféparé les échantillons nécessaires aux travaux de microscopie réalisés au
laboratoire du Dr Nanci (Fig.4).

Contribution des co-auteurs:

Les travaux de microscopie électronique ont été réalisés au laboratoire du Dr Nanci
(Fig.4).

Les autres co-auteurs ont apporté leur contribution a la construction de vecteurs
plasmidiques, adénoviraux ou de la lignée stable de cellules A549-tTA exprimant

HSV RI1-GFP, i la rédaction de I’article et la conception et la direction du travail.
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ABSTRACT
HSV-2 R1, the R1 subunit of herpes simplex virus (HSV) ribonucleotide

reductase, which in addition to its C-terminal reductase domain possesses a unique
NH2 domain of about 400 amino acids, protects cells against apoptosis. As the NH2
domain on its own was not antiapoptotic we postulated recently that both domains of
R1 or part(s) of them could be necessary to this function. Here, N- and C-terminal
deletions were introduced in HSV-2 Rl to map the domain(s) involved in its
antiapoptotic potential. The results show that, whereas most of the NH2 domain
including a part of the recently described a-crystallin domain is dispensable for
antiapoptotic activity, it is rather the integrity of the structured ribonucleotide
reductase domain that is required for protection. As the a-crystallin domain appears
to play an important role in protein folding and oligomerization, the amino terminal
boundary of the antiapoptotic domain could not be precisely defined. In addition, we
provided evidence that overexpressing R2 up to 30 fold over R1 did not decrease
protection from TNF, indicating that the R1 surface where R2 binds is not involved
in antiapoptotic activity. Furthermore, this result suggests that the coexpression of
both ribonucleotide reductase subunits during the lytic cycle does not affect

protection from cytokines.
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INTRODUCTION

The successful persistence of herpesviruses involves genes controlling cell
cycle and apoptosis. In contrast to the promotion of cell progression into the S phase
required for small DNA virus replication, an S phase environment is not necessary for
the replication of many herpesvirus species. The herpesviruses of the a and y sub-
families encode a DNA polymerase, as well as enzymes involved in generating
deoxyribonucleotides notably ribonucleotide reductase (RR), an enzyme consisting of
two subunits (R1 and R2). Therefore, they can replicate without the need of these
cellular S-phase enzymes. Also, they can prevent competition with the cellular DNA
replication machinery for the limiting deoxyribonucleotides pools by encoding
inhibitors of cellular DNA replication (rev. in 20). Another important aspect of the
sophisticated herpesvirus molecular pathogenesis is that several of the viral proteins
possess multiple functions (57).

a-Herpesviruses, herpes simplex virus (HSV) and varicella zoster virus (VZV),
establisﬁ latency in non-dividing neuronal cells. Because these neurons have shut
down the synthesis of their own RR, the virally encoded R1 protein through
association with its complementary viral R2 subunit is essential for reactivation by
providing deoxyribonucleotides for viral DNA replication (25, 26). The R1 of HSV-1
and HSV-2 possess an NH2 domain of about 400 amino acids that is not found in R1
of other species (45). Because i) the unique NH2 domain is dispensable for RR
activity (12, 39) and ii) the HSV R1 begins to be expressed earlier in the lytic cycle
than its R2 partner (8, 51), it has been suggested that the protein through its NH2
domain could have additional function(s) (13).

The hypothesis that a protein kinase activity could be intrinsic to the unique NH2
domain of the HSV R1 (7, 15) has been ruled out by extensive biochemical work
showing that the protein does not possess such an activity but rather is a good
substrate for co-purifying protein kinases (11, 35). Two novel activities were recently
associated with HSV-2 R1 (6, 34, 49). Firstly, we showed that HSV-2 R1 expressed
on its own protects epithelial cells against TNF- and FasL-induced apoptosis (34).
Evidence was also provided from infection experiments with two HSV-1 R1 deletion

mutants (k7R3 and ICP6A) that, in addition to its RR function essential for viral
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reactivation, the HSV R1 could contribute to viral propagation by preventing
apoptosis induced by cytokines of the TNF family (34). The Rl NH2 domain per se
does not exhibit protection from cytokine-induced apoptosis, suggesting that both
domains of R1 or part(s) of them are necessary for the function (34). Others have
shown that neuronally differentiated PC12 cells and neuronal primary murine
cultures transfected with an expression vector for HSV-2 R1 were protected from
cell death resulting from nerve growth factor withdrawal (50). Secondly, the
presence in the HSV R1s of a stretch exhibiting weak similarity with the a-crystallin
domain of the small heat shock proteins (sHsp) led us to demonstrate that the HSV-2
R1 protein displays a chaperone activity as efficient as Hsp27 in a thermal
denaturation assay using citrate synthase. As in contrast the mammalian R1, which
does not exhibit similarity with an a-crystallin domain, does not have neither
chaperone nor antiapoptotic activities, it was proposed that the a-crystallin domain
of HSV-2 R1 could play an important role in the structural organization and
antiapoptotic function of the protein (6).

From the 3-D structure of the E. coli R1, a model of the HSV R1 RR domain was
build (17, 46, 55). Based on this model and referring to the numbering of the
structural elements of E. coli R1, the HSV R1 RR domain would be composed of
three domains: one helical N-terminal domain, one ten-stranded o./B-barrel domain,
and a small a+f C-terminal domain. These domains are inter-related by numerous
contacts between domains: e.g., a long antiparallel hairpin $10-B11 at the end of the
o/B-barrel domain forms interactions with the N-terminal domain. The first two -
helices of the a/B-barrel domain, aA and aB provide the contacts for dimerization
by forming a four-helix bundle. The allosteric activity site located at the N-terminal
of the E. coli R1 (19) is replaced in HSV R1 by the a-crystallin domain explaining in
part why the HSV R1 is insensitive to allosteric control.

Sequencing of the genomes of several B-herpesviruses including the human,
chimpanzee, mouse, rat and tupaia cytomegalovirus (CMV) as well as human
herpesvirus (HHV)-6 and -7 identified an ORF with homology to R1. As an ORF for
R2 was not found, it was suggested that these viruses do not express a functional RR

enzyme. Multiple sequence alignments indicated that several essential RR catalytic
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residues are missing in these B-herpesvirus R1s and biochemical characterization of
the HHV-7 R1, human CMV (HCMV) Rl and murine CMV (MCMV) R1
demonstrated that these proteins are not reductase active (36, 47, 53). Random
transposon mutagenesis of the MCMV genome surprisingly identified the R1 gene as
blocking apoptosis induced by the virus itself in endothelial cells (5). Evidence was
also recently provided that the HCMV R1 could contribute to protection from
cytokine-induced apoptosis (47).

Studies to assess the role of the R1 antiapoptotic function in HSV pathogenesis,
including reactivation from latency, will require an HSV mutant defective in R1
antiapoptotic activity. However, since the RR activity is required for viral DNA
replication during reactivation in animal ganglion neurons, this mutant must be
functional in RR activity without being proapoptotic as R1(A2-357). Here, by doing
N-terminal and C-terminal deletions in HSV-2 R1, we mapped the domains of HSV-2
R1 involved in its antiapoptotic potential. Interestingly, the domain defined as being
essential to protection corresponds to the domain common to all the seven known j-
herpesviruses R1s. In addition, we provided evidence that the R2 binding surface is

not involved in protection from TNF-induced apoptosis.

MATERIAL AND METHODS

Cell lines, plasmids and viruses. The conditions for the culture of human
HeLa, A549-tTA and 293-rtTA cells were as described previously (39). The transfer
vector pAdTRS5-R1-DC-GFP was constructed by inserting into the BglII site of
pAdTRS5-DC-GFP (41) the BamHI fragment excised from pAdCMVS5-R1 that
encodes the full length HSV-2 R1 (39). The vectors pAdTR5-R1(1-983)-DC-GFP
and pAdTRS5-R1(1-1081)-DC-GFP were constructed by inserting oligonucleotide
linkers that introduce a stop codon after Ser 983 in a Bg/II site and His 1081 (changed
to Arg 1081) in a Bcll site of pAdTR5-R1-DC-GFP, respectively. To construct
pAdTRS-R1-GFP (where GFP is fused to the C-terminus of R1), a PCR was
performed over pAdTR5-R1-DC-GFP to remove the stop codon of R1 and add in
frame an Nhel restriction site at the end of the R1 gene. The PCR fragment was
digested with Bcll and Nhel and swapped into the Bcll/Nhel digested pAdTR5-R1-
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DC-GFP plasmid. To construct pAdCMV5-GFP-R1 (where GFP is fused at the N-
terminus of R1), the BamHI fragment containing the R1 coding sequence was excised
from pAdCMV5-R1 and first cloned into pQBI 25/50-fC3 (Qbiogene Inc. Canada) to
generate pQBI-R1. In a second step, pAACMVS5-GFP (41) was digested with BstBI,
treated by the Klenow enzyme and then digested with Nhel. The resulting vector was
used for the insertion of the GFP-R1 gene that had been excised from pQBI-R1 by
Nhel and EcoRV digestion.

The transfer vectors pAdCMVS5-R1(A2-249), pAdCMV5-R1(A2-357),
pAdTR5-R1(A2-398), pAdTR5-R1(A2-496) and pAdTRS5-R1(1-496) were
constructed through a number of intermediate modifications and cloning steps based
on methods previously described (39). For the vector pAdCMVS5-R1(A2-312), the
Pmel/Sall fragment of pAACMVS5-R1 was swapped by a PCR-generated Pmel/Sall
fragment encoding the deleted R1(A2-312) fragment. For the three other
constructions, the BamHI R1 fragment from pAdCMVS5-R1 was inserted into
pBluescript to allow the use of unique restriction sites, giving the plasmid pBS-R1.
To generate pAdCMVS5-RI(1-1113) and pAdCMV5-R1(1-1123), the Bcll/EcoRI
fragment of pBS-R1 was swapped by PCR-generated Bc/l/EcoRI fragments encoding
the deleted cDNA. The BamHI R1(1-1113) and R1(1-1123) were then reinserted into
pAdCMVS5. For pAdCMV5-R1(A107-446), the pBS-R1 Narl/Stul fragment was
removed and replaced by an oligonucleotide linker to obtain the desired protein. For
PAdCMV5-R1(A378-445), the BamHU/Stul fragment of pAdCMV5-R1 containing
the ATG start codon (R1-NH2) was inserted into the corresponding sites of
pBluescript. This latter vector was then digested by EcoNI and Stul and ligated by an
oligonucleotide linker. The BamHI/Stul resulting fragment was then inserted into the
pAdCMV5-RI digested by BamHI and Stul. The constructs were then sequenced.
Some of the above vectors were co-transfected with the adenoviral genome in 293 A
cells to generate recombinant adenoviruses as described for AATR5-R1 (39).

For the R2 co-infection experiments, an HSV-2 R2 expressing virus, AACRS-
R2, was used in combination with a virus expressing a new transactivator, AACMV-
cTA, derived from the Cumate inducible system (A. Mullick, R. Warren, C.
Guilbault, M. Koutroumanis, F. Malenfant, L. Lamoureux, N. Jabbour, Y. Xu, P.-A.
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Moiset, P. Jolicoeur, P. Lau and B. Massie, in preparation). Modeled on the tet-
inducible system, the cTA transactivator contains the CymR binding domain in place
of TetR and its binding to the Cumate operator in the CR5 promoter is regulated by
cumate. AACMV-cTA was constructed using standard recombination in 293 cells
(39) whereas AACR5-R2 containing the HSV-2 R2 gene derived from pSVRR,"5V-16
(31) was constructed using the new positive selection method recently described by
Elahi et al (18).

Construction of adenovirus library expressing GFP-tagged C-terminal
truncated R1 mutants. The procedure to construct a mini-library of adenoviruses
expressing R1-GFP chimeras will be detailed elsewhere (S. M. Elahi, S. Chabaud, C.
Guilbault, A. M.-J. Sasseville, Y. Langelier and B. Massie, in preparation). Briefly,
the R1 gene present in the pAdTRS5-R1-DC-GFPq, transfer vector described above
was digested at a unique BgIII site near the R1 carboxyl terminus, followed by Exo
III digestion during various periods and blunt end ligation with the GFP gene
downstream of the IRES. By screening for individual recombinants expressing GFP,
the procedure insures that only chimeras containing C-terminal truncated R1 mutants
in-frame with GFP (R1-GFP) are selected. Sequencing of the R1-GFP junction
determines the extent of the truncation.

Transfection. HeLa cells were seeded one day before transfection in 60 mm
dishes at 5 x 10° cells/dish or in 6-well plates at 1.5 x 10° cells/well. The calcium
phosphate technique was used to transfect 25 pg/ml of pAdCMVS5-R1 or pAdCMVS5-
R1(A2-249) plasmids, 50 pg per ml of pAACMVS5 (empty vector used as control),
pAdCMV5-R1(A2-312), pAdCMV5-R1(A2-357) or 100 pg per ml of pAdCMVS5-
R1(1-1113) or pAACMV5-R1(1-1123). After 24 h, the cells were washed twice with
sterile PBS and received 1 ml (well) or 2.5 ml (dish) of fresh medium with
appropriate concentration of tet system approved serum (TSA-FCS) from Clontech.

Infection. A549-tTA cells were plated at 3 x 10° cells/well (6-well plate) or 1
x 10° cells/dish (60 mm dish) one day before the experiment. Cells were infected in a
reduced medium volume (0.3 ml/well, 1 ml/dish) with rocking for 7 h to enhance
adsorption of viral particles as described (43). Then, the medium was removed and 1

ml (well) or 2.5 ml (dish) of fresh medium with appropriate TSA-FCS concentration



123

was added. The MOIs of AdTRS5-R1 (5 PFU/cell), AdTR5-R1-GFP (25 PFU/cell),
AdTRS5-R1(A2-357) (25 PFU/cell), AdTR5-R1(A2-398) (50 PFU/cell), AdTRS5-
R1(A2-496) (50 PFU/cell), AdTRS5-R1(1-983) (50 PFU/cell) and AdTR5-R1(1-1081)
(100 PFU/cell) were chosen to obtain similar levels of expression of the different
recombinant proteins.

To evaluate the effect of R2 overexpression on the R1 antiapoptotic potential,
AS549-tTA cells were seeded as described above and coinfected with increasing MOIs
of AACRS5-R2 and 50 PFU/cell of AACMV5-cTA. The medium was withdrawn 24 h
later and the cells were re-infected for 7 h with 5 PFU/cell of AdTR5-R1 or mock
infected. When used, the peptidomimetic inhibitor of HSV RR BILD1633 (37, 44),
kindly provided by Boehringer Ingelheim Ltd. (Canada), was added 6 h before
infection and maintained throughout the assay.

Apoptosis assays. To determine the antiapoptotic potential of the proteins, apoptosis
was induced 7 h after infection or 30 h after transfection by the addition of 1 ml
(well) or 2.5 ml (dish) of medium containing cycloheximide (CHX) (15 pg/ml,
Sigma) or CHX (15 pg/ml) plus human recombinant tumor necrosis factor (TNF)
(2.5 ng/ml, Sigma). After 7 h of treatment, apoptosis was scored under microscopic
observation in at least ten random-selected fields as described (34). Cells were
harvested for caspase activity assay using the ApoAlert™ (Clontech) caspase-3
fluorescent assay kit and protein expression analysis as described (34). To determine
the proapoptotic activity of the recombinant proteins, cells were incubated with 1 ml
(well) or 2.5 ml (dish) of fresh medium containing 0.5% TSA-FCS for 9 h after
infection or 30 h after transfection.

Immunoblot analysis and protein solubility. Crude total protein extracts were
obtained by a 2 min sonication in 80 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2 % SDS and 6 M urea.
SDS-PAGE and immunoblotting were performed with 10 pg of protein/well as
described previously (32). For HSV-2 R1 detection, the rabbit polyclonal anti HSV-2
R1 antiserum 168R1 (35) or an anti HSV R1 mouse monoclonal Ab 932 (mAb 932)
(28) were used. For HSV-2 R2 detection, the polyclonal antibody P9 (pAb P9) was
used (9). The Super-signal detection kit (Pierce) was used according to the

manufacturer’s instructions. To determine protein solubility, cell extracts in 50 mM
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Hepes, 2 mM DTT (HD) or HD with 1 M NaCl (HD + NaCl) were sonicated and
centrifuged at 100 000 X g for 1 h at 4°C. Cell extracts in 20 mM Tris, pH 7.4, 150
mM NaCl, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 1% sodium deoxycholate, ImM PMSF
(RIPA) were incubated for 15 min at 4°C before sonication followed by
centrifugation at 16 000 X g for 30 min at 4°C. The supernatant fraction was
removed and stored at -80°C. The pellet fraction was resuspended in the same buffer
as the supernatant and homogenized by sonication before storage. The percentage of
solubility was evaluated by immunoblotting appropriate amounts of both fractions
with the antiserum 168 R1 as described (34).

RR assay. To determine the RR activity of the different R1 proteins, infected
AS549tTA cells or transfected HeLa cells were used to prepare crude protein extracts
by sonication in HD buffer followed by centrifugation at 100 000 X g for 1 h at 4°C
as described (33). The activity of the R1 subunit was determined by adding to
limiting amounts of R1 subunit excess amounts of HSV-2 R2 subunit produced by
293 cells infected with the recombinant adenovirus Ad5SBMS5-R2 and purified as
described (specific activity, 200 units/mg) (33, 40). One unit of RR was defined as
the amount of enzyme generating 1 nmol of dCDP/min.

Electron microscopy. Cells were washed in PBS and processed for embedding as
previously detailed (4). Briefly, they were fixed in 5% glutaraldehyde buffered with
0.06 M sodium cacodylate, pH 7.2. After washing with 0.1M sodium cacodylate, pH
7.2, they were post fixed with potassium ferrocyanide reduced osmium tetroxide and
embedded in Taab 812 epoxy resin. Thin (80-100 nm) sections were contrasted with
uranyl acetate and lead citrate, and examined in a JEOL JEM 2000FX-II transmission
electron microscope. The high-resolution protein A-gold technique was used for the
immunocytochemical localization of the full length R1 with the mAb 932 (2). For
this, cells fixed with 4% paraformaldehyde plus 0.1% glutaraldehyde buffered with
0.1 M sodium cacodylate (pH 7.2) were processed for embedding in LR White resin
as previously detailed (4).

Time-lapse imaging. A549-tTA cells were grown and infected in heated glass-
bottom dishes (Bioptechs). Culture medium was replaced with Leibowitz's L15

medium containing 5% FBS prior to imaging. Multi-field time lapse 'images were
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obtained using a 40x N-Plan objective (0.55NA) on a Leica DMIRB inverted
microscope equipped with motorized stage, focus and filter wheels (Ludl) and a
Retigal350EX 12-bit monochrome CCD camera (Qimaging), all under the control of
the Openlab 3 software (Improvision).

RESULTS

A major part of the NH2 domain is not essential for HSV-2 R1
antiapoptotic activity. The functional importance of the NH2 domain of HSV-2 R1
in the control of cell death had been first suggested by the cytotoxicity of R1(A2-
357), an HSV-2 R1 subunit with its first 357 amino acids deleted (39). Subsequently,
we found that the full-length HSV-2 R1 was able to protect cells from apoptosis
triggered either by R1(A2-357) expression or by death receptor activation and, we
provided evidence that, in the later case, the R1 protein acts at, or upstream of,
caspase-8 activation (34). However, the observation that the NH2 domain per se was
insufficient for protection from TNF-induced apoptosis indicated that both domains

of R1 or part(s) of them were necessary for antiapoptotic activity (34).

To better assess the importance of different segments of the NH2 domain,
including the recently described a-crystallin-like domain (6), a series of deletion
mutants were constructed either as CMV5 promoter-driven expression plasmids or as
TR5-inducible adenovirus recombinants as illustrated in Fig. 1. The concentration of
plasmids transfected in HeLa cells and the MOIs of adenovirus recombinants used to
infect A549-tTA cells were adjusted to obtain roughly equivalent amount of
recombinant proteins (Fig. 2A). By measuring apoptosis by microscopic observation
and an in vitro caspase-3 activity assay, the proapoptotic activity (Fig. 2B) and
protection from TNF (Fig. 2C) of the different truncated proteins were evaluated. As
our previous works had shown that R1(A2-357) was mostly insoluble (39), protein
solubility was also assessed by immunoblot analysis after fractionation by
centrifugation in HD or in RIPA buffer (Table I).
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The deletion A2-249, which ablates three N-terminally conserved segments and
a large part of the hydrophilic region located between residues 130 and 294 (as
illustrated in Fig. 1), gave a non-cytotoxic soluble protein with full antiapoptotic
activity. The deletion A2-312, which removes all the residues preceding the
a-crystallin domain, gave also a non-cytotoxic soluble protein but with a slight
decrease in antiapoptotic activity. Included rather as a negative control in our
analysis of the antiapoptotic potential, the strongly cytotoxic and barely soluble
R1(A2-357) gave the unexpected result that most of the cells resisting to its strong
cytotoxicity were protected from TNF. Other deletions where the a-crystallin domain
was removed either completely as in R1(A2-398), R1(A2-496) and R1(A107-446) or
in part as in R1(A378-445) gave fully insoluble products. None of these four
truncated proteins was neither proapoptotic nor protective from TNF-induced
apoptosis (data not shown for R1(A107-446) and R1(A378-445)). Altogether, these
results indicate that nearly all the NH2 domain including the first two third of the
a-crystallin domain is dispensable for the antiapoptotic function. The data suggest
also that the a-crystallin domain could play a role in protein folding and/or
oligomerization. Finally, the fact that four NH2 deletion mutants have no phenotype
in spite of the aggregation of their protein products suggests that neither the
cytotoxicity, nor the protection induced by R1(A2-357) appears to be related to an
unspecific cell response to the stress created by the accumulation of protein
aggregates.

The a-crystallin domain is important for protein folding and
oligomerization. Studies were performed to further characterize the aggregates
formed by R1(A2-357) and the other insoluble truncated proteins in search of an
explanation for the differences observed in their biological activities. The wild type
RR activity of the small fraction of R1(A2-357) recovered in soluble form in HD
buffer, which does not contain detergent, suggested that this protein could fold
properly (39), whereas the complete insolubility of R1(A2-398), R1(A2-496),
R1(A107-446) and R1(A378-445) suggested that these other truncated proteins could
be misfolded. To test this hypothesis, the effect of detergents or high salt
concentration on the solubility of R1(A2-357), R1(A2-398) and R1(A2-496) was first
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examined. When RIPA, a detergent containing buffer was used instead of HD, only
the solubility of R1(A2-357) was slightly increased. When 1 M NaCl was added to
HD buffer without detergents, R1(A2-398) and R1(A2-496) proteins remained
completely insoluble whereas ~50 % of R1(A2-357) became soluble (Table 1).
Moreover, when analyzed on glycerol gradient in HD buffer containing 1 M NaCl,
the R1(A2-357) extracted in 1 M NaCl sedimented as monomers as the full-length R1
did (data not shown). These results confirm that the completely insoluble truncated
proteins form aggregates of misfolded molecules whereas the slightly soluble R1(A2-
357) forms aggregates of aberrant oligomers. In addition, as the addition of ions by
charge shielding is thought to reduce the productive charge interactions at the
interface of proteins (16), the effect of salt on R1(A2-357) suggests that electrostatic
complementarity could play a significant role in its aberrant oligomerization.

To further characterize the differences between R1(A2-357) and the
completely insoluble truncated proteins, the intracellular formation and distribution
of aggregates were visualized by immunofluorescence, fluorescence of GFP
chimeras and electron microscopy. Immunofluorescence first demonstrated that, in
contrast to the full length R1 which exhibited a diffuse staining as expected for a
soluble protein, all the low solubility proteins expressed individually accumulated at
the periphery of the nucleus in large pericentrosomal structures resembling
aggresome (Fig. 3A for R1(A2-357), R1(A2-398), R1(A2-496) and, data not shown
for R1(A107-446) and R1(A378-446)). The aggresome is a recently defined structure
composed of clustered aggregates of misfolded proteins, when such proteins have
been overexpressed or their degradation has been inhibited (rev. in 22, 30). In the
course of coinfection experiments with AdTR5-R1 and AdTR5-R1(A2-357)
performed to analyze the antiapoptotic potential of the full-length HSV-2 R1, we
made the striking observation of the formation throughout the cytoplasm of
numerous giant spherical structures. These large structures, which were decorated by
a mAb specific for the full length R1 (Fig. 3A), were easily visible by phase contrast
microscopy (see for example Fig 4, last photo). To better visualize the formation of
these structures, a chimera of the full length R1 and green fluorescent protein (GFP)

was engineered by expressing GFP in phase at the carboxy-terminus of R1. As
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shown in Fig 3B, the full length R1-GFP expressed alone exhibited a diffuse
fluorescence whereas during coinfection with AdTR5-R1(A2-357), giant spherical
structures were observed. Observation by time lapse microscopy of cells first
infected with AdTRS5-R1-GFP followed 6 h later by AdTR5-R1(A2-357) revealed as
shown in Fig. 4 that the R1-GFP fluorescence, first diffuse, began to accumulate in
small spherical structures throughout the cytoplasm around 6 h after the infection
with AdTRS-R1(A2-357). In previous experiments, where cells only expressed R1-
GFP, no spherule could be seen in the cytoplasm (Fig 3B, first photo) even though it
was the same time post-infection as the photograph taken at the end of the time lapse
(presented in Fig. 50, then no time lapse experiment was performed for R1-GFP
expression alone as control. These highly mobile spherules exhibit a slow
enlargement often resulting from the fusion between individual spherules. They
accumulated at the periphery of nucleus often forming giant balloons. During this
period, nearly all the diffuse R1-GFP fluorescence disappeared from the cytoplasm
as being trapped by the spherules. In striking contrast, co-expression of the full
length R1-GFP with the insoluble proteins R1(A2-398) or R1(A2-496) never
produced spherules as did R1(A2-357) (Fig. 3B). In control experiments where the
GFP protein was first expressed followed by R1(A2-357), R1(A2-398) or R1(A2-
496), spherules were also undetectable (Fig. 3C). The two others insoluble proteins
R1(A107-446) and R1(A378-446) gave results similar than those obtained with
R1(A2-398) or R1(A2-496) (data not shown).

Electron microscopy analyses demonstrated that the aggregates formed by the
non-cytotoxic proteins R1(A2-398) (Fig. 4A) or R1(A2-496) (data not shown) were
different from the one formed by the cytotoxic R1(A2-357) (Fig. 4A). As seen in our
immunofluorescence assay, no aggregates were detectable by electron microscopy in
mock infected or AdTR5-R1 infected cells (data not shown). In R1(A2-398) or
R1(A2-496) expressing cells, large amorphous electron-dense structures, which were
not enclosed by membranes, were found in the vicinity of the nucleus and Golgi
vesicles as described for aggresomes (rev. in 22, 30) (Fig. 4A). In R1(A2-357)
expressing cells, the same cytoplasmic area contained dozens to hundreds of

electron-dense structures differing from aggresome by their smaller size (~30 to 80
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nm). These non-uniform but rather spherical structures, which were separated by
different cytoplasmic components, were often regrouped in small clusters (Fig. 4B).
The large spherical structures resulting from the co-expression of the full-length R1
with R1(A2-357) appeared at the ultrastructural level as spheres with centers
containing diluted cytosolic components. Their thick electron-dense walls seemed to
be formed by the close packing of the small spherules seen in cells expressing
R1(A2-357) alone (Fig. 4C). Ultrastructural immunodetection with mAb 932 specific
for full-length R1 and protein A—gold complex (8-10 nm diameter) suggests that this
protein was abundant in the electron-dense walls but absent in the electron lucent
centers (Fig. 4D). This conclusion is supported by a stronger fluorescent signal in the
periphery of GFP positive spherule formed during R1-GFP + R1(A2-357) coinfection
which could be seen in some cells (Fig. 3B or in Fig. 5B). Altogether, these findings
indicate that the a-crystallin domain plays important role(s) in the folding and

oligomerization of the R1 polypeptide.

Only the C-terminus tail is dispensable for protection against TNF. As
the N-terminal domain alone could not prevent TNF-induced apoptosis (34), we
postulated that the homo-dimerization of R1 mediated by aA (597 to 615) and oB
(637 to 650) helices was important for protection. To rapidly map which part of the
RR domain was important in antiapoptotic activity, a subset of seventeen R1-GFP
chimeras selected from a mini-library of recombinant adenoviruses was used. The
shortest chimera tested here ends at amino acid 649 and the longest one at 834 (Fig.
6, A and B). We first verified whether adding GFP either at the N or C terminus of
R1 altered its antiapoptotic activity. The data obtained with these two recombinants
indicated that free termini were not required for the function (Fig. 6B). Interestingly,
the addition of GFP at the C-terminus produced a chimeric protein completely devoid
of RR activity, probably by creating steric hindrance to R2 binding. Moreover, these
results allowed us to select by micromanipulation (5) the stable cell line A549-tTA-
HSV-R1-GFP, which inducibly expresses the R1-GFP protein. As expected, A549-
tTA-HSV-R1-GFP cells, which in the OFF state (+ anhydrotetracyclin) were
destroyed by CHX+TNF treatment, became resistant upon anhydrotetracyclin
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removal with a time course paralleling the appearance of the GFP fluorescence (Fig.
6C).

When evaluated by epifluorescence microscopy, all the seventeen chimeras
exhibited as the full-length R1 diffuse cytoplasmic localization indicating that they
were soluble (Fig. 6D for R1(1-776)-GFP and R1(1-834)-GFP and data not shown).
Unfortunately, when tested for protection from TNF, none of the chimeras exhibited
antiapoptotic activity (Fig. 6B), suggesting that these proteins lack important
functional elements. Then, four longer truncated proteins including potentially
important structural elements were generated without fusion to GFP. Only R1(1-
1123), the longest one that includes all the structured parts of R1 exhibited protection
from TNF (Fig. 6E). The 2-fold reduction in protection of R1(1-1123) is probably
due to a lower solubility of the protein that did not render it proapoptotic. Altogether,
the data show that only the flexible tail, which contains the cysteine pair essential to
catalysis in vivo (1), is dispensable for antiapoptotic activity.

The R2 binding face of HSV-2 R1 is not important for antiapoptotic
function. As another approach to map the R1 surface(s) that are important for
antiapoptotic function, we tested the effect of R1 binding molecules. As upon its
binding to R1, R2 covers a large surface known as the R2 binding face of R1, it
could compete with the binding of cellular protein(s) controlling apoptosis. In order
to accumulate R2 in large excess over R1, A549-tTA cells were first infected with
the Ad recombinant AJCR5-R2 for 24 h at two MOIs before a 7 h infection with
AdTRS5-R1 (Fig. 7A). Precise quantification of each protein done by comparison
with purified R1 and R2 standards showed that the R2/R1 ratio was >30 at the higher
MOI of AdCR5-R2 tested. This large R2 overproduction did not produce any
decrease in protection from TNF. HSV-2 R2 expressed alone in parallel controls was
not protective (data not shown). This result indicated that the R2 binding surface on
R1 is not involved in its antiapoptotic activity. Furthermore, as the R2 C-terminus
binds to R1 in a crevice formed between ol and other parts of the protein (3, 10), we
tested the effect of BILD1633, a peptidomimetic inhibitor of HSV RR that binds
within this crevice (37, 44). This compound, which exhibits an ECsp of 0.3 pM
against HSV in cell culture (37, 44), added up to 10 uM did not alter the R1
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antiapoptotic activity against TNF (Fig. 7B). In this experiment, the level of R1 was
about 10-fold lower than the one accumulated during an HSV-2 lytic cycle. As 10
uM BILD1633 produced a more than 100-fold reduction in virus yield (data not
shown), it certainly accumulated in vast excess over R1 in the experiment presented
Fig. 7B. This result confirms that the R1 surface interacting with the R2 C-terminus

is not involved in protection.
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DISCUSSION

Our serendipitous observation that R1(A2-357), an HSV-2 R1 with its first
357 residues deleted, was proapoptotic (39) led to the finding that the full-length
HSV-2 R1 has an antiapoptotic function that can protect cells from apoptosis induced
by either the expression of R1(A2-357) or death receptor triggering. The subsequent
demonstration that the NH2 domain on its own was not antiapoptotic ruled out our
initial hypothesis that the new function could be confined to the ablated domain and
we postulated that both domains of R1 or part(s) of them could be necessary to the
function (34). However, the present work shows that most of the NH2 domain
including a part of the a-crystallin domain is dispensable for antiapoptotic activity
and that it is rather the integrity of the structured RR domain which is required for
protection.

The mini-library of adenoviruses expressing R1-GFP-chimeras done to
determine the importance of the RR domain for the antiapoptotic activity led to the
observation that adding GFP either at the N or C terminus of R1 did not alter this
function. The addition of GFP at the C-terminus produced a chimeric protein devoid
of RR activity, probably by creating steric hindrance to R2 binding. Unfortunately,
none of the seventeen R1-GFP-chimeras tested for antiapoptotic activity were
positive. All these proteins were soluble as judged from microscopic observation of
GFP fluorescence and confirmed, for some of them, by solubility analyses.
Subsequently, a set of four C-terminally truncated proteins showed that the entire
structured RR domain was required for protection, only the C-terminal flexible tail
being dispensable (Fig. 6). Based on the HSV-1 R1 RR model and referring to the
numbering of the structural elements of E. coli R1, the inactive R1(1-1113) would
end after al, whereas the active R1(1-1123) would include BJ. J could be important
either for interacting with proteins involved in apoptotic pathways and/or for its
involvement in stabilizing other parts of the R1 structure. The crystallographic
structure of E. coli R1 and the 3-D model of the HSV R1 RR domain show that the
three domains of these proteins are inter-related by numerous contacts between

domains (17, 46, 55). As several residues in BJ interact on one side with al and on
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the other side with residues in aD, BE and notably with the catalytic Cys 439, it is
likely that the most important role of BJ in the antiapoptotic function is through
stabilization of the R1 structure. In favor of that is the observation that R1(1-1113)
has a lower solubility than R1(1-1123).

The R1-GFP chimeric protein, which is antiapoptotic but RR null, could be an
important tool for complementation study aimed at determining the role of the
antiapoptotic function. It was used here to isolate the inducible cell line A549-tTA-
HSV-R1-GFP. These cells upon switching on expression showed resistance to
cytokine-induced apoptosis as cells transiently expressing R1-GFP either from
transfection or adenoviral infection. However, they exhibited a more homogeneous
level of recombinant protein expression and, when compared to expression driven by
recombinant adenovirus, all the non-specific issues due to adenoviral infection are
avoided. Moreover, as these cells have been selected in the absence of continuous
R1-GFP expression, they would be more useful for studies on the R1 mechanism of
action than cells that, constitutively expressing the protein for several generations,
could have undergone several modifications through adaptation to its expression
(49).

The data obtained with N-terminal deletions demonstrated that the first 312
residues of R1 are not necessary for protection from TNF and R1(A2-357). This
result, for unknown reason, differs from the observation that the protection afforded
by HSV-2 R1 from neuronal cell death resulting from growth factor withdrawal
required the NH2 domain (48-50). It is possible that the domain(s) of R1 implicated
in the control of apoptosis could differ regarding the proapoptotic stimuli or the cell
types used. However, it must be cautioned that the conclusions of Perkins et al. (48-
50) are largely based on experiments with an HSV-2 mutant expressing an R1 with a
large deletion (A107-446) in its NH2 domain and that, in our hands, a similarly
truncated protein is strikingly completely insoluble (Table I).

The results obtained with the deletions involving the a-crystallin domain are
more complicated to interpret as these deletions affected the protein solubility. These
truncated insoluble R1s can be grouped in two categories: four of them are

completely insoluble products without neither proapoptotic nor antiapoptotic



133

activities and the other one, R1(A2-357), is slightly soluble and both proapoptotic
and antiapoptotic. A deeper analysis of the aggregates formed by representatives of
these two categories strongly suggests that the insoluble mutant proteins are
misfolding polypeptides whereas R1(A2-357), which fold correctly as evidenced by
its wild type RR activity (39), has a strong tendency to form abnormal oligomers.
When observed under light microscopy both categories of proteins appear to
accumulate in the same type of aggresome-like structures. However, ultrastructural
examination shows a clear difference between the two categories. The completely
insoluble proteins formed densely packed aggregates as it has been reported for
misfolded proteins accumulating in aggresomes (21, 22, 24, 29). From the fact that
all these four mutant proteins are lacking the a-crystallin domain either totally or in
part, it can be hypothesized that this domain is important for protein folding. Such a
role has been demonstrated for the a-crystallin domain of sHsps (rev. in 38, 52) and
suggested for the homolog domain present in p23, a cochaperone of Hsp90 (23).
Moreover, Conner et al. (14) have provided evidence that the region encompassing
amino acids 349-373 in HSV-1 Rl was important for the overall protein
conformation.

In the second category, the slightly soluble R1(A2-357) protein forms non-
uniform but rather spherical structures of smaller size (~30 to 80 nm). The exact
nature of these individual structures remains to be determined but the observation
that the aggregates of R1(A2-357) solubilized by NaCl treatment behave on glycerol
gradient as the full-length R1 is a strong indication that they are composed of
aberrant multimers of correctly folded molecules. Similar defects in the
multimerization process of sHsps have been often reported for deletion or mutation
in their o-crystallin domain (rev. in 38, 52). However, in the absence of knowledge
of the 3-D structure of HSV R1, more subtle mutations should be done to better
document this hypothesis.

The aggregation of proteins is thought to be involved in the pathogenesis of
the so-called conformational diseases, and both toxic and protective roles have been
proposed (30). Aggresome formation is thought to be a protective response to the

accumulation of misfolded proteins (30, 54). For the short-term experiments (24 h)
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reported here R1(A2-398), R1(A2-496), R1(A107-446) and R1(A378-446) proteins
did not exhibit cytotoxicity even if they accumulated at the same level than the
proapoptotic R1(A2-357). The mechanism underlying the strong cytotoxicity of
R1(A2-357) is currently unknown. Caspase-8 activation is the first activation
detected in the cascade of caspase activation induced by R1(A2-357) and expressing
first the full-length R1 blocks caspase-8 activation (S. Chiasson, B, Massie and Y.
Langelier, unpublished data) as it does in TNF treated cells (34). Taking into account
that cells resisting to R1(A2-357) toxicity are resistant to TNF, it can be suggested
that this truncated protein, as TNF (rev. in 27), could induce both a death process via
activation of caspase-8 and a survival response via NF-kB-induced synthesis of
antiapoptotic molecules such as TRAF-1, TRAF-2, IAP-1, IAP-2 and notably c-Flip
(42, 56). Depending on the balance between these two signals, cells will engage
either in apoptosis or survival. It remains also to be determined whether the
formation of the large spherules seen in cells coexpressing R1 and R1(A2-357) are
involved in protection by sequestering the proapoptotic R1(A2-357) oligomers.

Interestingly, the domain defined here as being essential to protection
corresponds to the domain common to all the seven known B-herpesviruses R1s (data
not shown). These R1s, which are not involved in ribonucleotide reduction (53),
would be rather implicated in the control of apoptosis as demonstrated recently for
the MCMV-and HCMV encoded Rls (5, 47). The observation that R2
overexpression did not decrease R1 antiapoptotic activity demonstrated that the R2-
binding surface (~30% of the total surface of R1) is not involved in this function. The
lack of effect obtained with the R2 C-terminus peptidomimetic shows that the crevice
formed between ol and other parts of the protein where this compound binds (3) is
also not involved in protection. Furthermore, the absence of decrease in protection
from TNF when coexpressing R2 demonstrated that the coexpression of both
proteins during the lytic cycle does not affect the R1 antiapoptotic activity.

A multiple sequence alignment of the two HSV R1s with the seven known
herpesvirus R1s, which are RR inactive, revealed that the most conserved (globally
>30 % similarity) part of the protein is located toward the COOH terminus between
HSV-2 R1 amino acids 834-971. A modelization of the surface-exposed residues in
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this segment using the HSV-1 R1 model provided by H. Ecklund revealed that most
of the conserved residues are located on the face opposite to the R2 binding face (T.
Sulea and Y. Langelier, unpublished data). Given its conservation, this segment
could be important for the antiapoptotic activity. Further site-specific mutagenesis
will be required to determine the putative role of these residues in apoptosis
protection as well as the one of the a-crystallin domain. These works should take
into account that studying the role of the R1 antiapoptotic function in latency will
require an HSV mutant defective in R1 antiapoptotic activity but producing a soluble
and RR active protein, since the Rl RR domain is required to allow
deoxyribonucleotide synthesis that is essential to viral DNA replication during
reactivation in animal ganglion neurons. Furthermore, the effect of these mutations

on the recently discovered chaperone activity should also be determined.
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LEGENDS OF FIGURES
FIG. 1. Schematic representation and summary of the characterization of the
truncated HSV-2 Rls. The NH2 domain contains three regions exhibiting >70%
similarity between the two HSV types (black boxes) and regions exhibiting <50%
similarity (light grey boxes). The a-crystallin-like domain (6) shown in dark gray
precedes the RR domain that contains two Pfam sub-domains termed all alpha
domain (white box) and barrel domain (hatched box). Protection from TNF and
toxicity was determined as described in Fig. 2. RR activity for the soluble
recombinant proteins was determined as described in experimental procedures; all the
recombinant proteins lacking the cys pair 1140, 1142 might be inactive in vivo (1).
Localization, immuno-fluorescence or microscopic observation in the case of GFP
chimeric proteins. C, cytoplasmic localization; A, aggregates; D, diffuse; ND, not

determined.

FIG. 2. Proapoptotic and antiapoptotic activities of N-terminal truncated HSV-2 R1-
Cells were either transfected with plasmid pAdCMV5 (Empty vector), pAdCMV5-R1
(R1), pAdCMV5-R1(A2-249) (249), pAACMV5-R1(A2-312) (312), pAdCMV5-
R1(A2-357) (357), or mock-infected (Mock), or infected with AdTR5-R1 (R1),
AdTR5-R1(A2-357) (357), AdTR5-R1(A2-398) (398), AdTR5-R1(A2-496) (496) as
described in material and methods. (A) The level of recombinant protein expression
was evaluated 30 h after transfection or 8 h after infection by immunoblotting with
the anti R1 polyclonal antibody 168R1. (B) Proapoptotic activity (grey bars) was
scored under microscopic observation 30 h after transfection or 8 h after infection.
Then, cells were harvested in Pharmigen lysis buffer for caspase-3 assays. Caspase-3
activity (black bars) is expressed in pmole/min/mg. (C) Protection from TNF was
evaluated 30 h after transfection or 7 h after infection, CHX (15 pg/ml) or CHX (15
pg/ml) + TNF (2.5 ng/ml) were added and, 7 h later, apoptosis and caspase-3 activity
were determined as above. % TNF-specific apoptosis (grey bars) was evaluated the
following formula which eliminates the intrinsic toxicity of some proteins and CHX =
100% — [% non-apoptotic cells in CHX+TNF treated cells x (100% + % non-
apoptotic cells in CHX treated cells)]; TNF-specific caspase-3 activity (black bars) =
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caspase-3 activity in CHX+TNF - caspase-3 activity in CHX-treated cells.

FIG. 3 Formation of aggregates by N-terminal truncated HSV-2 Rls. (A) A549-tTA
cells infected for 24 h with AdTR5-R1 (R1), AdTR5-R1(A2-357) (R1(A357)),
AdTR5-R1(A2-398) (R1(A398)), AdTR5-R1(A2-496) (R1(A496)) as in Fig. 2 or first
infected with AdTR5-R1 for 7 h and re-infected with AdTR5-R1(A2-357) at 100
PFU/cell for 17 h (R1+R1(A357)) were fixed and stained with the anti-HSV-2 R1
polyclonal antiserum 168R1. (B) A549-tTA cells were infected for 24 h with AdTRS-
R1-GFP at 25 PFU/cell (R1-GFP) or with AdTR5-R1(A2-357)-GFP for 7 h
(R1(A357)-GFP). The co-infections were performed as described in A. GFP
fluorescence in living cells was photographed by conventional epifluorescence
microscopy. In panel C, AdTR5-GFP was used at 25 PFU/cell to express GFP as

control.

FIG 4 Electron micrographs illustrating the appearance of protein aggregates. A549-
tTA cells infected for 24 h with (A) AdTR5-R1(A2-398), (B) AdTR5-R1(A2-357) or
(C, D) first infected with AdTR5-R1 for 7 h and re-infected with AdTRS5-R1(A2-357)
at 100 PFU/cell for 17 h. Panel A shows large amorphous electron-dense structures
(*) ranging from 200 to 600 nm typical of those accumulating in aggresomes. They
were seen uniquely in cells expressing R1(A2-398) or R1(A2-496) (data not shown).
Panel B shows in cells expressing R1(A2-357) the presence of small (~30 to 80 nm)
electron dense structures (arrows) differing from aggresome. Panel C and D show in
cells co-expressing the full-length R1 with the R1(A2-357) large spherical structures
with electron-dense walls and electron-lucent centers. In panel D, ultrastructural
immunodetection with mAb 932 specific for full-length R1 and protein A—gold
complex (8-10 nm diameter) demonstrates that this protein is abundant in the
electron-dense walls. Er, endoplasmic reticulum membranes; Nu, nucleus; Bars, 200

nm

Fig 5. In vivo dynamics of spherule formation following the co-expression of the full-

length R1-GFP with R1(A2-357) visualized by time-lapse photomiscroscopy. Cells
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infected with 25 PFU/cell of AdTR5-R1-GFP for 15 h were re-infected with 100
PFU/cell of AdTR5-R1(A2-357) and 6 h later individual frames were collected every
2 min for a period of 3 h. Individual pictures taken at 8 min interval were selected
from the movie file using QuickTimePro 6.2 software and are shown from top to the

bottom of the fig.

FIG 6 Characterization of C-terminal truncated and GFP fusion HSV-2 R1 proteins.
(A) Schematic representation of structural elements in HSV-2 R1 RR domain. b-
strands are depicted in light grey and a-helices in dark grey. The positions for
R1/GFP junction in chimeras and C-terminal deletions are indicated on the top of the
panel. (B) Expression of chimeras and protection from TNF. A549-tTA cells were
infected with amount of recombinant adenoviruses yielding more than 80% of GFP
positive cells. Protection from TNF was evaluated 16 h later as described in fig. 2.
CHX treated cell extracts were analyzed by immuno-blot with the mouse monoclonal
antibod}; 932. Results of protection are indicated at the bottom of the blot. (C) Before
seeding in 6 well-plates, A549-tTA-HSV-R1-GFP cells were washed twice with
medium containing (OFF) or not (ON) anhydrotetracyclin (15 ng/ml). At the
indicated times, cells were treated with CHX or CHX+TNF as described in Fig. 2.
Percentage apoptosis was determined as described in B; 00, ON-state; O, OFF-state.
Percentage GFP-positive cells (®) was determined by fluorescence observation. (D)
Microscopic observation of GFP fluorescence of chimeras. A549-tTA cells were
infected for 24 h at an MOI of 25 PFU/cell and GFP fluorescence in living cells was
photographed by conventional epifluorescence microscopy. (E) The major part of the
RR domain is required for protection from TNF. A549-tTA cells were infected or
HeLa cells transfected in order to express the same level of proteins and apoptosis
was determined as described in Fig. 2. Protein expression levels were analyzed by

immunoblot.

FIG. 7 Lack of effect of HSV-2 R2 and the peptidomimetic inhibitor BILD1633 on
the R1 antiapoptotic potential. (A) A549-tTA cells were infected for 24 h with
increasing MOI of AACR5-R2 and 50 PFU/cell of AACMV-cTA and re-infected with
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2.5 PFU/cell of AdTRS-R1 (+, black bars) or mock infected (-, grey bars) for 7 h.
Cells were treated with CHX (15pg/ml) as control or CHX (15ug/ml) + TNF (2.5
ng/ml). Apoptosis was scored under microscopic observation 16 h later. Percentage
of TNF-specific apoptosis was determined as in Fig. 2. Total protein extracts were
analyzed by immunoblot with mAb 932 to detect HSV-2 R1 or pAb P9 to detect
HSV-2 R2. (B) A549-tTA cells were either mock-infected or infected with 5
PFU/cell of AA5TRS5-R1 in the presence of increasing concentrations of BILD1633.
CHX or CHX + TNF was added 7 h later as above and apoptosis was determined as
in A. 0, mock infection; B, Ad5TR5-R1 infection + BILD1633.



TABLE I

Solubility of R1 and mutant R1s

Protein % Solubility®
HD HD + NaCl RIPA

RI 56 nd’ 79
R1(A2-249) 44 nd 95
R1(A2-312) nd nd 75
R1(A2-357) 3 47 13
R1(A2-398) 0 0 nd
R1(A2-496) 0 0 nd
R1(A107-446) 0 nd 0

R1(A378-445) 0 nd nd
R1(1-446)-GFP 38 nd nd
R1(1-496) 35 nd nd
R1(1-834)-GFP 35 nd nd
R1(1-983) nd nd 92
R1(1-1081) nd nd 68
R1(1-1113) nd nd 4

RI(1-1123) nd nd 21
R1-GFP 60 nd nd
GFP-R1 72 nd nd

®*Values are the means of at least two independent determinations

®nd, not determined.
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2.4 : Résultats supplémentaires

Mécanisme Moléculaire du Potentiel Anti-apoptotique de la Sous-unité R1 de la

RR du Virus de 'Herpés Simplex

Centre de Recherche du Centre Hospitalier de 1’Université de Montréal

Chabaud Stéphane® et Yves Langelier™®

® Centre de Recherche du Centre Hospitalier de I’Université de Montréal, Hopital
Notre Dame, Montréal, QC, Canada, H2L 4M1

b Département de Microbiologie et Immunologie, Université de Montréal, Montréal,

QC, Canada, H2L 4M1

Introduction.

Bien que le potentiel anti-apoptotique de HSV R1 ait été démontré dans plusieurs
types de cellules, son mécanisme reste inconnu. Les principales informations dont
nous disposons sont que HSV R1 supprime 1’activation de la procaspase-8 induite par
la stimulation des récepteurs de mort cellulaire. L’induction via les mitochondries
entraine une activation de la procaspase-8 par la caspase-3 qui ne peut étre empéchée
par HSV RI, les données faisant méme alors apparaitre une potentialisation de
’activation de la procaspase-8 [14]. HSV R1 doit donc agir au niveau de I’activation
de la procaspase-8 par la voie des récepteurs ou en amont. Le fait que HSV Rl
bloque I’apoptose dans des cellules traitées ou non & la cycloheximide permet de
conclure qu’aucune synthése protéique n’est nécessaire pour la protection a partir du
traitement avec I’inducteur d’apoptose : le mécanisme ne ferait donc pas appel a des
contrdles de la transcription ou de la traduction subséquent a I’activation des
récepteurs. Il se peut néanmoins que HSV R1 intervienne entre le moment ot elle est
synthétisée et I’induction pour activer ou stabiliser des facteurs de transcription ou
des protéines qui activeraient une réponse protectrice.

Nous présentons ici une série d’expériences visant 4 mieux comprendre le mécanisme
moléculaire par lequel HSV R1 protége les cellules de 1’apoptose. Plusieurs
mécanismes ont ét€ présentés pour diverses protéines agissant comme inhibiteurs de

I’apoptose induite par 1’activation des récepteurs de mort cellulaire. Des protéines
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bloquent le transport des récepteurs a la membrane [306], d’autres empéchent leur
diffusion latérale pour éviter la formation de multiméres [282]. Certains entrent en
compétition avec I’adaptateur pour se fixer au récepteur [128] ou avec la procaspase
pour se fixer a ’adaptateur au sein du complexe de signalisation de mort cellulaire
(complexe-II [133] ou DISC, death-inducing signaling complex [rev. 144]). D’autres
enfin se fixe a la caspase activée pour inhiber son activité protéasique [rev. 119].
Nous savons par des travaux antérieurs que HSV R1 agit au niveau ou en amont de
Pactivation de la procaspase-8 et qu’elle est inefficace une fois la caspase-8 activée
[14]. Rien ne peut toutefois nous empécher d’imaginer qu’elle pourrait avoir une
action sur les voies modulées par ASK-1 ou Akt/PKB.

Nous avons trouvé que HSV R1 ne modifie les niveaux d’expression d’aucune des
protéines du DISC/Complexe-II étudiées. Les niveaux d’activation de NF-kB restent
identiques en présence de HSV R1 indiquant qu’il y a bien expression des récepteurs
a la membrane. Enfin, les résultats obtenus pour I’activation des voies ASK-1 et
Akt/PKB semblent indiquer une absence d’effet de HSV R1 a ce niveau. Le rdle de
HSV R1 dans une éventuelle séquestration de la procaspase-8 est actuellement sous

investigation.

Matériels et méthodes.

Lignées de cellules

Des cellules HeLa et A549-tTA déja décrites ont été utilisées [13]. Les cellules sont
maintenues dans du milieu DMEM (InVitrogen) supplémenté avec 10% de sérum de
veau feetal TSA (Tet System Approved, Clontech). Pour maintenir I’expression du
tTA a haut niveau, les cellules A549-tTA sont entretenues avec 30 mg/ml de
Phléomycine (Sigma) jusqu’a un passage avant leur utilisation.

Virus et infection

Les virus AdTR5-R1 et AACMV5-R1 déja décrits ont été utilisés pour exprimer HSV
R1 dans les A549-tTA et les HeLa respectivement [13]. Les cellules (3x10° A549-
tTA ou HeLa dans un puit de 35 mm (plaques de 6 puits Corning)) sont étalées une

journée avant I’infection. Les deux virus ont été utilisés avec une multiplicité
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d’infection (MOI) de 25 pfu par cellule pour permettre une protection de plus de 90%
des cellules aprés 8 heures d’infection. Le protocole d’infection a déja été décrit [13].
Mesure des niveaux d’apoptose

Les niveaux d’apoptose ont été mesurés par des comptes cellulaires réalisés dans dix
champs sélectionnés aléatoirement. Les cellules présentant les caractéristiques de
cellules en apoptose ont comptés comme cellules apoptotiques, les autres cellules
comme cellules non-apoptotiques. Des travaux menés précédemment [14, 15, 17] ont
montrés que pour les types de cellules que nous utilisons le résultat de ces comptes
correle trés fortement avec I’activité enzymatique de la caspase-3 et le clivage de
PARP, deux marqueurs reconnus de 1’apoptose ainsi qu’avec des essais de viabilité
utilisant le colorant WST-1. Pour induire I’apoptose, les cellules sont traitées 8 heures
post-infection (& moins de précisions contraires) avec 15 mg/ml de CHX (controle)
ou 15 mg/ml de CHX + 2,5 ng/ml de TNF-c.

Préparation des extraits cellulaires

Au temps indiqué, 250 ml d’une solution de 0,5% sodium dodécyl-sulfate (SDS) dans
de I’eau Ultrapure est ajoutée aux cellules A549-tTA et le lysat est stocké & -80°C.
Les échantillons sont soniqués briévement avant leur analyse pour briser les
molécules d’ADN.

Analyse par Western Blot

10 mg d’extraits subissent une Electrophorése sur gel de poly-acrylamide en présence
de SDS (SDS-PAGE) suivis d’un Western Blot (kit Biorad). Les membranes sont
révélées avec le kit SuperSignal (Pierce). Les anticorps utilisés sont le mAb 932 pour
HSV-2 R1 et des anticorps commerciaux (Santa Cruz) pour Fas, FADD, Caspase-8,
NF-xB-p65, NF-xB-p65 phosphorylé, Akt, Akt phosphorylé et ASK-1.

Résultats et discussion

Les niveaux d’expression des composants du DISC ne sont pas altérés par HSV R1
Des cellules A549-tTA ont été infectées ou non par un adénovirus permettant
I’expression de HSV-2 R1 (Ad5TR5-R1 a 25pfu pour 7 heures). Les niveaux des

différentes protéines testées ont été déterminés par SDS-PAGE et Western Blot.
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Fig.1 : Les niveaux d'expression des composants du DISC ne sont
pas modifiés par HSV R1: Les extraits de cellules infectées par
I'AdS5TR5-R1 avec une MOI de 25 pfu par cellule (+) ou non (-) sont
recueillis a 7 h apreés infection pour analyse par Western blot. Les
conditions sont précisées dans le Matériel et méthodes du chapitre 2.4.
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Fig.2 : HSV R1 ne modifie pas le niveau d'activation de NF-xB. Des cellules
HelLa sont infectées en duplicata pour le temps indiqué en haut du graphique
avec une MOI de 25 pfu/cellule du virus AASCMV5-R1. Les cellules sont alors
traitées avec de la cycloheximide (CHX, 15 pg/ml) ou de la CHX (15 pug/ml) +
TNF-o (2,5 ng/ml). Aprés 15 minutes, la moitié des boites de Petri sont lavées
deux fois au PBS et les cellules lysées avec une solution de 0,5% de SDS. L'autre
moiti€ des boftes de Petri sont incubés 16 h et les niveau d'apoptose sont
déterminés par observation au microscope (barres grises pour CHX, noires pour
CHX+TNF). Les extraits cellulaires sont brievement soniqués et dosés pour
analyse par Western blot utilisant les conditions décrites dans le Matériel et
méthodes du chapitre 2.4.
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Les niveaux d’expression du récepteur Fas, de FADD et de la procaspase-8 dans les
cellules A549-tTA infectées ou non restent identiques (Fig.1). Ceci indique que HSV
R1 n’agit ni sur la synthése ni sur la stabilité de ces protéines. Toutefois cela ne nous
renseigne pas sur la formation du DISC.

Les niveaux d’activation de NF-kB ne sont pas modifiés

Des cellules A549-tTA ont été infectées comme précédemment et les niveaux de p65
totaux ou phosphorylées ont été déterminés par SDS-PAGE et Western Blot aprés
exposition 10 minutes a une dose de TNF-a suffisante pour tuer plus de 95% des
cellules en 16 heures (Fig.2).

Le niveau d’expression de NF-kB n’est pas modifié par I’expression de HSV R1
(Fig.2). La protéine est bien activée par un traitement au TNF-a et de fagon similaire
en présence ou en absence de HSV R1 (Fig.2) ce qui exclut que NF-xB soit impliqué
dans le mécanisme de protection. Cela indique aussi que les récepteurs sont bien
exportés a la membrane plasmique et qu’ils forment des complexes fonctionnels.

Si les récepteurs sont bien présents a la membrane et peuvent permettre la
signalisation via la voie NF-kB, cela n’implique pas pour autant que le complexe pro-
apoptotique se forme [133]. Des co-immunoprécipitations n’ont pas permis de
détecter une interaction de HSV R1 avec la procaspase-8 (Sasseville, AMJ, données
non publiées). Si le récepteur est présent et fonctionnel a la membrane pour signaliser
une réponse anti-apoptotique, il peut néanmoins en étre autrement de la formation du
complexe pro-apoptotique. FADD ou la procaspase-8 peuvent étre séquestrés dans
des complexes ou piégés dans des compartiments sub-cellulaires. Cependant HSV R1
ne peut empécher I’activité de la caspase-8 lorsqu’elle est activée par la caspase-3 au
cours de I’induction de la voie mitochondriale. Aussi il faut supposer que HSV R1
agit, directement ou indirectement, au voisinage de la membrane plasmique voir des
radeaux lipidiques portant les récepteurs de mort cellulaire pour empécher
spécifiquement dans ces régions 1’activation de la procaspase-8. Comme HSV R1 est
diffuse dans le cytoplasme, ceci renforce 1’idée d’une action indirecte de HSV R1. De
plus celle-ci est capable de protéger les cellules méme lorsqu’elle est exprimée a de
trés faibles niveaux [14], ce qui est compatible avec une association transitoire a un

complexe en formation dont elle se détacherait pour par exemple aider a former
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Fig.3 : Les niveaux d'expression des kinases ASK-1 et Akt ne sont
pas modifiés par HSV R1 ni le niveau d'activation de Akt : Les
extraits de cellules infectées par 'AdSTR5-R1 avec une MOI de 25
pfu/cellule (+) ou non (-) sont recueillis & 7 h apres infection pour
analyse par Western blot. Les conditions sont précisées dans le Matériel
et méthodes du chapitre 2.4.
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d’autres complexes ou bien a une action plus indirecte (stabilisation de protéines qui
seraient libérées suite a la formation du DISC par exemple).

HSV Rl ne modifie pas les niveaux d’expressions d’ASK-1 ni d’activation de
AKT/PKB

L’induction de I’apoptose par les récepteurs de mort cellulaire peut également
emprunter la voie ASK-1 dans les types cellulaires que nous avons utilisés (cellules
A549 et HeLa). De méme il est connu que 1’activation de Akt/PKB est susceptible de
moduler négativement les voies apoptotiques, Il nous a donc semblé légitime de
rechercher si I’expression de ASK-1 et/ou la phosphorylation de Akt/PKB pouvaient
étre modifiée par HSV R1.

Dans les méme condition expérimentale que pour la figure 1, aucune différence dans
les niveaux d’expression de ASK-1 n’a pu étre décelé dans les extraits de cellules
exprimant HSV R1 (Fig.3). De méme pour les niveaux d’activation de Akt/PKB Cela
ne veut toutefois pas dire que HSV R1 ne pourrait pas contribuer 4 moduler I’activité

de ces kinases lors de I’engagement des récepteurs par leurs ligands.

Remerciements : Nous tenons a remercier le docteur B. Massie pour les virus
AdTR5-R1 et AACMVS5-R1 ainsi que les cellules A549-tTA ainsi que le docteur L.

Thelander pour I’anticorps monoclonal 932.
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Chapitre III : Discussion générale
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Le but de cette thése était d’étudier de nouvelles activités associées a la sous-unité R1
de la RR des virus herpées : I’activité anti-apoptotique, découverte avant le début de
mon stage, et ’activité de chaperon moléculaire, qui fut trouvée pendant mes travaux.
(i) J’ai voulu définir le spectre d’action du potentiel anti-apoptotique, les régions
importantes pour celui-ci et définir si possible son mécanisme. (ii) Les travaux sur
I’activité de chaperon moléculaire visérent surtout a caractériser les diverses
propriétés communes aux sHsp et 8 HSV R1. Mes travaux ont permis de mieux
caractériser le potentiel anti-apoptotique de HSV R1 en précisant les régions
impliquées et le spectre d’action du potentiel anti-apoptotique. Des études
préliminaires sont en cours pour cerner le mécanisme anti-apoptotique plus
précisément. D’autres études devraient permettre de définir I’importance de 1’activité

de chaperon moléculaire en culture cellulaire et in vivo.

3.1 Caractérisation de I’activité anti-apoptotique de HSV R1

3.1.1 Spectre d’action du potentiel anti-apoptotique de HSV R1.

Les premicres évidences d’un potentiel anti-apoptotique pour HSV-2 R1 provenaient
d’expériences utilisant des vecteurs adénoviraux dans une lignée exprimant un trans-
activateur (tTA) (Art.1, Fig.1). Aussi, nous avons, en premier lieu, démontré que ni le
tTA (Art.1, Fig.s2 et s3) ni aucune protéine adénovirale n’étaient impliqués (Art.1,
Fig.s3). Par la suite, la spécificité de HSV-2 R1 pour la voie des récepteurs de mort
cellulaire fut mise en évidence par des expériences montrant que 1’apoptose induite
dans des cellules A549-tTA par des traitements agissant via la voie mitochondriale
(ménadione, staurosporine, étoposide et sur-expression de Bax) n’étaient pas bloquée
par HSV R1 (Art.1, Fig.2A). Par contre, si HSV R1 bloque I’activation de la
procaspase-8 et donc subséquemment de la procaspase-3 lors de la stimulation des
récepteurs de mort cellulaire, 1’activation de la procaspase-8 par la caspase-3 activée
via la voie mitochondriale ne peut étre prévenue par R1 (Art.1, Fig.2B). L’apoptose
via la voie extrinséque est caractérisée dans les cellules de type-I par ’activation de la

procaspase-8. Nous avons montré que R1, exprimé dans notre systéme adénoviral,
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était capable de prévenir 1’activation de celle-ci (Art.1, Fig.3) mais sans inhiber
Pactivité de la caspase-8 in vitro. Pris ensemble, ces résultats démontrent que HSV
R1 a un potentiel anti-apoptotique dirigé contre I’activation de la voie des récepteurs
de mort cellulaire et qu’elle agit au niveau ou en amont de I’activation de la
procaspase-8.

Des travaux ont été publiés indiquant que HSV R1, mais pas un mutant délété d’une
partie de son domaine amino-terminal (A86-106), était capable de protéger des
eellules HEK 293 (293) de I’apoptose induite par la staurosporine (STS) ou le choc
osmotique (D-mannitol) [273], deux inducteurs de la voie mitochondriale. Les
résultats présentés dans cette étude s’appuient sur des tests courants pour mesurer les
niveaux d’apoptose (TUNEL, fragmentation de I’ADN, clivage de la procaspase-3 et
de poly (ADP-Ribose) polymérase (PARP)). Cette étude semble donc contredire le
fait que le potentiel anti-apoptotique de R1 serait spécifique de la voie des récepteurs
de mort cellulaire. Des différences de séquences entre leur protéine et la notre sont, a
priori, exclues puisque la souche virale d’ou origine le géne HSV R1 est la méme
pour les deux groupes (souche 333) [307]. Nous avons donc voulu vérifier si les
différences entre les résultats des 2 études pouvaient étre liés a I’utilisation de lignées
cellulaires différentes. Des cellules HeLa et A549-tTA, exprimant transitoirement
HSV R1 ainsi que des cellules A549-tTA exprimant de maniére stable et inductible
HSV RI1-GFP ont été utilisées. Aucune des cellules exprimant HSV R1 n’a cependant
montré de capacité a se protéger de la mort cellulaire induite par la STS plus grande
que la lignée parentale. Il en est de méme pour les expériences que nous avons
menées avec des cellules HEK 293 exprimant transitoirement ou de maniére stable
HSV R1 (données non présentées). Cette méme étude montre que des cellules PC-12
sont protégées par I’expression de R1 contre 1’apoptose induite par une carence en
facteur de croissance neuronaux (NGF, nerve growth factor). Dans cette étude, le
mutant R1(A86-106) démontre également une absence de protection [273]

Plusieurs explications peuvent étre avancées pour expliquer la différence de résultats
obtenus par notre laboratoire et par le groupe d’Aurelian. En premier lieu, les
différences que nous observons au niveau des cellules 293 stimulées pat la STS

peuvent étre liées a I'utilisation de lignées dérivées de HEK 293 différentes. En effet,
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le groupe d’Aurelian utilise des cellules 293 transfectées pour exprimer de fagon
stable HSV RI1. Ces cellules ont été sélectionnées pour la résistance au G418 sur
plusieurs passages et il est possible que le clone JHLal [258] qui exprime la R1 soit
également résistant a 1’activation de la procaspase-3, la lignée parentale et le clone
exprimant le mutant restant sensibles a 1’activation de la procaspase-3. Il se peut aussi
que D’expression constitutive de HSV R1 ait forcé la lignée a s’adapter a cette
situation. On sait que la surexpression de protéines anti-apoptotiques peut parfois se
révéler pro-apoptotique [317, 318]. Aussi, les cellules ont, peut étre, rééquilibré les
niveaux d’expression d’autres protéines impliquées dans la mécanique apoptotique.
Une autre explication qui permet de mieux concilier nos résultats avec ceux
d’Aurelian, notamment ceux obtenus avec les cellules PC-12, est le fait que les voies
apoptotiques utilisées d’une lignée de cellules a ’autre ne sont pas identiques et dans
la méme lignée, I’utilisation d’inducteurs différents peut conduire a des réponses
différentes. La meilleure illustration de ce fait est la division des cellules en 2 classes

par rapport a leur réponse a la stimulation des récepteurs de mort cellulaire [159].

3.1.2 Potentiel anti-apoptotique de HSV R1 au cours d’une infection virale

Nous avons montré que HSV-1 et -2 étaient capables de bloquer ’apoptose induite
par le TNF avec une cinétique qui corréle avec I’expression de HSV R1 au cours de
Pinfection (Art.1, Fig.4). De plus, un mutant viral délété du géne de R1 (ICP6A) perd
la moitié de sa capacité a protéger indiquant I’implication de R1 mais également la
présence d’autres protéines protectrices (Art.1, Fig.5). Cette diminution de protection
correle avec une diminution de la capacité a prévenir ’activation de la procaspase-8
pour ICP6A (Art.1, Fig.6). Ces résultats permettent d’envisager que HSV R1 soit
impliquée dans la protection contre les cytokines des cellules infectées par les HSV

mais que d’autres protéines virales sont également susceptibles de jouer un réle.
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3.1.2 Domaines impliqués dans le potentiel anti-apoptotique de HSV R1

L'existence d’un domaine NH; unique pour la R1 des HSV et le fait que la délétion de
celui-ci jusqu’au 357°™ acide aminé produisait une protéine fortement cytotoxique,
nous a conduit & formuler I’hypothése que le domaine NH, était impliqué dans le
potentiel anti-apoptotique de R1. L’expression de 3 protéines contenant la séquence
amino-terminale jusqu’aux positions 398, 445 et 496 n’a toutefois pas démontré de
capacité a protéger les cellules du TNF (Art.1, Fig.7). Si le domaine N-terminal joue
un role, les deux domaines, ou des parties des deux domaines, seraient impliqués dans
la protection. Aussi, afin de délimiter les régions importantes, un vaste programme de
délétion a été entrepris (Art.3, Fig.1). L’analyse des résultats nous indique que les
357 premiers acides aminés de HSV R1 ne sont pas nécessaires pour maintenir la
fonction anti-apoptotique de R1 (Art.3, Fig.2C). Les résultats de délétions plus
longues au N-terminus ne nous ont pas permis de conclure que la perte d’activité
biologique était liée a la perte de séquences importantes en raison de la formation
d’agrégats insolubles par ces protéines mutantes (Art.3, Table I). L’absence de
protection contre le TNF-a des protéines ou le domaine a-cristallin est délété permet
d’exclure que la protection conférée par R1(A2-357) soit une réaction non spécifique
de la cellule a une agrégation protéique. De plus, un caractére toxique n’a pu &tre
démontré que pour R1(A2-357). La région 300-400 semble étre impliquée dans le
repliement de la protéine comme I’indique 1’insolubilité des protéines présentant des
délétions a ce niveau (Art.3, Table I). Nous avons également démontré que la majeure
partie du domaine RR est requise pour la protection contre le TNF-a. (Art.3, Fig.6).
En effet, seuls les 21 derniers acides aminés peuvent étre tronqués sans effet pour la
protection (mais pas sur la solubilité de la protéine qui est diminuée (Art.3, Table I)).
L’association de HSV R2 avec R1 n’entraine pas de diminution de la protection
conférée par R1, ce qui permet d’exclure la surface de contact de R2 sur R1 (Art.3,
Fig.7A). Nous avons également testé un peptido-mimétique correspondant a
Pextrémité C-terminal de R2 [9, 12] qui lie R1 dans un sillon formé par al, a13 et
divers autres ¢léments de structure déja décrits [219]. Ce peptide, bien qu’actif pour

inhiber I’activité RR de HSV R1 (réduction de 100 fois du titre de la progénie d’un
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virus HSV poussant sur une monocouche de cellules confluentes en présence du
peptide, résultats non montrés), n’a pas eu d’effet sur le potentiel protecteur de R1
(Art.3, Fig.7B) indiquant que ces régions ne sont pas impliquées dans la protection. I
est a noter que les régions de HSV R1 situées sur la face opposée a celle ou se lie la
R2 présentent des homologies avec des séquences des homologues de R1 chez les
virus herpeés de classe § dont on sait que la fonction n’est pas la réduction des
ribonucléotides.

Des publications récentes [273, 274] rapportent que HSV-2 R1 bloque 1’apoptose
induite par la STS dans des cellules 293 ou par la carence en NGF dans des cellules
PC-12 mais pas un mutant HSV-2 R1(A86-106). De plus si HSV-2 est capable de
protéger des neurones hippocampaux contre 1’apoptose induite par 1’infection virale
elle méme, un mutant de HSV-2 ou R1 est délétée de la région 107-446 (ICP10APK,
exprimé a un trés faible niveau par rapport 4 la protéine sauvage) est au contraire pro-
apoptotique. A I’inverse, un mutant délété du domaine RR a le méme phénotype que
le virus sauvage [273]. HSV-1 ou ses mutants ICP6A et 7R3, ou Rl est
respectivement délétée totalement ou partiellement (domaine RR seulement),
présentent également une toxicité [274]. En conclusion, les auteurs présument que le
présumé domaine PK, spécifique a HSV-2 R1 selon le groupe d’Aurelian, est
indispensable a la protection et qu’il agit via 1’activation par phosphorylation des
voies de signalisation MAPK. Les régions importantes pour la protection se situent
donc d’apres ces études dans la région 86-447 de la R1 de HSV-2 exclusivement.
Nous ne reviendrons pas sur les études de plusieurs groupes qui ont démontrés que
HSV-2 R1 n’avait pas d’activité PK [266, 267] par contre nous avons démontré que
HSV-2 R1(A107-446) était une protéine totalement insoluble que ce soit dans des
cellules HeLa ou 293, dans des tampons Hepes SOmM, DTT 2mM ou RIPA, utilisé
couramment par le groupe d’ Aurelian (Art.3, Table I et données non publiées). Ceci
pourrait expliquer encore mieux que la diminution du niveau d’expression de la
protéine la perte d’activité biologique constatée. Il n’en reste pas moins que les
résultats obtenus avec le mutant R1(A86-106) sont en contradiction avec notre
présente étude qui a montré que les 357 premiers acides aminés de HSV-2 Rl

n’étaient pas nécessaires pour protéger de I’apoptose induite par le TNF. Le fait que
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ICP10ARR ait un potentiel anti-apoptotique (i.e. le domaine amino-terminal seul)
semble venir lui aussi contredire nos résultats qui démontrent que I’intégrité du
domaine réductase est essentielle pour la protection. De plus nous avons clairement
démontré que le domaine amino-terminal seul et ceci jusqu’au 496°™ acide aminé
était incapable de protéger de ’activation du TNFR.

Une explication de la différence de nos résultats concernant les régions impliquées
dans le potentiel protecteur de R1 est que les domaines intervenants dans la
protection contre 1’apoptose induite par ce genre de stimuli dans les cellules choisies
par le groupe d’Aurelian soit différents de ceux qui sont impliqués dans la protection
contre I’apoptose induite par I’activation des récepteurs de mort cellulaire dans les
cellules que nous avons utilisé. En effet, des études [274] ont montré que les mutants
de la souche KOS de HSV-1, ICP6A et hrR3 (fusion avec lacZ aprés le domaine N-
terminal de HSV-1 R1), qui lors de nos essais se comportait comme ICP6A, ainsi que
HSV-1 (souche F) induisait 1’apoptose dans environ la moitié des cellules dans des
cultures de neurones hippocampaux mais pas HSV-2. L’apoptose ainsi induite
pouvant €tre réduite par 1’expression de HSV-2 R1. Le domaine RR étant fortement
homologue entre les R1 des deux types de HSV alors que le domaine amino-terminal
est relativement divergeant, un potentiel anti-apoptotique dirigé contre ce type
d’apoptose pour HSV-2 mais pas HSV-1 est possible. Les auteurs présupposent
I’existence d’une activité PK et indiquent que la protection serait conférée dans ce
systéeme par la régulation positive de la protéine anti-apoptotique Bag-1 (Bcl-2-
associated athanogene-1), un facteur qui agit avec ou indépendamment de Bcl-2
[319] notamment en association avec Hsp-70 [320]. Dans ce modéle, I’apoptose est
induite par I’activation de JNK. HSV-2 active aussi JNK (Fig.10A) et c-Jun
(Fig.10C) mais plus faiblement que HSV-1. On se rappellera que 1’activation
transitoire de JNK est protectrice contrairement a son activation soutenue. Toutefois
dans un autre modele cellulaire le groupe de Conner a démontré que HSV-1 était
capable de protéger les cellules via I’activation de la voie p38/MAPK [321, 322],
alors que le groupe de Jerome a montré que dans les cellules Jurkat (type II), HSV-1
mais pas HSV-2 avait un potentiel protecteur contre 1’apoptose induite par

’activation de Fas [197]. 1l est donc possible que les apparentes contradictions entre
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ces différents travaux trouvent leur source dans I’utilisation de types cellulaires et de
stimuli différents. Des études sont en cours dans notre laboratoire pour essayer de le
déterminer.

3.1.3 Mécanisme d’action de HSV R1 pour protéger les cellules de ’apoptose

Nous avons établi que les niveaux du récepteur Fas, de I’adaptateur FADD et de la
procaspase-8 n’étaient pas changés lorsque HSV RI est exprimée dans les cellules
(Chap.2.4 Fig.1). Ceci indique que HSV R1 n’a pas d’effet sur la synthése ou la
stabilité de ces protéines. L’activation de NF-kB identique en présence comme en
absence de HSV R1 indique que la formation de complexes de signalisation
fonctionnels 4 la membrane n’est pas dérangée. Les récepteurs de mort cellulaire
migrent donc bien jusqu’a la membrane plasmique (Chap.2.4 Fig.2). Les niveaux de
ASK-1 et d’Akt activé par phosphorylation, deux autres modulateurs des voies
apoptotiques (Fig.3 et 4) ne sont pas non plus modifiés (Chap.2.4 Fig.3).

Des études de co-immunoprécipitations n’ont pas permis de détecter une association

directe entre procaspase-8 et HSV R1 (données non présentées de A.M.J. Sasseville).

3.1.5 L’énigme de HSV R1(A2-357)

Une question passionnante qui reste a résoudre est le caractére a la fois pro- et anti-
apoptotique de HSV R1(A2-357). Comment une protéine peut étre a la fois toxique et
protectrice. Plusieurs cas existent de protéine anti-apoptotique qui peuvent devenir
pro-apoptotique selon les conditions comme, par exemple, la surexpression de Bcl-2
[317, 318, 323], la protéine FLIP. [rev. 146, 156], le facteur NF-xB [324] ou la
kinase JNK [170, 325]. On sait que la procaspase-8 est activée en premier dans les
cellules qui expriment HSV R1(A2-357) (Art.3), or D’activation de cette méme
procaspase-8 est empéchée lors d’un traitement au TNF-o dans des cellules
exprimant cette protéine (évidemment pas les mémes puisque les premiéres sont
mortes). Ce résultat n’est pas en soi contradictoire si I’activation de la procaspase-8
par HSV R1(A2-357) implique une voie distincte de celle de 1’activation de la

procaspase-8 par les récepteurs de mort cellulaire. Toutefois si c’est la voie
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extrinséque qui est activée (formation du complexe-II pro-apoptotique précédemment
décrit) il se pourrait qu’il y ait un facteur seuil en dega duquel la protéine serait anti-
apoptotique et pro-apoptotique au-deld. Comme la protéine se présente sous deux
formes, soluble et insoluble, la premiére question qui vient & I’esprit est évidemment
de savoir si les deux formes de la protéine tronquée jouent des roles différents ou non
(et de savoir si la forme insoluble joue un réle ou non). Dans les premiéres heures qui
suivent I’expression de HSV R1(A2-357), la protéine est relativement diffuse mais
peu concentrée dans le cytoplasme des cellules, puis au fur et & mesure que la
protéine s’accumule, elle s’agrége et cette agrégation semble corréler avec
I’apparition de la cytotoxicité. Toutefois, on ne peut prétendre que les deux
événements sont liés car la concentration de protéine soluble augmente également
(méme si elle diminue d’un point de vue relatif). Si la responsabilité des agrégats de
protéines dans la toxicité observée dans de nombreuses pathologies a été soutenue par
plusieurs études, de plus en plus, la littérature indique que cette toxicité serait reliée a
la forme soluble ou oligomérique de ces protéines [326, 327]. Toutefois, les agrégats
formés dans les cellules des tissus de patients ou dans les modéles cellulaires
(Alzheimer (AD), Huntington (HD), Creutzfeld-Jacob (CID), ...) sont différents de
ce que I’on observe avec HSV R1(A2-357). Des études menées en tentant de
solubiliser in vivo (dans des cellules en culture) la R1(A2-357) avec du chlorure de
lithium pourraient étre engagées. Si ce dernier produit n’induit pas de toxicité propre,
il pourrait permettre de solubiliser HSV R1(A2-357) (dont la solubilité est
proportionnelle in vitro a la quantité de NaCl dans le tampon d’extraction (Art.3,
table I et données non montrées)) et la variation de la toxicité pourrait alors nous
indiquer quelle est la forme toxique.

Des études sur cette protéine sont évidemment indispensables pour comprendre cette
dualité qui peut étre riche d’enseignements pour la compréhension de 1’apoptose en

général mais également pour comprendre le mécanisme d’action de HSV R1.
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3.2 Caractérisation de I’activité de chaperon moléculaire de HSV R1

3.2.1 HSV R1 a des caractéristiques similaires aux sHsp

Le groupe d’Aurelian a rapporté une identité de séquence de 30% entre H11 (ou
HSP22 ou HspB8) et HSV-2 R1 (sans la présenter). Ce groupe avance, en outre, que
la protéine H11 est une PK [16] qui présente un certain nombre de caractéristiques
biochimiques communes avec Dactivité PK présumée de R1 (dépendance au Mn**,
Ser/Thr kinase,...). Alors que les auteurs affirment qu’aucune séquence homologue
n’a pu étre trouvée dans SwisProt avec BLASTX, lorsque, au laboratoire, nous avons
cherché avec le méme logiciel quelles étaient les protéines les plus voisines de H11,
nous nous sommes apergus que les protéines contenant un domaine a-cristallin y
étaient trés nombreuses. Il fut rapidement confirmé par un autre groupe que HspBS8
était une petite protéine de choc thermique possédant une activité de chaperon
moléculaire [328, 329]. Des évidences trés nettes démontrent également que HspB$8
n’est pas une PK, n’en possédant ni les caractéristiques génétiques, ni les caractéres
biochimiques [329]. Les différences de résultats entre ces groupes et celui d’ Aurelian
peuvent peut €tre provenir de la méthode utilisée pour déterminer la présence d’une
activité PK qui est la méme que celle utilisée pour soutenir 1’existence d’une activité
kinase pour HSV-2 R1 [16].

Lorsque nous avons essayé d’aligner HSV-2 R1 avec H11, aucune identité ne pu étre
détectée avec les méthodes classiques d’alignement de séquences protéiques
(BLASTp). C’est en cherchant des homologies possibles entre HSV-2 R1 et la région
d’homologie entre plusieurs sHsp (domaine a-cristallin) que fut trouvée, au voisinage
de la position 357 (= 300-400), une séquence homologue avec HSV R1 (Art.2,
Fig.1A). Cette homologie est cependant moindre que celles proposée par le premier
groupe. Toutefois, elle a permis d’orienter nos travaux et diverses expériences ont été
menées dans notre laboratoire et dans celui de Jacques Landry a Québec, pour vérifier
si HSV R1 pouvait présenter des caractéristiques communes avec les sHsp. Parmi les

caractéristiques les plus remarquables des sHsp, on trouve la capacité a former des
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multimeres. Des échantillons de HSV R1 purifiée forment des complexes suggérant
la formation d’hexaméres (Art.2, Fig.2). Récemment il a été démontré que la R1 des
mammiféres, chez laquelle le domaine o-cristallin fait place aux éléments de
régulation allostériques, était capable de former de telles structures mais uniquement
en présence de ribonucléotides [230]. Des études comparatives avec Hsp27, le
prototype des sHsp, ont démontré trés clairement que, in vitro (test de dénaturation de
la citrate synthase a 43°C), HSV R1 posséde une activité de chaperon moléculaire
similaire a Hsp27 (Art.2, Fig.3A et B). La sous-unit¢ R1 murine, qui n’a pas de
domaine a-cristallin, est quant a elle dépourvue d’activité de chaperon moléculaire et

ce méme dans des conditions favorisant sa multimérisation (Art.2, Fig.3C et D).

3.2.2 Le domaine « o-cristallin » de HSV R1 en est-il un ?

Le domaine a-cristallin de HSV-2 R1, s’il s’agit bien d’un domaine de ce type,
présente des séquences similaires notables avec les sHsp (par exemple les résidus
1325, R 354, G380 ou L382) mais montre aussi des différences sur un certain nombre
d’autres séquences (LDV en début de domaine et DXHG au centre par exemple)
(Art.2). Les divergences observées pourraient étre liées 4 la nécessité du domaine o-
cristallin viral de s’adapter au domaine RR situé en aval impliquant la coopération
des deux domaines comme cela a déja été montré pour d’autres sHsp [330]. Il est a
noter que les domaines a-cristallin présentent fréquemment des divergences de
sequences entre eux tout en ayant des structures tridimensionnelles similaires [293,
294]. Par exemple, la co-chaperonne de Hsp90, p23, a ainsi une structure-3D
similaire 4 un domaine a-cristallin tout en ayant une séquence trés éloignée [330].
En absence d’études de structure par cristallisation de HSV R1, il est trés difficile de
confirmer ou d’infirmer que le domaine découvert est bien un domaine a-cristallin.

Toutefois, méme s’il s’avérait que I’homologie détectée entre HSV R1 et les sHsp ne
permette pas de décrire un domaine a-cristallin, la fonction de chaperon moléculaire
a été démontrée sans ambiguité. Néanmoins, établir que le domaine o-cristallin de

HSV R1 en est bien un permettrait de faciliter I’étude de la fonction de chaperon
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moléculaire grice a des mutations plus subtiles que 1’on pourrait envisager en

fonction de la littérature.

3.2.3 Relation entre 1’activité de chaperon moléculaire de HSV R1 et son

potentiel anti-apoptotique.

Il est connu que Hsp27 protége les cellules ou elle est exprimée de divers stimuli
pro-apoptotique dont le TNF-a, bien que la relation entre le domaine a-cristallin et la
protection contre 1’apoptose n’ait pas été établie [rev. 331]. Pour faire le lien entre la
présence du domaine a-cristallin et le potentiel anti-apoptotique de HSV R1, nous
avons comparé les capacités de protection contre le TNF-o. de la sous-unité R1
herpétique a celle de son homologue humain (Hu R1) dépourvu de domaine o-
cristallin. Si HSV R1 protége les cellules du TNF-a trés efficacement, son
homologue humain en est incapable lorsqu’il est exprimé a des niveaux comparables
ou superieurs (Art.2, Fig.4). Toutefois comme nous 1’avons démontré (Art.1, Fig.7)
I’expression du domaine a-cristallin de HSV R1 seul est incapable de protéger les
cellules de I’apoptose. La coopération des deux domaines de la protéine semble
nécessaire pour ’expression du potentiel anti-apoptotique de HSV R1. Bien que
séduisante 4 priori la relation entre potentiel anti-apoptotique et activité de chaperon
moléculaire de HSV R1 n’est pas assurée : les différences entre HSV R1 et Hu R1
vont bien au-dela du seul domaine a-cristallin et relier directement les deux activités
parce que Hu RI ne comprend pas de domaine a-cristallin et ne protége pas a la
différence de HSV R1 serait slirement trop hatif. En particulier, le lien entre domaine
o-cristallin et contréle de 1’apoptose n’a pu étre établi notamment en raison de la trés
grande difficulté d’approche de ce domaine par la technique que nous avions choisi
au départ (délétion importante). Toutefois, la plupart des groupes travaillant sur le
sujet se heurtent, méme en effectuant des altérations mineures de ce domaine, a des
probléme de solubilité et de perte d’activité biologique.

L’accent a été mis récemment sur le remodelage du cytosquelette au cours de
I’apoptose aussi bien dans I’initiation du phénoméne que dans son exécution et

¢videmment dans ses conséquences. De plus il a été démontré que les sHsp étaient
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capables de s’associer aux filaments d’actine, sans que cela ne soit relié au
déclenchement de I’apoptose. Toutefois des cellules ou la fonction du protéasome
avait été inhibée, et donc plus sensible a I’apoptose, voient leurs sHsp se relocaliser
vers le cytosquelette [332]. De fagon intéressante, il est a noter qu’un virus mutant
défectif pour HSV R1 présente des modifications au niveau de la formation de
syncytium [333] ce qui corréle avec des observations que nous avons réalisées au
laboratoire. Elles montraient que ICP6A formait des grands syncytia dans 50% des
plages de lyse du virus alors que lorsqu’il était complémenté par I’expression de HSV
R1-GFP (dans des lignées stables inductibles) il y avait réversion vers le type sauvage
(pas de syncytium ou syncytia de quelques cellules seulement). Ces travaux
préliminaires doivent néanmoins étre confirmés mais pourraient étre trés importants
notamment soit pour relier le potentiel anti-apoptotique de HSV R1 avec son activité
de chaperon moléculaire (via la formation de complexes aiguillés vers les récepteurs
par le cytosquelette par exemple), soit pour définir une éventuelle nouvelle fonction
pour HSV R1.

UL-14, une autre protéine des HSV, présente des fonctions anti-apoptotique et de
chaperon moléculaire [196, 299]. Toutefois cette protéine semble plutdt agir sur des

stimuli différents de ceux dont protége HSV R1 et présente une homologie avec

Hsp70.

3.2.4 Importance du domaine o-cristallin pour le bon repliement de HSV R1

L’observation trés importante et trés surprenante du caractére ambivalent de R1(A2-
357), une protéine peu soluble, a la fois pro- et anti-apoptotique (Art.3, Fig.2B et C)
nous a conduit a investiguer la nature des agrégats formés par les protéines délétées
de tout ou partie de leur domaine a-cristallin. En utilisant différentes techniques
(microscopie optique, a fluorescence, électronique, migration sur gradient de
glycérol, dosage d’activité RR, étude de solubilité en présence de sels ou de
détergents, etc..) nous avons pu définir clairement deux types d’agrégats : ceux qui
sont formés par la R1(A2-357) et ceux qui le sont par les protéines ou la partie

carboxy-terminale ou la totalité du domaine a-cristallin est délété (Art.3, Fig.3, Fig.4,
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Table I et données non montrées). La ol ces derniers forment des agrégats insolubles
de proteines mal repliées sans aucune fonction biologique détectable, les agrégats de
R1(A2-357) semblent correspondre & des multiméres de protéines correctement
repliées et dotées d’une activité biologique mais présentant des surfaces de contact
exposées de fagon aberrante. Cette hypothése est appuyée par divers résultats
caractérisant cette protéine tronquée et, montrant qu’a la différance des protéines
présentant de plus larges délétions, elle est biologiquement active : (i) la fraction
soluble de HSV R1(A2-357) posséde une activité RR compléte ; (ii) HSV R1(A2-357)
est capable de protéger les cellules de 1’apoptose induite par le TNF-a. ; (iii) elle
posséde aussi la capacité d’induire 1’apoptose ; (iv) elle se solubilise lors d’une
extraction en présence de 1M de NaCl et présente alors le méme profil de
sédimentation sur gradient de glycérol que HSV R1 ; enfin, (v) elle forme des
structures trés particuliéres en présence de HSV R1. Le domaine o-cristallin semble
donc étre impliqué dans le repliement et la solubilité de HSV R1. Comment le
domaine o.-cristallin peut-il avoir ces effets ? Plusieurs mécanismes pourraient
expliquer ce role. Une fonction de chaperon intramoléculaire, une fonction de
recrutement des chaperons cellulaires ou encore une fonction structurale passive du
domaine a-cristallin qui permettrait une organisation correcte du reste de la protéine.
Rien ne nous permet, avec les résultats que nous avons obtenus, de trancher entre ces

différentes possibilités.

3.3 Réle de HSV R1 dans ’infection

La compréhension des diverses fonctions de HSV R1 et de leurs mécanismes est
indispensable pour déterminer son importance dans la pathogenése virale. De méme
qu’il est nécessaire d’étudier ces fonctions dans le cadre de I’infection virale qui est
trés différente évidemment des essais menés in vitro ou en culture cellulaire au

laboratoire, néanmoins tout a fait indispensable dans un premier temps.
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3.3.1 Potentiel anti-apoptotique

De nombreuses protéines virales sont capables de moduler 1’apoptose. Aussi, nous
aimerions établir I’importance du potentiel anti-apoptotique de HSV R1 au cours
d’une infection herpétique. Un certain nombre de redondance semble exister. Si on
prend par exemple le cas de la protection contre I’apoptose induite par le ligand de
Fas : vhs[14], gJ [197], gD [200] et R1 [14] protégent les cellules. Ont-elles un role a
des moments différents au cours de I’infection ou dans des types de cellules
différents ? Ont-elles réellement cette fonction dans les cellules infectées ou bien est
ce un rdle accessoire intervenant uniquement lorsque d’autres protéines sont
absentes ? On peut aussi envisager un systéme trés redondant permettant de contrdler

tres efficacement le déclenchement de 1’apoptose.

3.3.1.1 Importance du TNF-a dans le contréle de 1’infection

La plupart des expériences de protection que nous avons menées au laboratoire
utilisaient comme inducteur d’apoptose le TNF-a.. L’inhibition de la signalisation du
TNF-a a déja été décrite pour de nombreux virus et montre que le TNF-a est une
cible de choix pour ceux-ci [334]. HSV R1 bloque trés efficacement 1’apoptose
induite par la voie des récepteurs dans les cellules épithéliales. Pour évaluer son
importance dans la protection globale conférée aux cellules infectées, il est donc
légitime de s’interroger sur la contribution du TNF-a dans le contrdle de 1’infection
virale. Est-il important au cours du cycle lytique dans les cellules épithéliales de la
périphérie, au cours de la réactivation du virus ou des deux ?

Des études ont montré que le TNF-a jouait un réle important aussi bien in vitro que
in vivo. Par exemple des souris déficientes pour I’expression du TNF-o. sont plus
sensibles que des souris sauvages a I’infection herpétique. La mortalité de souris
infectées passant de 3 a 17% en cas d’interruption génique du TNF-o [191]. La méme
étude montre que les niveaux de réactivation du virus sont également augmentés (de
16 a 48%) chez les souris n’exprimant pas de TNF-a. Des études trés récentes,

menées par un groupe indépendant, ont confirmé ces résultats et I’importance du
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TNF-a dans le contréle de I’infection herpétique et de la réactivation du virus [335].
De méme il a été démontré que I’expression du TNF-a était élevée dans les sites de
latence [336-338] et permettait de contrdler la réactivation du virus en ayant une
action trés précoce [336, 339]. De plus les sites de latence sont enrichis en cellules
sécrétrices de TNF-o. ce qui suggére également un role important pour le TNF-a dans
le contrdle des différentes étapes de I’infection virale [338, 340-342]. Ces données
indiquent que le TNF-a,, sans étre un élément unique dans le systéme de défense de

I’héte, est un composant majeur de la réponse 4 I’infection herpétique.

3.3.1.2 Role et importance de la fonction de R1 par rapport aux autres

protéines

Au cours de la réactivation du virus dans les neurones : HSV R1 est exprimée comme

une protéine trés précoce au cours de la réactivation du virus [70, 71] et ceci dans un
contexte ou les cellules dans lesquelles le virus se réactive sont dans un
environnement riche en cytokines. Il apparait dés lors évident qu’exprimer une
protéine anti-apoptotique a ce moment du cycle du virus lui confére un avantage
sélectif notable. HSV R1 est déja une protéine essentielle a la réactivation du virus
par son activité RR. Mais cette fonction nécessite également la présence de HSV R2.
HSV RI exprimée avant méme que son activité enzymatique soit fonctionnelle,
pourrait préserver les cellules soit jusqu’a ce qu’une (ou des) autre(s) protéine(s)
protectrice(s) soi(en)t exprimée(s) soit jusqu’a la fin de la réactivation en
collaboration ou pas avec d’autres protéines. Il est a noter que le potentiel anti-
apoptotique d’aucune protéine virale n’a été établi dans les neurones, exception faite
pour I’action de HSV-2 R1 dans les cultures primaires de neurones hippocampaux
[273, 274]. Une protection contre 1’apoptose a cependant été démontrée pour les
LATs [195]. Ces derniers sont, peut étre, suffisamment efficients pour protéger les
cellules ou le virus se réactive jusqu’a la synthése de protéines virales protectrices.
HSV R1, une protéine IE, est susceptible d’assurer trés t6t un réle dans la modulation
de ’apoptose. En effet, les protéines décrites pour protéger HSV de ’apoptose

induite par P’activation des récepteurs de mort cellulaire sont gJ et gD deux
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glycoprotéines exprimées plus tardivement que R1 lors de la réactivation (le potentiel
de vhs, exprimée également tardivement, n’a pas été aussi bien caractérisée). gD agit
via I’activation de NF-xB, le mécanisme de gJ est pour l’instant inconnu.
Actuellement, au cours de la phase précoce de la réactivation, seule HSV R1 est
susceptible de posséder un potentiel anti-apoptotique dirigé contre le TNF-a. Un
autre groupe a montré que, dans les cellules neuronales PC-12, HSV R1 protégeait
¢galement de ’apoptose induite par la carence en facteur de croissance (NGF) ou de
I’apoptose induite par le virus lui-méme dans des cultures primaires de neurones
hippocampaux [273, 274]. Méme si une partie des résultats de cet article sont
discutables, ils nous encouragent a croire que HSV R1 conserverait son potentiel anti-
apoptotique, prouvé dans les cellules épithéliales, dans des cellules neuronales
similaires a celles ou le virus établit la latence et donc ou il se réactive. Ces divers
arguments, sans constituer une démonstration, rendent probable un rdle important
pour HSV R1 au cours de la réactivation du virus pour protéger le cellules au moins
le temps que les virions soient préts & migrer vers les tissus épithéliaux. Nos essais
avec HSV R2 montrent que ’expression de cette protéine en trés grand excés par
rapport a HSV R1 (30 fois ou plus) n’est pas capable de diminuer le potentiel anti-
apoptotique de cette derniére (Art.3). Or, au cours de I’infection virale, le ratio R1/R2
est beaucoup plus équilibré [256]. Le potentiel de HSV R1 pourrait donc continuer a
se maintenir méme lorsque HSV R2 est exprimée dans les cellules infectées.

Au cours du cycle lytique dans les tissus épithéliaux : Le cycle lytique ayant lieu dans

des cellules similaires a celles ot nous avons effectué nos expériences (A549, HeLa,
MDA-MB231) il est probable que HSV R1 conserve sa fonction dans les cellules qui
lui servent de cibles in vivo. Dans ces cellules en culture, la presque totalité de celles
qui expriment HSV R1 sont protégées ce qui en fait une protéine trés efficace. Nos
expériences montrent que pour étre pleinement efficace, HSV R1 doit étre accumulée
a une concentration de 0.06% des protéines cellulaires totales (Art.1). Une quantité
trés faible de HSV R1 est donc nécessaire pour protéger les cellules. Cette quantité
est accumulée tres tot dans la cellule infectée (3 heures post-infection). Toutefois de
nombreuses protéines pourraient étre efficaces pour protéger les cellules au cours du

cycle lytique et I’'importance de HSV R1 semble, a priori, moins grande. En effet, la
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glycoprotéine gD fait partie de I’enveloppe du virus et peut donc agir trés rapidement.
Un certain laps de temps semble néanmoins nécessaire entre 1’entrée du virus et
I’apparition de la fonction protectrice [200]. gD est indispensable & 1’entrée du virus
dans les cellules. Elle se lierait a des récepteurs dont 3 ont été identifiés : HveA, B et
C [343-346]. Le premier est de la famille des TNFR et permet une signalisation en
augmentant le niveau d’activation des facteurs NF-kB et peut étre AP-1 (via JNK et
p38MAPK) [347, 348]. Une irradiation aux UV des particules virales n’empéche pas
cette phase de signalisation de se produire. De plus celle-ci ayant lieu dés I’entrée du
virus, cela confirme que le responsable est une ou des protéines contenues dans la
particule virale. A ce stade, d’autres protéines, comme par exemple gB ou vhs,
pourraient intervenir. Les HSV mutants pour vhs perdent 30% de leur capacité a
protéger les cellules de I’apoptose induite par le TNF-a. Il est & noter que, méme si
HSV RI1 est présente dans le tégument du virion, elle n’est pas suffisamment
concentrée une fois libérée dans le cytoplasme de 1’héte pour pouvoir avoir une
action immédiate de protection contre I’apoptose induite par le TNF-o puisque nos
essais n’indiquent pas de protection immédiatement aprés I’infection (ce qui est vrai
aussi pour les glycoprotéines). Toutefois il se peut aussi que le mécanisme de
protection de R1, comme celui des glycoprotéines, nécessite un certain laps de temps
avant d’étre opérant (intervalle de temps qui serait, alors, plus long dans le cas de
HSV R1 que dans celui des glycoprotéines). Une deuxiéme phase de modulation de la
réponse cellulaire, UV sensible donc provoquée par des protéines néo-synthétisées et
présentant une cinétique IE, est ensuite enclenchée. Elle induit I’activation d’AP-1
via JNK [322, 348] mais également celle de NF-kB. La délétion des protéines IE
ICP4 et ICP27 entraine la perte de I’activation de NF-kB dans cette phase [349].
Toutefois HSV R1 et d’autres facteurs pourraient prendre le relais ou agir également
au cours de cette premiére phase.

Il est évident toutefois que seuls des tests menés in vivo avec un virus HSV mutant
codant pour une HSV RI1 pleinement fonctionnelle pour son activité RR mais
défective pour son potentiel anti-apoptotique (mutant anti-& RR") nous permettrait de
répondre de fagon claire & ces questions. Néanmoins les études préalables que nous

avons menées permettent d’espérer des résultats intéressants et ainsi d’ouvrir la voie a
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des études plus cofiteuses chez I’animal. Ces études pourraient étre complétées par
des études complémentations chez des animaux transgéniques exprimant HSV R1-
GFP, une protéine fusion possédant un potentiel anti-apoptotique intacte mais ayant

perdu son activité enzymatique [15].

3.3.2 Activité de chaperon moléculaire

Les résultats obtenus au cours de la cartographie du potentiel anti-apoptotique de
HSV R1 indique une contribution importante du domaine a-cristallin pour le bon
repliement de la protéine. Néanmoins 1’activité de chaperon moléculaire pourrait
avoir un rdle en soi dans I’infection herpétique sans étre reliée a la fonction anti-
apoptotique de HSV R1 ou & son repliement. Deux cas semblent étre particuliérement
intéressant pour expliquer 1’émergence d’une activité de chaperon moléculaire viral
chez les HSV : la capacité du virus a se réactiver et se répliquer au cours des épisodes
de fiévres et I’abondance de protéines virales néo-synthétisées au cours du cycle

productif du virus.

3.3.2.1 Importance au cours de fiévres

Les HSV peuvent se réactiver suite 4 des chocs thermiques, de méme que les
encéphalites provoquées par les HSV induisent des épisodes fiévreux. Aussi le virus
peut-il trouver avantage a protéger les cellules ou il se réplique notamment pour
protéger ses propres protéines mais également celles qui dans la machinerie de son
héte lui sont nécessaires. Le mutant ICP6A de la souche KOS, chez qui le géne de
HSV R1 a été délété, présente une croissance plus faible que celle de la souche
parentale a 39.5°C [251]. La sous-unité R1 humaine est peu stable a la chaleur [242] :
il se peut donc que cette effet soit du au fait que la RR cellulaire ne peut pas fournir
tous les dXTP nécessaires a la synthése de I’ADN viral. Il se peut aussi que ce soit du
a 'augmentation de la formation d’agrégats de protéines virales dénaturées par la
chaleur et qui aurait ét€ autrement protégées par HSV R1. Des études préliminaires

de complémentation avec le mutant ICP6A de la souche KOS se répliquant dans des
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cellules exprimant de fagon stable et inductible HSV R1-GFP, une protéine sans
activité RR, ne nous ont pas permis de trancher. Il semblait y avoir une augmentation
du titre viral produit en présence de HSV R1-GFP mais on ne retrouvait pas le titre

viral obtenu avec la souche parentale.

3.3.2.2 Importance pour la synthése de protéines virales

Méme a 37°C, dans des cellules en croissance exponentielle, donc exprimant leur RR,
ICP6A montre une croissance plus faible que KOS [251] ce qui indique que ce virus
présente un défaut autre que la simple perte de I’activité RR. Il n’est pas impossible
que HSV R1 intervienne comme chaperon moléculaire pour aider au bon repliement
de protéines virales produites 4 haut niveau au cours de la phase productive du virus.
En effet les niveaux d’expression des chaperons cellulaires sont adaptés par la cellule
a sa propre production de protéines. Bien évidemment favoriser I’expression correcte
de protéines virales n’est aucunement nécessaire a la cellule hdte mais par contre tout
a fait indispensable pour le virus. Hors une augmentation de la synthése protéique va
se traduire par une diminution du contrdle de qualité, a quantité égales de chaperons
moléculaires [rev. 350]. Il est donc intéressant pour les virus d’exprimer des protéines
ayant une activité de chaperon moléculaire pour suppléer la machinerie cellulaire
[rev. 351]. Pour vérifier ce point il pourrait étre intéressant de déterminer les niveaux
de solubilité des protéines totales dans le cas d’une infection herpétique avec HSV-1
KOS ou ICP6A. Une augmentation du ratio d’insolubilité globale des protéines
indiquant alors un défaut dans le contrdle du bon repliement de celles ci. Les résultats
pourraient alors étre comparés a ceux obtenus en complémentant ICP6A avec la R1-

GFP dans nos lignées stables inductibles.

3.4 Investigations pour définir le réle du potentiel anti-apoptotique de HSV R1

dans la pathogenése virale

L’objectif majeur des recherches entreprises sur la sous-unité R1 de la RR des HSV

reste de définir le rdle que celle-ci joue dans la pathogenése virale par son activité
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enzymatique, son potentiel anti-apoptotique et son activité de chaperon moléculaire
(et éventuellement par d’autres fonctions encore inconnues). Par rapport aux travaux
présentés dans cet ouvrage nous nous attacherons surtout 4 donner des pistes pour

investiguer le role de sa fonction anti-apoptotique.

3.4.1 Construction d’un mutant anti-&° RR*

Nous avons entamé une série d’expérience visant & évaluer si HCMV R1 posséde un
potentiel anti-apoptotique comparable & celui de HSV R1. En effet il a déja été
démontré que cette protéine module 1’apoptose au cours de I’infection [238]. Les
résultats obtenus ne nous permettent pas pour I’instant de répondre i cette question.
Deux autres constructions permettant I’expression de protéines homologues de HSV
R1 chez les virus herpés de classe f : EHV-4 R1 et HHV-7 R1 sont également a
I’étude de méme que celles de BHV-2 R1 et VZV R1 deux homologues de HSV R1
dans des virus appartenant 4 la classe a. A partir des résultats de protection obtenus
pour ces différentes protéines, il sera possible par comparaison de séquence d’établir
des séquences (nucléiques ou protéiques) consensus voir des motifs 3D consensus. La
mutation de ces consensus dans HSV R1 devrait permettre d’isoler des mutants ayant
perdu leur fonction anti-apoptotique mais conservé leur activité RR. Comme
approche alternative, il resterait possible de muter au hasard la séquence de HSV-2
R1 entre 357 et 1123 (positions les plus extrémes définies pour conserver le potentiel
anti-apoptotique) et de réaliser, grice a notre systéme adénoviral d’expression
inductible de protéines fusionnées a la GFP, un criblage rapide des mutants pour
éliminer ceux qui sont toxiques ou agrégés. Toutefois cette approche serait
probablement plus longue et fastidieuse. De plus, les résultats obtenus par le groupe
du docteur Brune ainsi que 1’existence des homologues de HSV R1 sans fonction RR
chez les virus herpés de classe § nous permettent d’envisager que la premiére

approche sera fructueuse.
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3.4.2 Etude in vitro et in vivo

Une fois ce mutant obtenu, on pourra tester son effet dans différentes lignées de
cellules ainsi que dans des cultures primaires de cellules cibles des HSV. Si les
résultats confirment le potentiel anti-apoptotique de HSV R1, on pourra alors réaliser
des expériences sur des modéles animaux. L’étude in vivo devrait nous permettre de
définir le rdle et I'importance du potentiel anti-apoptotique de HSV R1 aussi bien au
niveau de la primo-infection que de la réactivation et des infections récurrentes. Les
résultats obtenus avec notre virus mutant pourront étre validés par des études de
complémentation menées sur des animaux transgéniques exprimant HSV R1-GFP
dans les tissus cibles au cours de I’infection (R1-GFP est une protéine anti-

apoptotique sans activité RR).

3.4.3 Potentiel de HSV R1 dans les neurones

Nous avons entrepris nos études sur des cellules épithéliales (HeLa, A549, MDA-
MB231) méme si la littérature scientifique actuellement disponible nous permet de
penser que le role de HSV R1 pourrait étre plus important pour la pathogenése virale
au niveau de la réactivation du virus dans les neurones plutdt que lors de I’infection
des cellules épithéliales au cours de la primo-infection ou lors des récurrences. Deux
raisons principales nous ont conduit a privilégier cette approche plutdt qu’une étude
sur des lignées de cellules neuronales. Premiérement, les cellules de types épithéliales
que nous avons utilisées sont des cellules répondant trés efficacement a ’activation
des récepteurs de mort cellulaire, ce qui n’est pas le cas de la plupart des lignées
neuronales [352-357]. Il était donc plus aisé, dans un premier temps, d’utiliser des
cellules épithéliales pour caractériser le potentiel anti-apoptotique de HSV R1 et des
mutants construits pour délimiter les régions impliquées. De plus les résultats obtenus
dans les cellules épithéliales peuvent s’avérer utiles pour la compréhension de la
pathogenese virale dans ces cellules méme s’il est probable que le potentiel de R1 y
soit redondant avec celui d’autres protéines virales. La deuxiéme raison, d’ordre plus

technique, est que nous voulions utiliser un modéle cellulaire ou il nous serait
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possible de moduler I’expression de HSV R1. Cet objectif requiert la sélection de
lignées de cellules exprimant un transgéne, dans notre cas le tTA ou rtTA. Ces
lignées de cellules avaient déja été établies avant mon arrivée au laboratoire et sont
bien caractérisées. Toutefois, nous envisageons de vérifier si le potentiel anti-
apoptotique de HSV R1, prouvé pour les cellules épithéliales, est conservé dans les
cellules neuronales.

Plusieurs lignées répondent & la stimulation par le TNF, notamment les cellules
humaines SK-N-MC différenciées qui semblent étre des cellules de type II [352], et
les cellules de rats PC-12 [354-357], pour lesquels certaines données suggérent
qu’elles seraient des cellules de type I [356] ou II [355]. Les cellules murines N1E-
115 répondent également au TNF mais peu de données sont disponibles [353]. Au
laboratoire, nous pensons utiliser les lignées PC-12 car elles ont été utilisées par
d’autres groupes travaillant a caractériser le potentiel anti-apoptotique de HSV R1
[273], il nous faudra évidemment préciser le type de ces cellules et il pourrait

également étre intéressant de tester des lignées de cellules de type II.

3.5 Investigations pour définir le mécanisme

3.5.1 Partenaires cellulaires de HSV R1

L’observation que HSV RI1-GFP conservait son activité anti-apoptotique nous
permettra d’utiliser cette protéine pour des essais de co-immunoprécipitations en
utilisant un anticorps dirigé contre la GFP de fagon i conserver le maximum
d’interactions possibles entre R1 et ses partenaires. Le précipité pourra étre résolu
soit par SDS-PAGE classique suivi de Western blot avec des anticorps appropriés
pour cribler les diverses protéines connues susceptibles d’étre impliquées, soit par gel
2D et analyse par spectrométrie de masse. Il serait alors trés intéressant de regarder ce
qu’il advient lorsque HSV R1(A2-357) est exprimée. L’étude de la composition des
structures bien particuliéres formées par la co-expression de HSV R1 et HSV R1(A2-
357) pourrait se révéler trés enrichissante pour la compréhension du mécanisme

d’action de HSV R1 et des voies apoptotiques en général. Des agents de liaisons
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croisées (cross-link) pourraient étre utilisés également pour circonvenir la possibilité

d’une association faible ou transitoire de certaines protéines avec HSV R1.

3.5.2 Caractérisation génétique

L’utilisation de lignées de cellules sur- ou sous- exprimant les protéines
potentiellement impliquées dans les voies apoptotiques que nous avons décrites
seraient également un apport non négligeable, de méme que 1’utilisation de protéines
de signalisation constitutionnellement actives pour situer HSV R1 dans la cascade

réactionnelle.

3.6 Etude de ’activité de chaperon moléculaire in vivo

Il aurait été intéressant de caractériser in vivo ’activité de chaperon moléculaire de
HSV R1. Une étude in vivo nous aurait effectivement permis de voir non plus si R1
avait la potentialité d’étre une chaperonne mais si elle 1’était vraiment et
éventuellement de mieux la caractériser dans un environnement cellulaire,
I’utilisation de protéine purifiée posant toujours le probléme de savoir si I’interaction
avec d’autres facteurs ne serait pas capable d’inhiber une fonction particuliére ou au
contraire de la renforcer. Malheureusement, les cellules eucaryotes disposent d’un
réseau de protéines de choc thermiques aux fonctions parfois redondantes et
'interruption génique de 1’une d’elles n’induit pas forcément d’effets. De méme que
la surexpression d’une sHsp ne permet pas de déterminer quelle est sa fonction réelle
dans la cellule.

Un modele a toutefois été développé par le groupe de Vierling pour étudier 1’activité
de chaperon moléculaire de protéines chez un mutant de la cyanobactérie
Synechocystis sp. PCC6803 déleté du géne de Hspl6.6, sa seule sHsp : ces études
permettent entre autres de définir la thermotolérance de la souche transformée mais
également de savoir par exemple quelles protéines peuvent interagir avec la sHsp [22]

Malgré les défauts que peut présenter un tel modéle, comme le fait d’étre dans un
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contexte procaryote, il permet quand méme de tester des protéines mutantes ou des

homologues en s’affranchissant des étapes de purification.

3.7 Conclusion de ’ouvrage

La caractérisation des fonctions anti-apoptotique et de chaperon moléculaire de HSV
R1 permet non seulement de mieux comprendre les mécanismes employés par les
virus pour se protéger de notre systéme de défense et pour se répliquer a des niveaux
suffisants a leur maintien dans 1’héte et & leur propagation mais également pour la
comprehension de mécanismes cellulaires vitaux comme 1’apoptose, le contrdle
qualité des protéines, leur agrégation, leur dégradation, etc...

Le développement de nombreux cancers est du au débalancement des constituants des
voies apoptotiques afin de permettre une prolifération incontrélée des cellules
altérées. L’étude des voies apoptotiques, de leur modulation en particulier, est donc
cruciale pour définir, dans de nombreux cas, des thérapies appropriées. De plus,
I’utilisation de vecteurs viraux en thérapie génique et de nombreux virus
oncolytiques en thérapie anti-cancéreuse ouvre des perspectives intéressantes pour le
traitement de tumeurs jusque la réfractaires aux traitements conventionnels mais il est
indispensable d’étre certain que 1’on contrdle réellement les divers aspects de
I’infection et qu’en voulant soigner dans I’immédiat on ne provoque pas a plus long
terme des conséquences peu souhaitables comme cela a pu étre le cas avec certaines
campagnes de vaccination (polémique sur le déclenchement potentiel de la sclérose
en plaques par la vaccination contre I’Hépatite B) ou pour 1’utilisation de certains
agents en chimiothérapie.

L’étude des propriétés de chaperon moléculaire de HSV R1 est également un point
intéressant. Bien que les maladies neurodégénératives restent un domaine trés
complexe ou peu de choses sont connues, il semble que le vieillissement
s’accompagne d’une perte de la capacité de nos cellules de contrdler de fagon adéquat
le bon repliement de protéines et de diriger vers les voies de dégradation celles qui

sont manifestement dangereuses. Notamment, on remarque une diminution de la
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synthése des chaperons moléculaires. On comprend qu’une protéine qui suppléerait
les carences de nos cellules pourrait constituer un traitement. Il faut bien sur pouvoir
choisir des protéines qui vont accomplir leur réle de fagon efficace et si possible en
interférant le moins possible avec les autres mécanismes cellulaires. D’ou
I’importance de délimiter précisément les régions impliquées dans chacune des
activités et de mettre au point des mutants ou les activités seraient séparées.

L’étude des diverses propriétés de HSV R1 ouvre des perspectives dans de nombreux
champs d’étude que la seule analyse de sa séquence nucléotidique ou protéique ne
pouvait laisser soupgonner. Cela devrait nous permettre de réfléchir a 1’ampleur de la
tiche qui reste 4 accomplir pour comprendre le fonctionnement d’une cellule
humaine, son intégration dans l’organisme et ses interactions avec son

environnement,
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