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Résumé

Les herpésvirus humains 6A/B (HHV-6A/B) sont deux virus ubiquitaires a I'échelle planétaire qui partagent 94%
d'identité entre eux. Ces virus persistent tout au long de la vie de I'héte en adoptant un état de latence. La
latence d'HHV-6A/B est engendrée par l'intégration de leur génome entier aux téloméres humains. Les
téloméres assurent la protection du génome cellulaire contre sa détérioration et dictent la durée de vie cellulaire.
On estime que 1.1 % de la population mondiale possede la forme héritée du génome intégré d’HHV-6A/B
(iciHHV-6A/B), ce qui signifie qu’environ 80 millions de personnes possédent un génome d’HHV-6A/B dans un
télomere de chaque cellule. Ceci signifie également que chez une personne iciHHV-6A/B, les virus peuvent se
réactiver dans différents types de tissus cellulaires. Notamment, lors d'immunosuppression ou des traitements
de chimiothérapie chez ces patients, la forme intégrée peut se réactiver et méne a de graves complications
cliniques. Alors que les connaissances face a ces conséquences ont progresseé, il demeure que les mécanismes

fondamentaux utilisés par HHV-6A/B afin de s'intégrer aux téloméres humains sont loin d'étre élucidés.

Les protéines précoces immédiates (IE) des herpésvirus exercent plusieurs fonctions a des fins de réplications
virales, dont celles d’étre impliquées dans I'évasion du systéme immunitaire, dans la réponse aux dommages a
I'ADN et dans le remodelage des protéines qui gouvernent les téloméres. L'expression soutenue des protéines
|E des herpésvirus tout au long de leur infection afin d’établir la phase lytique et latente, font de ces protéines
des protagonistes intéressantes dans la quéte de la compréhension du déroulement de lintégration d’HHV-
BA/B. Les protéines IE s'associent & des corps nucléaires formés par la protéine PML (PML-NBs) et
compromettent l'intégrité de ceux-ci afin de favoriser I'infection virale. Cependant, il a été documenté que lors
de l'infection par HHV-6A/B, leur protéine IE, IE1 (IE1A et IE1B, respectivement), s'associe aux PML-NBs sans
occasionner la dégradation ou la destruction de ceux-ci. D’un point de vue télomérique, les PML-NBs s’associent
aux téloméres endommagés. Notamment, les PML-NBs sont impliqués dans la recombinaison homologue des

téloméres.

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressés a I'étude des mécanismes associés a l'intégration
d’HHV-6A/B en portant une attention particuliére a la caractérisation de la protéine IE1 d’'HHV-6A/B (IE1A/B).
Dans un premier temps, nous avons identifié les corps nucléaires de la protéine PML (PML-NBs) comme
promoteurs de la SUMOylation d'l[E1B. Ce résultat nous a conduits a identifier un motif d'interaction SUMO
putatif d'lE1B, essentiel a la fois pour sa SUMOylation et pour son oligomérisation avec les PML-NB. Nous
avons ensuite étudié le réle des PML-NBs dans l'intégration d’HHV-6B et identifié que les cellules déficientes
pour la protéine PML étaient moins susceptibles a l'intégration d’HHV-6B. Ces résultats correlent avec le résultat

des PML-NBs qui influencent la localisation d'IE1B aux télomeéres.



La deuxieme étude est associée avec celle précédente dont I'objectif était de valider les résultats obtenus pour
IE1B et HHV-6B avec IE1A et HHV-6A, dans un contexte de SUMOylation et d’absence de PML-NBs. Nous
avons identifié des sites putatifs pour la SUMOylation d’l[E1A, importants pour son oligomérisation. Par ailleurs,
la localisation d’l[E1A aux télomeéres et l'intégration d’'HHV-6A furent influencées par la présence de PML-NBs.
Ensemble, ces deux études ont mis en lumiére I'importance de la SUMOylation pour I'oligomérisation d'IE1A/B,

leur localisation aux PML-NBs et I'importance de ces derniers dans l'intégration d’'HHV-6A/B.

Lors de la troisieme étude, nous nous sommes intéressés a étudier HHV-6A/B dans un contexte télomérique et
ce, en nous penchant sur une protéine télomérique majeure, la protéine TRF2. Nous rapportons que la
réplication de I'ADN d’HHV-6A/B augmente considérablement le nombre de répétitions télomériques dans les
cellules infectées. En outre, nous démontrons que TRF2 se lient aux répétitions télomériques virales pendant

linfection et elle est importante pour l'intégration d’'HHV-6A/B.

La derniere étude de cette thése avait I'objectif de caractériser la fonction d’lE1B dans un contexte de réparation
de 'ADN. Nous avons mis en évidence qu’'lE1B induit de I'instabilité génomique en inhibant la signalisation de
la protéine détectrice de dommage de I'ADN, NBS1. Nous avons identifié deux régions protéiques d'IE1B
responsables de l'interaction avec NBS1 et son inhibition. L’interaction/inhibition d'lE1B avec NBS1 méne a la
diminution de la signalisation de dommage a I'ADN. Ces données corrélent avec les événements de différentes
voies associées a la recombinaison homologue qui sont réduits en présence d’lE1B. Toutefois, NBS1 est
importante pour I'intégration d’HHV-6B dans les cellules qui utilisent un mécanisme d’élongation des téloméres
basé sur la recombinaison homologue. Cette étude souléve la possibilitt que d'autres protéines virales
controlent I'action d’IE1B lors I'intégration afin de ne pas saturer l'instabilité génomique qui serait toxique a la

survie cellulaire et virale.

Dans I'ensemble, cette thése identifie pour la premiére fois I'association de protéines cellulaires, PML, TRF2 et
NBS1, dans l'intégration d’'HHV-6A/B. Elle permet de mieux comprendre I'implication d’lE1B lors de l'infection
d’'HHV-6B et elle permet de percevoir une conséquence possible de I'iciHHV-6B. L'implication et 'importance
d'IE1B dans linstabilit¢ génomique suggerent qu’lE1B serait une cible thérapeutique pertinente dans le
traitement des réactions d’HHV-6A/B.



Abstract

Human herpesviruses 6A/B (HHV-6A/B) are two ubiquitous viruses distributed worldwide that share 94% identity
between them. These viruses persist throughout the host’s life through a state of latency. The latency of HHV-
6A/B is generated by integrating their entire genome into human telomeres. Telomeres protect the host’s
genome from its deterioration and dictate the cell lifespan. Itis estimated that 1.1% of the world's population has
the inherited form of the integrated HHV-6A/B genome (iciHHV-6A/B), meaning that about 80 million people
have an HHV-6A/B genome in one telomere of each cell. In an iciHHV-6A/B+ individual, viruses can reactivate
in different types of cell tissue. Particularly, during immunosuppression or chemotherapy treatments in these
patients, the integrated form can reactivate and lead to serious clinical complications. While knowledge about
these consequences has grown, the fact remains that the fundamental mechanisms used by HHV-6A/B to

integrate at human telomeres are far from clear.

The immediate early proteins (IE) of herpesviruses perform several functions for viral replication purposes,
including those involved in evading the immune system, responding to DNA damage, and remodeling the
proteins that govern telomeres. The sustained expression of the IE proteins of herpesviruses throughout their
infection in order to establish the lytic and latent phase make these proteins interesting protagonists in the quest
to a better understanding of the process leading to the integration of HHV-6A/B. The IE proteins associate with
nuclear bodies formed by the PML protein (PML-NBs) to compromise their integrity and promote viral infection.
However, it has been documented that upon infection of HHV-6A/B, their |E protein, IE1 (IE1A/B), associates
with PML-NBs without causing their degradation or destruction. From a telomeric perspective, PML-NBs
associate at damaged telomeres. In particular, the PML-NBs are involved in the homologous recombination of

telomeres.

As part of this thesis, we were interested in studying the mechanisms associated with the integration of HHV-
6A/B with particular interest in the characterization of the IE1 protein of HHV-6A/B. We first identified the PML-
NBs as promoters of IE1B SUMOylation. This result led us to identify a putative SUMO interaction motif of IE1B
that is essential for both its SUMOylation and for the oligomerization of IE1B with PML-NBs. We then investigated
the role of PML-NBs in the integration of HHV-6B and identified that cells deficient for PML were less susceptible
to HHV-6B integration. These results correlate with the result that PML-NBs influence the localization of IE1B to

telomeres.

The second study is associated with the previous one whose objective was to validate the results obtained for
IE1B and HHV-6B with IE1A and HHV-6A, in a context of SUMOylation and absence of PML-NBs. We have
identified putative sites for IE1A SUMOylation, important for its oligomerization. Furthermore, the localization of

IE1A to telomeres and the integration of HHV-6A was influenced by the presence of PML-NBs. Together, these



two studies highlighted the importance of SUMOylation for the oligomerization of IE1A/B, their localization to
PML-NBs and the importance of these in the integration of HHV-6A/B.

In the third study, we were interested in studying HHV-6A/B in a telomeric context by studying a major telomeric
protein, the TRF2 protein. We report that the replication of HHV-6A/B DNA dramatically increases the number
of telomeric repeats in infected cells. In addition, we demonstrate that TRF2 binds to viral telomeric repeats

during infection and is important for the integration of HHV-6A/B.

The last study of this thesis aimed to characterize the function of IE1B in the context of DNA repair. We have
shown that IE1B induces genomic instability by inhibiting the function of the DNA damage sensor protein, NBS1.
We have identified two protein regions of IE1B responsible for the interaction with NBS1 and its inhibition.
Interaction/inhibition of IE1B with NBS1 leads to decreased DNA damage signaling. These data correlate with
the events of different pathways associated with homologous recombination which are reduced in the presence
of IE1B. However, NBS1 is important for the integration of HHV-6B into cells that use a mechanism of telomere
elongation based on homologous recombination. This study raises the possibility that other viral proteins control
the action of IE1B during integration to not saturate genomic instability that would be toxic to cell and viral

survival.

Taken together, this thesis identifies for the first time the association of cellular proteins, PML, TRF2 and NBS1,
in the integration of HHV-6A/B. It provides a better understanding of the implication of IE1B in the infection of
HHV-6B and in identifying a possible consequence of iciHHV-6B. The implication and importance of IE1B in
genomic instability suggests that IE1B may be an interesting therapeutic target in the treatment of HHV-6B

reactivations.
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Introduction

1. Les herpésvirus

Les herpésvirus font partie de la grande famille des Herpesviridae qui, avec les Alloherpesviridae (infectent
les poissons et les grenouilles) et les Malacoherpesviridae (infectent les mollusques et autres invertébrés),
partagent I'ordre des Herpesvirales ( ) [1-3]. Quant aux Herpesviridae, ils sont responsables des
infections herpétiques chez les humains et les animaux tels que les reptiles, les oiseaux ainsi que les
mammiféres. A ce jour, le comité international sur la taxonomie des virus (ICTV pour « International
Committee on Taxonomy of Viruses ») recense une centaine d'espéces qui appartiennent aux Herpesvirales.
Sur la plateforme du NCBI, 75 séquences completes de génomes d’herpésvirus y sont déposées, dont les
génomes de ceux-ci peuvent atteindre une longueur en acides nucléiques qui entre 109 a 241 kilopaires de
bases (kpb). Relatifs a la taille de leurs génomes, les herpéesvirus peuvent posséder jusqu’a 223 cadres de
lectures ouverts (ORF pour « Open Reading Frame ») [4]. Les virus de la famille des Herpesviridae partagent
les mémes éléments de structure, phases virales et mécanismes de réplication de 'ADN viral. Parmi les
caractéristiques partagées, celle qui représente le mieux ces virus est leur capacité d'établir une infection
persistante/chronique qui perdure tout au long de la vie de I'hdte. Neuf herpésvirus qui appartiennent a trois

sous-familles infectent 'homme [5].

Ordre ( Herpesvirales )

Famille ( Alloherpesviridae ) (Herpesviridae) ( Ma/acoherpesviridae)

! | }
! ! } }

Genre (Cytomega/oviru@ CMuromega/ovirusD (Roseo/ovirus) (Probosciviru9

Espéce ( Herpésvirus humains 6A/B)C Herpésvirus humain 7 )

Figure 1. Hiérarchie des Herpesvirales et classification des Herpesviridae. Les herpésvirus
humains 6A/B appartiennent a la sous-famille des pB-Herpesvirinae et au genre des Roseolovirus.
©Vanessa Collin



1.1 Classification des herpésvirus humains

Les neuf herpésvirus humains se classifient en trois sous-familles : alphaherpesvirinae («), betaherpesvirinae
(B) et gammaherpesvirinae (y) (Tableau 1), selon la composition de leur génome, leur tropisme cellulaire, la
niche de latence, la pathogenése et maladies associées [3]. Le tableau 1 permet d’apprécier 'ubiquité

mondiale de certains herpésvirus humains ainsi que leurs pathologies [6].

Tableau 1. Classification des herpésvirus humains

Abréviation Nom Prévalence Pathologie Sous-famille

HHV-1/HSV-1 Virus de Pherpés simplex 1~ 47,89 -esions oculaires, a
buccales et génitales

HHV-2/HSV-2 Virus de Iherpés simplex2 ~ 11.9%  -csions genitales et a
anales

HHV-3VZV  Virus de la varicelle/Zoster ~ >90% \legge"e a

Infections congénitales

- A 1 0
HHV-5/CMV  Cytomégalovirus 70% Complications post-grefes B
HHV-6A Herpésvirus humain 6A >90% Roséole ? B
HHV-68B Herpésvirus humain 68 >0y ~ Roseole B
Complications post-greffes
HHV-7 Herpésvirus humain 7 >85% Roséole ? B
HHV-4/EBV  Virus Epstein-Barr >950,  Mononudiéose et y
lymphomes des cellules B
Sarcome de Kaposi,
Herpésvirus associé au maladie de Castleman
HHV-8/KSHY ' o'P . <5%  multicentrique et y
sarcome de Kaposi -
lymphomes primitifs des
séreuses
1.2 Compositions générales d’un virus herpétique
La particule virale d'un herpésvirus est composée de quatre éléments ( ):

1. Un génome linéaire composé d’ADN double brin (ADNdb);
Une nucléocapside virale d’environ 90 a 110 nanométres (nm) de diamétre;

Une région tégument;

el

Une enveloppe virale qui confére au virus un diametre total entre 160 et 200 nm.



Par analogie, la nucléocapside se compare a un noyau cellulaire puisqu’elle entoure et protége l'information
génétique du virus. La structure de la nucléocapside est composée de vingt faces triangulaires, ce qui lui
attribue une forme icosaédrique dont celle-ci se rapproche d’'une sphere. La région située entre la
nucléocapside et 'enveloppe nucléaire se nomme le tégument. Le tégument est composé de protéines de
structures et de régulations ainsi que d’ARN [7]. Ces protéines sont substantielles au début du cycle infectieux
du virus & la suite de son entrée dans la cellule, en régulant la transcription des génes et en modulant
I'environnement cellulaire [8]. L'enveloppe virale recouvre I'entiereté du virus et est composée d’une bicouche
lipidique et de glycoprotéines. Ces glycoprotéines sont d’origines virales ainsi que cellulaires puisqu’elles sont
acquises lors du bourgeonnement des particules virales hors des organelles cellulaires. Les glycoprotéines
peuvent représenter plus de deux mille molécules a la surface de I'enveloppe virale. Notamment, les
glycoprotéines sont responsables de I'adhésion d'un virus & une cellule cible en liant un récepteur cellulaire
présent a la surface membranaire de la cellule. Parmi les glycoprotéines (g) virales, certaines sont conservées
entre les herpésvirus dont : gM, gB, gH, gL et gN [9]. En ce qui concerne les herpésvirus humains 6A/B (HHV-
6A/B), outre les glycoprotéines communes aux herpesvirus, celles identifiées jusqu'a présent sont les gL, g0,
gQ1 et gQ2. A ce sujet, la gO est conservée dans la sous-famille des SHerpesvirinae [10,11] et les gQ1 et
gQ2 sont uniques a HHV-6A/B et HHV-7 [12,13]. Le quatrieme élément d’une particule virale herpétique, le
génome, est responsable de la variation entre les herpésvirus. Les formes les plus fréquentes des génomes
herpétiques sont représentées a la . En général, un génome herpétique est composé d’une ou
plusieurs régions uniques (U) qui peuvent étre longues (UL) ou courtes (Us), flanquées par des séquences
terminales répétées (TR) ou par des séquences internes répétées (IR). Les génes de leur génome sont
divisés en trois classes : les génes précoces immédiats (IE pour « Immediate Early »), précoces (E pour «
Early ») et tardifs (L pour « Late »). La composition du génome des HHV-6A/B sera détaillée dans la section

2.3 de l'introduction.

B)
S _enveloppe virale
TR U
<8 —glycoprotéines A
TR
, B [T11T} > (1
tégument
TR U Us
L
nucléocapside ¢ I T (1]

ADN double brin

Figure 2. Eléments qui composent une particule virale herpétique. A) Schéma général de la structure
virale d’'un herpésvirus. L’ADNdb viral se trouve dans la nucléocapside icosaédrique qui est entourée de la
région du tégument (couleur jaune). L’enveloppe nucléaire composée d’une bicouche lipidique est recouverte
de glycoprotéines. Le schéma n'est pas dessiné a I'échelle. B) Schéma de la nomenclature générale des



génomes herpétiques les plus fréquents. Les génomes ne sont pas tracés a I'échelle. U (région unique),
UL (région unique longue), Us (région unique courte), TR (régions terminales répétées), IR (séquences
internes répétées). © Vanessa Collin, fait & partir de BioRender.com.

2. Les herpésvirus 6A/B

2.1 Historique

L’herpésvirus humain de type 6 (HHV-6) fut identifié en 1986 au « National Cancer Institute » (NCI) du
Maryland aux Etats-Unis, & partir de cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC pour « peripheral
blood mononuclear cells ») provenant de patients atteints du syndrome de I'immunodéficience acquise
(SIDA) et de la leucémie/lymphome de cellules T [14]. Les analyses effectuées en laboratoire ont permis
d'associer HHV-6 a la sous-famille des S-Herpesvirinae pour sa composition génomique colinéaire avec le
génome du CMV humain (hCMV), un B-Herpesvirinae responsable de maladies congénitales [15]. Peu de
temps aprés sa découverte, HHV-6 fut associé au genre des Roseolovirus de par son infection qui cause la
roséole et dont une des manifestations se traduit par des éruptions cutanées [16,17]. A ce jour, les premiéres
souches d’HHV-6 isolées sont encore celles utilisées comme outil de travail dans les différents laboratoires
de recherches afin de caractériser l'infection par HHV-6. Parmi ces souches, la premiere fut isolée au NCI,
nommée GS. D’autres souches furent isolées les deux années suivantes, soient U1102 (isolée au Ouganda)
[18], Z29 (isolée au Zaire) [19] et HST (isolée au Japon) [16]. C'est la souche HST qui a d'ailleurs permis
d’associer son infection a la roséole. Toutefois, la réalisation d’études in vifro a permis d'observer des
divergences qui désignaient la présence de deux types de virus dans les isolats d’HHV-6. Cette hypothése
fat validée par des analyses moléculaires en examinant les profils de digestions enzymatiques, des analyses
de tropisme cellulaire des infections lytiques en observant I'effet cytopathique (CPE pour « cytopathic effect
») des cellules (ballonnements des cellules), des analyses génomiques et, par des analyses sérologiques par
l'utilisation d’anticorps monoclonaux. Ensemble, ces résultats mirent en lumiére I'existence de deux virus,
HHV-6A et HHV-6B (HHV-6A/B). Ces deux virus appartiennent a I'espéce HHV-6 et partagent 94% d'identité
en acides aminés. En revanche, ils démontrent des différences biologiques dont plusieurs sont décrites de
fagon non exhaustive tout au long de cette these, en mettant I'accent sur HHV-6B puisque c’est celui le mieux
caractérisé et le plus étudié dans mes travaux. Ainsi, pour ces raisons, en 2014 le ICTV a approuvé la
classification HHV-6A et HHV-6B (HHV-6A/B) afin de désigner le caractére distinctif de ces deux virus [20]. Il
est important de souligner qu'avant cette distinction formelle, la plupart des études font principalement

référence a HHV-6. Au cours de cette these, la nomenclature HHV-6 est utilisée lorsque les études ne



précisent pas l'espece. D’autre part, la nomenclature HHV-6A et HHV-6B est utilisée pour référer au caractére
distinctif de ces virus et la nomenclature HHV-6A/B est utilisée pour représenter un élément ou une étude qui

s’‘applique aux deux virus.

2.2 Epidémiologie et transmission

La prévalence de I'HHV-6A est peu définie puisque les infections primaires sont possiblement
asymptomatiques et se passent plus tard dans la vie [21]. Logiquement, on peut justifier le manque de
données au niveau de la prévalence de l'infection de 'HHV-6A par la composition génomique trés connexe
avec 'HHV-6B. Par conséquent, il n'existe a ce jour aucun test sérologique clinique disponible pour les
différencier [22]. Il est anticipé qu'a I'age adulte, la population mondiale est séropositive a ’'HHV-6A. En outre,
une étude génotypique réalisée en Zambie et en Afrique du Sud démontre que 85% des individus infectés
par 'HHV-6 sont séropositifs pour 'HHV-6A [23]. Au sujet de 'HHV-6B, c’est un virus ubiquitaire qui infecte
prés de 97-100% de la population mondiale [24,25]. L'infection par 'HHV-6B est acquise dés les deux
premiéres années de la vie, soit entre six et vingt-quatre mois suivant la naissance, lorsque les anticorps
maternels s'atténuent et disparaissent [24,26]. Au Canada, des anticorps contre 'HHV-6 ont pu étre détectés
dans 94% des individus d’'une cohorte, suggérant que les sujets ont tous été infectés par 'HHV-6 et ont
développé une réponse immunitaire mémoire contre ce dernier. Cependant, lors de cette étude, I'espece n'a
pas été déterminée, mais elle signale toutefois la forte prévalence de 'HHV-6 dans la population canadienne
[27].

La route d'infection de 'HHV-6A n’est pas bien définie. Quant a 'HHV-6B, il est transmis par la salive et la
voie olfactive par des contacts trés étroits qu'ont les parents asymptomatiques avec leur enfant [24,28,29].
Bien que I'HHV-6B soit le virus le plus représenté dans la salive entre 'HHV-6A et B, deux études affirment
la présence de 'HHV-6A, suggérant que celui-ci pourrait également étre transmis par cette route [30,31].
Outre la salive, la possibilité de transmission de 'HHV-6 par la voie materno-foetale, bien que trés rare et
moins fréquente que la transmission du hCMV, est observée chez 1% des naissances [25]. Dans un méme
contexte, jusqu'a présent aucun lien n'a été documenté concernant la transmission des HHV-6A/B avec
I'allaitement. Chez un enfant dont I'age est inférieur & trois ans, la transmission des HHV-6A/B est possible a
la suite d’'une greffe d’organe solide [32]. Un mode de transmission additionnel et unique aux HHV-6A/B parmi
les herpesvirus humains est celui par la transmission verticale, c'est-a-dire de fagon héréditaire [33]. Les
mécanismes derriére ce mode de transmission verticale qu'utilisent les HHV-6A/B pour persister chez son
héte sont le coeur de mon projet de doctorat et les informations utiles a la compréhension seront détaillées

dans les prochaines sections.



2.3 Génomes des HHV-6A/B

2.3.1 Structure du génome

Les génomes des HHV-6A/B sont trés similaires en matiére de composition génomique, car ils possedent
90% d'identité en acides nucléiques. Leurs génomes appartiennent a la classe A ( ), ce qui
signifie qu'ils possédent une seule région U flanquée par une région TR a chaque extrémité [34]. Les TRs
sont composés de régions directes répétées (DR) a gauche (DRy) et a droite (DRR), dont la longueur est
d’environ 8 a 9 kpb chacune ( ). A l'extrémité 5’ de chaque DR se situe une séquence pac1 (56 paires
de bases) et a I'extrémité 3’ une séquence pac? (80 paires de bases). Ces séquences constituent des sites
de reconnaissance et de clivage du génome viral lors de I'encapsidation qui méne a la production de nouveaux
virions [35]. Avoisinant a pac2 se trouvent entre 15 a 180 réitérations de séquences télomériques (TMR pour
« Telomeric Repeats ») (TTAGGG), d'une longueur de 0.3 a 1 kpb [36]. Il est intéressant d'indiquer que ces
séquences sont identiques a celles des téloméres humains situés a chaque extrémité des chromosomes.
Enfin, adjacent a pac1 est localisé 0.3 a 3 kpb de séquences télomériques imparfaites (impTMR pour «
imperfect Telomeric Repeats ») dont la composition en nucléotides est hétérogéne, c'est-a-dire une série de
séquences TA(A/G)(C/G)(CIT)C [37-39]. La région U quant a elle est composée de la majorité des génes
viraux et de l'origine de réplication (OriLyt) des HHV-6A/B, située prés du centre du génome dans une région
non codante [40]. En plus de ces éléments, la région U posséde deux loci qui codent pour des génes IE : les
loci IE-A et IE-B. Le locus |E-A est composé de trois IR : R1 (répétitions de 12 paires de bases), R2 (répétitions
de 18 paires de bases) et R3 (répétitions de 105 paires de bases) [39,41]. Par ailleurs, la région IE-A est la
plus variable entre HHV-6A et HHV-6B [42]. En somme, les génomes d’'HHV-6A/B font prés de 160 kpb.

impTMR PTMR impTMR pTMR
pact pac2 pact pac2
génome d'HHV-6A/B
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kpb: 1 RO région unique R1 R2 R3 ~160

Figure 3. Schéma général du génome des HHV-6A/B. Dessin générique du génome des HHV-6A/B. La
région unique (U) est flanquée par DR. (gauche) et DR (droite). Un DR est composé, en direction 5’ vers 3’
d’'une région pac1, de séquences répétées impTMR, de génes (DR1 a DR6), de séquences répétées pTMR
et d'une région pac2. A lintérieur de la région U se situe I'origine de réplication (OriLyt) ainsi que des IR : RO,
R1, R2 et R3. R0 est unique a HHV-6B. DR (région directe répétée), DR (DR de gauche), DRr (DR de droite),



impTMR (téloméres imparfaits), pTMR (téloméres parfaits), IR (séquences internes répétées), IE (locus
précoce immédiat), kpb (kilopaires de bases). Le génome et les éléments ne sont pas dessinés a I'échelle.
La figure a été inspirée de [33]. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.

2.3.2. Génes et cadres de lectures

Les génes des HHV-6A/B sont présents dans les DRs et dans la région U. Par conséquent, les génes sont
identifiés de DR1 a DR6 pour ceux situés dans les DRs et de U1 a U100 pour ceux de la région U. Le génome
de 'HHV-6B posséde 97 génes (11 sont des génes d'épissages alternatifs) et code pour 119 ORFs dont 110
ORFs sont partagés avec 'HHV-6A [38,39,41,43]. Les génomes des HHV-6A/B sont divisés en segments de
génes (Figure 4). Au début de la région U se situe un segment de génes conservé chez les f-Herpesvirinae
(U2-U19) dans lequel il y a le locus |IE-B (U16-U19) [44]. Parmi ce locus, la protéine U19 d’HHV-6B est
responsable de l'inhibition de p53, une protéine cellulaire dont I'activation méne a I'arrét du cycle cellulaire
[45]. Avoisinant le segment des S-Herpesvirinae est celui unique aux Roseolovirus (U20-U21, U23-U24 et
U26) dans lequel les génes U20, U21 et U23 codent pour des glycoprotéines [46]. Outre les glycoprotéines,
la protéine U24 joue un réle dans I'expression du récepteur des lymphocytes T (TCR pour « T-cell receptor
») diminuant leur présentation a la surface cellulaire, ce qui réduit I'activation des lymphocytes T (LT) [47].
Sept segments de genes sont présents dans tous les herpésvirus et parmi ces génes, U27 (p41) est un facteur
de processivité de 'ADN polymérase (géne U38). Les génomes des HHV-6A/B possédent également des
génes uniques (DR3, DR4, U1, U5-U6, US-U9, U22, U61, U78, U84, U8S, U91-U94) et uniques a HHV-6B
(B1-B8) ( ). Parmi les genes uniques aux HHV-6A/B, U22 est une glycoprotéine présente a la surface
du virion et U83 est une chimiokine virale qui permet aux virus de recruter des monocytes pour y établir un
état de latence [48]. U%4, une des protéines les plus conservées entre les deux virus, posséde des activités
hélicase et exonucléase [49]. En plus de ces segments de génes, le locus IE-A contient les ORFs des
protéines IE, IE1 (U90/U89) et IE2 (U90/UB6/U8T) [42]. Une fois le locus IE-A traduit, R1 représente des
répétitions de sérine et d’arginine (S/R) qui se situent dans la région C terminale de la protéine IE2. La
répétition R2 est composée de séquences qui s'apparentent aux séquences TATA (CACATA), pouvant étre
liées par des facteurs de transcription. Pour sa part, R3 possede des répétitions de séquences pour 'enzyme
de restriction Kpnl ainsi que des sites de liaisons pour des facteurs de transcription, dont PEA3 et AP2 [34,39].

A cet égard, les répétitions R3 pourraient augmenter la transcription des génes IE.

Comme mentionné précédemment, les génomes des HHV-6A/B possédent des régions conservées et
divergentes. Les génes U2-U85 partagent 95% d’homologie entre les HHV-6A/B, de méme que les régions
DRs (85% homologie) [39,41]. La région la plus variante entre 'HHV-6A et ’THHV-6B est dans le locus IE-A



dont 'homologie en acides nucléiques est de 72% [39]. Dans le locus IE-A, les IRs R1, R2 et R3 varient en
matiére de nombre de répétitions entre les deux virus. En somme, la région IE-A permet de distinguer 'HHV-
6A de 'HHV-6B par leur composition génique ainsi que par les transcrits et les protéines appartenant au locus
|E-A. Dans la section 7 de lintroduction, les ORFs U89/U90 et la protéine IE1 seront détaillés puisque la

caractérisation d’lE1 dans le contexte de 'HHV-6B fait partie d’'un élément central de mon projet de doctorat.
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Figure 4. Schéma des génes et des cadres de lectures des HHV-6A/B. Le génome des HHV-6A/B est
composé d’un segment de génes communs aux S-Herpesvirinae qui comprend le locus IE-B codant pour les
génes U16-19, un segment de génes uniques aux Roseolovirus et 7 segments de genes partagés entre tous
les herpésvirus (1 a 7). Les génes IE se trouvent dans deux locus : |E-A qui possede les IRs, et le locus |E-
B. L'IR R1 est riche en répétitions S/R, R2 est riche en répétitions CACATA et R3 possede des répétitions
pour le site de clivage de Kpnl. A 'intérieur du locus IE-A se situent les génes U86, U88-91. IE (locus précoce
immédiat), IR (séquences internes répétées), kpb (kilopaires de bases), S/R (sérine/arginine), DR (région
directe répétée). Le génome et les éléments ne sont pas dessinés a I'échelle. ©Vanessa Collin, fait a partir
de BioRender.com.

2.4 Tropisme cellulaire

Afin d’adhérer a une cellule, 'THHV-6A se lie au récepteur cellulaire CD46 [50], un immunomodulateur exprimé
a la surface de toutes les cellules nucléées. Pour sa part, 'THHV-6B peut aussi se lier a CD46, mais son
récepteur principal est le CD134, un récepteur de la nécrose de tumeur (TNFR pour « Tumor Necrosis Factor
Receptor ») exprimé a la surface des LT activés [51]. Récemment, un nouveau récepteur lié par les HHV-
6A/B a été identifié, le récepteur GP96 (ou GRP94) [52]. GP96 est une glycoprotéine qui appartient a la famille
des protéines de chocs thermiques HSP90 [53,54] et est généralement présente dans le réticulum
endoplasmique (RE), mais est également exprimée a la surface cellulaire. Par conséquent, I'expression de

ces différents récepteurs suggere que les HHV-6A/B sont aptes d'infecter différents types de cellules.



Cependant, les HHV-6A/B peuvent seulement se propager dans des niches cellulaires spécifiques afin de

générer de nouveaux virions.

Au moyen d’études in vitro, il a été mis en évidence que la niche principale pour la réplication et la production
des HHV-6A/B sont les LT CD4+ [55]. L'infection par les HHV-6A/B peut étre observée par un CPE. Ce
phénotype est défini par la morphologie des cellules sous forme de ballonnements, ce qui conforme un volume
beaucoup plus grand a la cellule infectée que les cellules voisines non infectées [56]. En laboratoire, il a été
analysé que différentes souches de lignées cellulaires lymphoblastiques T CD4+ étaient susceptibles a la
propagation de I'HHV-6A et/ou 'HHV-6B. Les souches de 'HHV-6A GS et U1102 peuvent étre amplifiées
dans des cellules LT immortalisées HSB-2 et J-Jhan, respectivement [56-58]. L'HHV-6A peut également se
répliquer de fagon lytique dans des SUP-T1 (lignée immortalisée LT CD4+) et des astrocytes primaires foetaux
[58]. Les souches HST et Z29 (HHV-6B) peuvent étre produites dans les lignées LT immortalisées MOLT-3,
MT-4 et SUP-T1 [57]. Contrairement a 'HHV-6A, le taux d’infection de 'HHV-6B dans les astrocytes est
beaucoup plus faible [59]. D’autre part, il a été démontré que les deux virus peuvent se répliquer dans les
cellules dendritiques et les cellules gliales [60]. In vivo, I'infection primaire menant a la production active de
virions, en plus des LT, peut étre réalisée dans les monocytes [61]. Par ailleurs, les virus peuvent se répliquer
dans les glandes salivaires, ce qui expliquerait pourquoi la transmission peut se faire par la salive. Les HHV-
6A/B peuvent également étre retrouvés dans le liquide cérébrospinal (CSF pour « cerebrospinal fluid »)
[62,63].

Au-dela de la production virale, les HHV-6A/B peuvent infecter d’autres types cellulaires avec un niveau de
réplication virale limitée. En laboratoire, les HHV-6A/B peuvent infecter différents types de lignées cellulaires
immortalisées pour la culture cellulaire telle que des fibroblastes, des glioblastomes, des cellules épithéliales
ainsi que neuronales dont des cellules gliales [15,21]. In vivo chez 'humain, les HHV-6A/B infectent des
cellules germinales, endothéliales, épithéliales, neuronales, des cellules hématopoiétiques (CH) de la moelle
osseuse ce qui leur permet dinfecter toutes les autres cellules mononuclées du sang comme des
monocytes/macrophages [64,65]. Puisque les HHV-6A/B sont restreints aux humains, ils n'infectent pas les
animaux et pour cette raison, les modéles in vivo sont peu/pas accessibles. Il existe des souris transgéniques
pour le récepteur CD46, mais les données actuelles disponibles sont que pour 'HHV-6A. Notamment, les
infections par HHV-6A chez ces souris méne a une production de protéines virales sans infections actives et

de pathogenéses associées [60].



2.5 Cycles viraux

2.5.1 Phase lytique

2.5.1.a Attachement des HHV-6A/B et transport du génome au noyau

Pour qu’une cellule soit infectée, I'enveloppe virale doit d’abord fusionner avec la membrane cellulaire d’'une
cellule héte [66]. Généralement, un herpésvirus s'adsorbe sur une cellule lorsque les glycoprotéines de celui-
ci s'attachent a des héparines sulfates (polysaccharides linéaires) présents a la surface extracellulaire [67-
69]. Dans le cas des HHV-6A/B, la formation de tétraméres gH/gL/gQ1/gQ2 est responsable et essentielle a
ladhésion des HHV-6A/B aux cellules, par leur liaison avec leurs récepteurs cellulaires respectifs [70]. A la
suite de I'adhésion du virus a une cellule, 'enveloppe virale se fusionne avec la membrane cellulaire afin de
permettre 'entrée de la nucléocapside virale entourée du tégument, dans le cytoplasme [71]. Une fois dans
I'espace intracellulaire, les protéines du tégument se dispersent et libérent la nucléocapside dont celle-ci
rejoint le noyau a I'aide des microtubules [72]. Par la présence de pores nucléaires dans 'enveloppe du noyau,

la nucléocapside relache '’ADNdb viral dans ce dernier.

2.5.1.b Transcription, traduction et réplication virale

Les herpésvirus ne possedent pas d’ARN polymérase pour transcrire leurs génes, ils utilisent donc celle de
la cellule héte. La transcription de ceux-ci est réalisée de fagon séquentielle a la suite de I'entrée du génome
viral dans le noyau de la cellule héte, en débutant par la transcription des genes IE, E pour terminer avec la
transcription des génes L [73,74]. En revanche, certaines protéines IE ne requierent pas la synthése protéique
de novo pour étre exprimées et leur transcription subséquente est généralement activée grace a des protéines
du tégument [75]. Dans le contexte des HHV-6A/B, lorsque les protéines IE rejoignent le noyau, elles activent
la transcription des génes E dont celui de 'ADN polymérase virale (U38). LARNm E passe ainsi du noyau au
cytoplasme, ou il est traduit. La protéine produite joint ensuite le noyau ou elle contribue a la réplication du

génome viral.

La réplication du génome herpétique a lieu dans des compartiments de réplication virale (CRV) de fagon
continue sous forme de « rolling circle » (RCA pour « Rolling Circle Amplification ») ( ) [40,76,77]. La

synthése du génome des HHV-6A/B débute par la liaison d'U73, une protéine qui se lie a I'origine (OBP pour
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« Origin Binding Protein »), aux sites OBP-1 et OBP-2 de I'OriLyt situé entre les génes U471 et U42 [78,79].
En plus d'U73, les HHV-6A/B ont besoin d’'un complexe hélicase/primase (pU43, pU74 et pU77) [80] et des
sous-unités de 'ADN polymérase pU41, pU38 et pU27 [81,82]. Une fois 'ADN viral répliqué, les protéines
structurales du virion sont produites. Ces protéines permettent I'assemblage de la nucléocapside. Lorsque la
nucléocapside est formée, elle introduit une molécule d’ADNdb du génome complet généré par clivage du

concatémere aux sites pac1 et pac2, présents a chaque extrémité du génome [83,84].
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Figure 5. Réplication de I’ADN viral par RCA. Le principe de la RCA démarre par une protéine qui se lie a
l'origine de réplication (OBP) et par le recrutement d’une hélicase afin de permettre la formation d’'une bulle
entre les deux brins pour y engager la machinerie de réplication de 'ADN. Des protéines virales pouvant lier
I'’ADNsb (ADNsb BP pour « Binding Protein ») s’associent aux brins séparés. Le complexe hélicase/ADN
polymérase virale permet a la polymérase de synthétiser TADN du brin intérieur, de fagon circulaire en
direction 5’ vers 3'. Le nouveau brin synthétisé sert a son tour de gabarit pour la synthése du brin discontinu.
La réplication circulaire de 'ADN peut étre réalisée plusieurs fois, ce qui en résulte en plusieurs copies
fusionnées du génome, formant un long concatémeére. TR (répétitions terminales). Image inspirée de
Principles of Virology [85]. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.

2.5.1.c Production des particules virales

Une fois que la nucléocapside nouvellement synthétisée posséde une molécule du génome viral d’ADNdb,
elle sort du noyau par exocytose, ce qui lui confére une enveloppe temporaire qui est perdue une fois rendu
dans le cytoplasme ( ) [86-88]. Autour de la nucléocapside s'assemblent ensuite des protéines du
tégument dont le site exact de 'assemblage demeure inconnu encore a ce jour, mais semble débuter dans le
noyau et se continuer dans le cytoplasme [8]. La particule virale transgresse vers la plateforme trans Golgi
(TGN pour « trans Golgi network ») et/ou a la vacuole venant du TGN dans laquelle elle acquiére des

glycoprotéines virales qui s’assemblent autour du pseudovirion pour un réenveloppement [12]. L’enveloppe
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virale acquiert également des protéines cellulaires lors du bourgeonnement du virus hors des organelles
cellulaire [89,90]. Les virions sont subséquemment exportés par exocytose, par bourgeonnement ou par la
lyse cellulaire comme c’est le cas avec les cellules grievement infectées [91,92]. Ces virions peuvent ensuite
atteindre d’autres cibles et conduire a des manifestations cliniques. In vitro, le temps requis pour produire de
nouveaux virions des HHV-6A/B est de 72 heures a la suite de l'infection, ou le CPE permet d’apprécier et de

suivre le niveau de l'infection [92].
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Figure 6. Schéma illustrant la production de virions. (1) Le virus adhére a une cellule cible par la liaison
des tétraméres gH/gL/gQ1/gQ2 aux récepteurs cellulaires CD46 ou CD134. (2) L’adhésion du virus émet la
fusion de I'enveloppe virale a la membrane cellulaire, relachant la nucléocapside entourée de tégument dans
le cytoplasme de la cellule héte. (3) La nucléocapside se rend a la surface du noyau ou elle y relache '’ADNdb
(4). (5) La transcription virale débute par les genes /E dont leur ARNm est traduit dans le cytoplasme en
protéine IE telles que IE1, IE2, etc. (6) Les protéines traduites se déplacent au noyau pour permettre la
transcription de génes E et L. (7) La traduction des génes E permet de débuter la réplication de I'ADN viral
de fagon de RCA. (8) Le génome viral répliqué en concatémere est encapsidé grace aux protéines L qui
forment la capside (9). (10) Une seule molécule d’'un génome complet est incorporée dans la nucléocapside
grace aux séquences de clivage (rouge et jaune). La nucléocapside qui contient un génome viral subit un
enveloppement en passant du noyau au réticulum endoplasmique (RE) et acquiert des protéines du tégument.
(11) Une fois dans le cytoplasme, la nucléocapside virale perd I'enveloppement et acquiert des protéines du
tégument (12). (13) Le pseudovirion passe par I'appareil de Golgi ou la particule virale acquiert son enveloppe
virale de glycoprotéines (14). (15) Le nouveau virus mature est relaché dans le milieu extracellulaire par
exocytose. RCA (« Rolling Circle Amplification ») ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.
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2.5.2 Phase de latence

Les herpésvirus parviennent a manipuler la cellule hote en favorisant un état de latence lorsque
I'environnement cellulaire n’est pas favorable a la production virale [93]. De fagon générale, la latence est
définie par la présence du génome viral a I'intérieur du noyau d’une cellule tout en maintenant une expression
minimale de protéines virales. Chez certains herpésvirus, il a été démontré que le génome en état de latence
est de la forme épisomale (circulaire). A ce sujet, des y-herpesvirinae maintiennent leurs épisomes dans les
cellules en s'attachant aux chromosomes de lymphocytes B (LB). Cette liaison épisome/chromosome permet
la réplication et la distribution fidéle de génomes viraux aux cellules filles lors de la division cellulaire [94].
Récemment, une étude a souligné pour la premiére fois ce méme mode de latence chez un S-herpesvirinae,
hCMV [95]. Dans certaines situations, I'état de latence d’un herpésvirus peut transiter de la phase latente a
la phase lytique, menant a la production de nouveaux virions et a des infections secondaires. Les causes des
réactivations peuvent provenir de sources telles qu'une suppression du systéme immunitaire, une infection

par d’autres virus, des changements hormonaux, des fiévres, pour n’en énumérer que quelques-unes [96].

La latence des HHV-6A/B est un sujet d’'actualité dans la communauté scientifique. Alors que chez une
personne saine les réactivations sont asymptomatiques, elles engendrent de graves conséquences cliniques
chez les individus avec une santé précaire [97-99]. Les études cliniques suggerent que les niches cellulaires
de la latence des HHV-6A/B sont les monocytes/macrophages [64] ainsi que les cellules progénitrices de la
moelle osseuse [100]. De plus, similaire aux herpésvirus simplex, les HHV-6A/B semblent occuper un état de
latence dans les cellules neuronales dont les oligodendrocytes et les astrocytes [101,102]. L'ADN de 'HHV-
6 peut également étre détecté dans la salive de personnes en santé (asymptomatiques) [26]. Cependant, les
connaissances quant aux mécanismes de la latence des HHV-6A/B demeurent a ce jour incomplétes. En
effet, malgré les efforts de plusieurs groupes, la forme épisomale des HHV-6A/B reste a étre démontrée.
Néanmoins, a partir de cellules en infection latente, il a été possible d'identifier deux sites de transcriptions
de la latence qui produisent quatre transcrits appartenant au locus |E-A [103]. Kondo et collégues ont mis en
évidence un premier site de transcription de la latence a 9.7 kpb de la position de départ des génes des
protéines IE1 et IE2, des produits d'épissage alternatif [104]. Le deuxieme site se situe entre I'exon 2 et 3 des
génes des protéines IE1/IE2. Par ailleurs, des études récentes associent la protéine U94 comme un transcrit
de latence supplémentaire [105,106]. Sous ces réserves, le role exact de ces protéines dans la latence reste

encore a étre défini.
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2.6 Infections primaires et pathologies associées

L'infection par 'HHV-6A étant asymptomatique, peu d'informations reliées a son infection primaire et sa
pathologie associée sont documentées a ce jour. Néanmoins, des études associent 'THHV-6A & la maladie
d’Hashimoto, une inflammation chronique de la thyroide [107], et a la sclérose en plaques (SEP), une maladie
neuronale caractérisée par des dommages & la myéline des neurones. A ce sujet, THHV-6A a été retrouvé
dans les cellules de patients affectées par la SEP ainsi que dans les plagues de la maladie, contrairement
aux tissus sains [108]. Il demeure que beaucoup d'études restent a étre effectuées pour y associer un role
causal dans ces pathologies. Parallelement, dans certains cas, l'infection primaire de 'THHV-6A peut mener a
des encéphalites [109]. La pathologie la mieux définie des HHV-6A/B est celle de l'infection primaire par
I'HHV-6B. Lors de son infection, 'HHV-6B est majoritairement associé a une fiévre importante. 20% des
enfants manifestent une éruption cutanée, 'exanthéme subitum ou mieux connu sous le nom de la roséole
[16,17]. Les symptdmes de la roséole se manifestent une a deux semaines aprés l'infection par une
température corporelle de 40°C qui durent 4-5 jours (fiévre). Dans la majorité des cas, celle-ci se résorbe et
lenfant retrouve son état de santé. A l'opposé, de rares cas manifestent des détresses respiratoires et des
encéphalites puisque le virus peut franchir la barriére hématoencéphalique. A cet égard, la roséole est
responsable d’hospitalisations chez les jeunes enfants et dans de rares cas, elle peut causer la mort
[25,26,110,111]. Au niveau des chiffres, l'infection par ’lHHV-6B chez les enfants symptomatiques représente
10-45% des cas admis a I'urgence dont 1% d’entre eux sont hospitalisés [112]. Les symptdmes les plus
communs de chez ces patients sont la fievre (57%), I'agitation (69%) et la rhinorrhée (65%). D'autres
symptoémes moins fréquents d’HHV-6B dont la toux (33%), la diarrhée (26%) et des éruptions cutanées (31%)

sont également observées [24].

A la suite de linfection primaire, les HHV-6A/B sont maintenus en latence dans les monocytes/macrophages
du sang périphérique [61,64,65], dans les glandes salivaires et dans les cellules du systéme nerveux central
[28,113]. Tel que mentionné précédemment, le génome épisomale représentatif de I'état latent d'un
herpésvirus reste a étre démontré pour les HHV-6A/B. Nonobstant, le virus de la maladie de Marek (MDV
pour « Marek Disease Virus »), un a-herpsvirinae chez la volaille, exerce son état de latence en intégrant son
génome entier dans les chromosomes de I'hote. Parallélement chez 'humain, & partir de cellules de donneurs,
lintégration du génome complet de 'HHV-6A ou de 'HHV-6B a pu étre détectée [99,114,115]. Il est également
possible pour les HHV-6A/B de s'intégrer in vitro en infectant différentes lignées immortalisées utilisées pour
la culture cellulaire. L'intégration des HHV-6A/B peut étre évaluée par fluorescence conjuguée a I'hybridation
in situ (FISH pour « Fluorescence in situ hybridization ») d'un étalement de chromosomes en métaphase suivi

d’un marquage de 'ADN avec une sonde HHV-6 [116-118]. Puisque mon projet de doctorat vise & mieux
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comprendre les mécanismes sous-jacents a lintégration des HHV-6A/B, les informations disponibles a ce

jour concernant ce mode de latence seront détaillées & la section 3 de l'introduction.

2.7 Réactivations et traitements

La réactivation des HHV-6A/B est problématique chez les personnes dont le systtme immunitaire est
compromis. HHV-6B se réactive chez 20-30% des patients ayant subi une greffe d’organe solide et chez 30-
50% des patients ayant subi une greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) (GCSH) [119,120]. Les
réactivations chez ces patients sont détectées deux a quatre semaines suivant une greffe/transplantation et
se manifestent entre autres par des encéphalites [121]. A ce propos, 1-10% des GCSH développent des
encéphalites dont la présence de 'HHV-6B est détectée dans le CSF [122]. Un type spécifique d’encéphalite
est développé chez ces individus, soit une encéphalite aigué du systéme limbique post-transplantation (PALE
pour « Post-transplant Acute Limbic Encephalitis ») qui est représentée dans 1-3% des cas et qui cause des
symptoémes plus séveres [63,123]. Chez des patients greffés, la maladie du greffon contre I'héte (GVHD pour
« Graft Versus Host Disease ») se manifeste entre deux a quatre semaines post-transplantation a la suite a
une réactivation de 'HHV-6B [124,125]. Dans d’'autres cas, la réactivation méne a des épilepsies [126,127].
Une problématique additionnelle reliée a la réactivation de 'HHV-6B est la réactivation d’'autres virus
opportuns dont 'hCMV, 'EBV et le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) [128-131]. Par ailleurs, 8%
du génome humain est composé de séquences endogenes de rétrovirus (HERV pour « Human Endogenous
Retrovirus »), ces génes peuvent étre activés par la réactivation des herpésvirus qui possedent des protéines
transactivatrices de promoteurs hétérologues [34,132]. Dans ce contexte, la réactivation de 'HHV-6A est
associée a l'induction de 'expression du géne de la protéine env, une protéine d’enveloppe des rétrovirus
associée a la SEP (MSRV pour « Multiple sclerosis-related Retrovirus »). Par ce fait, lorsqu’exprimée, la
protéine env est reconnue par un récepteur de reconnaissance de motifs (PRR pour « Pattern Recognition
Receptor »), le TLR4 (« Toll-like Receptor 4 »), ce qui méne a l'inflammation du tissu et a la SEP [133].
D'autres études suggérent que la réactivation de 'HHV-6A est liée a la progression de la SEP ainsi que la
maladie de I'Alzheimer puisque la présence dARNm de 'HHV-6A dans les cellules affectées a été détectée
[134,135].

A ce jour, il n'existe aucun traitement spécifique aux HHV-BA/B pour traiter leurs réactivations [136].
Actuellement, les réactivations qui causent des encéphalites sont traitées avec des antiviraux contre 'hCMV
comme le foscarnet ou le ganciclovir dont I'efficacité est mesurée par une ECsy de 8.4uM et >25uM,
respectivement [137,138]. Ces deux drogues résorbent les réactivations en bloquant la synthese de 'ADN

viral, en inhibant I'activité de 'ADN polymérase virale. Un autre antiviral comme le cidofovir est également
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utilisé avec une ECso de 12-15uM, mais le ganciclovir demeure le plus efficace contre les HHV-6A/B [138].
En revanche, I'utilisation de ces antiviraux chez les personnes immunosupprimées a la suite d'une GCSH est
toxique pour I'nématopoiése et peut causer des effets secondaires cliniques graves [139,140]. De plus,
certains HHV-6A/B ont acquis une résistance a ces antiviraux par des mutations de leur ADN polymérase
[141,142]. Pour ces raisons, des compagnies pharmaceutiques et des groupes de recherches sur les HHV-
6A/B s'intéressent activement aux développements de thérapies candidates dans le but de traiter des

réactivations problématiques par les HHV-6A/B.

3. Intégration chromosomique des HHV-6A/B

L'intégration de segment de génomes d’herpésvirus dans les chromosomes de leurs hotes n’est pas un
phénoméne rare. En effet, il a été rapporté que les HSV ou les herpésvirus équins 1 et 3 peuvent intégrer des
fragments de leur génome a celui de la cellule hote [143-146]. Or, puisque ces intégrations sont aléatoires,
les effets précis associés aux intégrations sont peu documentés. Du moins, ces intégrations ne permettent
pas la génération d’'un cycle lytique d a I'absence de génome viral complet intégré. Dans la méme famille de
virus, 'EBV peut intégrer son génome entier dans les chromosomes humains [147,148]. L'étude la plus
récente concernant 'intégration de 'EBV indique qu'il y a 909 sites uniques d’insertion dans les cellules EBV
positives (Raji et C666-1) et ce, dans différents chromosomes [149]. Théoriquement, un génome entier intégré
serait capable de s'exciser, se répliquer et transcrire ses génes viraux afin de mener a la production de
nouveaux virions. Cependant, la réactivation de 'EBV de sa forme intégrée n’a toujours pas été documentée
[150,151]. Durant plusieurs années, la présence de génomes d’'HHV-6A/B dans les chromosomes humains
était considérée comme des cas isolés d’intégration au hasard, comme c'est le cas les virus mentionnés
précédemment. Il est maintenant évident a la suite des preuves directes et au recensement de plusieurs cas
a travers le monde que les HHV-6A/B intégrent leur génome entier dans les chromosomes humains et ces

intégrations peuvent étre transmises a la descendance [152-154].

3.1 Découverte et transmission

En 1993, Luppi et collégues ont détectés dans la salive et dans les PBMCs de patients atteints de maladies
lymphoprolifératives et de la SEP, I'intégration de 'HHV-6 [114]. Appuyée par des analyses ayant identifié les
génomes intégrés dans différents types cellulaires, mais dans les mémes chromosomes respectifs entre les
individus, l'intégration aurait eu lieu a partir de cellules germinales. L’hypothése qui suggére que l'intégration

est héréditaire fut fortement acceptée a la suite d'une premiére étude réalisée par Daibata et collegues. En
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effet, en tragant I'arbre généalogique d'un patient intégré, ils ont pu démontrer l'intégration fidélement
transmise de 'HHV-6 sur trois générations, et ce, dans le chromosome 1g44 de différents tissus [153]. La
méme année, ce méme groupe publia un autre cas de transmission verticale d’'un pére asymptomatique avec
lintégration 1q44, et de la mére malade avec l'intégration 22q13 dont leur fille portait les deux intégrations
soit, 1944 et 22q13 [152]. Depuis, d’autres études de cas ont rapporté des intégrations héréditaires qu’on
nomme aujourd’hui l'iciHHV-6A/B (pour « inherited chromosomally-integrated HHV-6A/B ») [99,155].

En lien avec l'intégration des HHV-6A/B dans des cellules germinales, il est intéressant de souligner qu’un
groupe au Danemark a relevé la présence de I'ADN des HHV-6A/B dans le sperme de donneurs dans lesquels
les HHV-6A/B pouvaient se lier aux spermatozoides [156,157]. Ces évidences apportent un poids
supplémentaire a I'hypothése qui suggeére que l'intégration chromosomique héritée se passe lors de l'infection
de cellules reproductrices et qui, en réponse a la fécondation, serait transmise a 50% de la descendance
selon la loi de Mendel ( ). La prévalence mondiale de I'iciHHV-6A/B est de 1.1% [158]. Dans 60-80%
des cas iciHHV-6A/B, les gens sont intégrés par 'HHV-6B et 20-40% des cas sont intégrés par 'HHV-6A, a
I'exception du Japon ol on retrouve que trés rarement la forme héritée de 'HHV-6A. De plus, le nombre de
cas iciHHV-6A/B varie selon la région géographique [155,159,160]. L'endroit qui semble le plus touché est le
Royaume-Uni dont l'intégration varie entre 1 a 4% [161,162], totalisant une moyenne de 1 & 3% pour I'Europe
[160,163,164]. En Amérique du Nord, la prévalence se situe entre 1 & 1.5% pour les Etats-Unis [125,165].
Une étude réalisée par notre équipe de recherche a permis d’estimer le pourcentage de prévalence de
liciHHV-6A/B a 0.58% au Canada, a I'aide de la biobanque CARTaGENE [166]. Dans cette biobanque, des
échantillons d’environ 20 000 individus canadiens entre 'age de 40 a 69 ans, dont 55.7% provenant de la
province du Québec et 17% qui venaient hors du Canada étaient disponibles. Parmi ceux-ci, 113 ont été
positifs pour I'intégration des HHV-6A/B (0.58%). L'intégration de 'HHV-6B représentait 60% des cas intégrés
et 40% des cas étaient iciHHV-6A. L'étude a également soulevé que le sexe n’était pas un facteur de
prédisposition a l'intégration, pour 43% de femmes et 56% d’hommes intégrés, sans différence significative.
Il estimportant de mentionner que la possibilité pour les HHV-6A/B de s'intégrer dans des cellules somatiques
n'est pas exclue puisqu'il est possible pour les HHV-6A/B de s'intégrer in vitro ( ). Cependant, dii a
l'impossibilité de détecter des événements rares, il est difficile de documenter des intégrations des HHV-6A/B

a des cellules somatiques.
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Figure 7. Modeles possibles de I'intégration des HHV-6A/B chez I'humain. A) Infection et intégration des
HHV-6A/B dans des cellules somatiques de fagon aléatoire chez I'hote lors d'infections primaires et/ou
secondaires & la suite de réactivations. B) Infection et intégration des HHV-6A/B dans une cellule
reproductrice fécondée donnant un individu avec une copie d’HHV-6A ou B par cellule. Lindividu avec une
copie HHV-6A/B par cellule transmet l'intégration de fagon héréditaire a 50% de sa descendance. ciHHV-
6A/B (« chromosomally integrated HHV-6A/B »); iciHHV-6A/B (« inherited chromosomally integrated HHV-
6A/B »). Figure inspirée de [167]. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com

3.2 Structures des génomes des HHV-6A/B intégrés aux chromosomes humains

Grace aux technologies de séquengage, il a été possible d'identifier a partir de cellules iciHHV-6A/B
de donneurs que les génomes des HHV-6A/B sont intégrés a partir de leur DR, a la région subtélomérique
des téloméres humains, soit a I'extrémité d’'un chromosome de la cellule héte ( ) [168,169]. On note
également une perte de la séquence pac2 au DRr et la perte de la séquence pact au DR, soit a la
terminaison du chromosome intégré [115]. L’absence de ces séquences serait compatible avec des
événements de recombinaison homologue (RH) dans lesquelles les extrémités des séquences subissent une
résection et dont les régions non homologues aux extrémités sont perdues. De plus, a la fin du DR.du génome
intégré se trouvent les impTMR qui semblent servir de gabarit pour I'élongation des téloméres [170]. A

l'occasion, la présence unique d’un DR ainsi que des individus qui possédent I'intégration de concatémére de
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génomes des HHV-6A/B peut étre détectée ( ) [161,170,171]. A ce sujet, il est possible d’évaluer

le nombre de génomes complets intégrés selon le nombre de DR dans la région télomérique.

télomeres
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Figure 8. Représentation schématique des formes de génomes intégrés d’HHV-6A/B ayant été
documentés. A) Génome iciHHV-6A/B avec perte de pac2 dans le DRr et perte de pac1 dans le DR.. Les
télomeres sont allongés a partir des impTMR (vert) du DR.. B) Un DR unique intégré, avec les téloméres
allongés a partir des impTMR. C) Concatémeére intégrés. DRur (région directe répétée gauche/droite). Les
génomes ne sont pas dessinés a I'échelle. Figure inspirée de [172]. ©Vanessa Collin, fait a partir de
BioRender.com.

3.3 L'intégration des HHV-6A/B comme mode de latence

Dans l'optique de se réactiver, les génomes viraux intégrés doivent étre capables d’initier un cycle Iytique et
ainsi générer des virions. En 2015, Bell et collégues rapportent & partir de cellules de donneurs iciHHV-6 la
présence d'un génome HHV-6 circulaire extrachromosomique possédant un seul DR [171]. A la lumiére de
cette observation, ils ont émis I'hypothése que le génome viral s’excise des télomeres par la formation d’'une
boucle en t (« t-loop ») a la suite d'un événement de recombinaison entre des séquences homologues (

). La notion des téloméres sera détaillée dans la section 5. Brievement, & chaque cycle cellulaire, les
téloméres perdent en longueur et forment une « t-loop » dans le but de protéger les chromosomes. Pour
réaliser une « t-loop » dans un contexte de cellules ciHHV-6A/B, deux mécanismes pourraient étre possibles

et méneraient a I'excision des génomes d’'HHV-6A/B intégrés ( ). La résultante serait un génome
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viral circulaire avec un seul DR qui posséde une séquence pac1 et pac2 ( ). De plus, la présence
d’'un seul DR intégré pourrait s’expliquer par une des possibilités d’'excisions du génome viral (

) [115]. Dans I'ensemble, ces possibilités suggerent que l'intégration peut étre un mode de latence
pour les HHV-6A/B. Un point supplémentaire qui suggére que les génomes des HHV-6A/B servent de mode
de latence est la conservation des génomes viraux intégrés. Ce point a été validé a partir de génomes intégrés
des HHV-6A/B qui demeurent intacts et leurs ORFs conservés [158,173].
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Figure 9. Mécanismes possibles de I'excision du génome des HHV-6A/B des téloméres pour mener a
la réactivation. A) Les répétitions télomériques forment une « t-loop » dans le TMR (bleu) du génome des
HHV-6A/B. B) Possibilité 1 : La boucle s’excise laissant le génome intégré dépourvu de DR, mais, gardant la
séquence pac2 et le TMR de ce dernier. Le DR excisé se trouve sous forme d’ADN télomérique
extrachromosomique circulaire avec une partie du DR, d’HHV-6A/B. C) Possibilité 2 : Le DR, se recombine
avec le DRr et s'excise, donnant D) Un génome complet d’HHV-6A/B avec un seul DR et un chromosome
avec un télomeére raccourcit. DRy (région directe répétée gauche/droite). Figure inspirée de [172]. ©Vanessa
Collin, fait a partir de BioRender.com.

Au-dela de la possibilité des génomes d’HHV-6A/B de s’exciser et de se répliquer, I'état de latence d’un
herpésvirus est maintenu par I'expression de transcrits viraux associés a la latence. Il a été mentionné dans
la section 2.5.2 que les protéines IE1 et U94 seraient associées a des transcrits de latence. Cette possibilité
a également été étudiée a partir de cellules de donneurs intégrés. En effet, le géne U94 semble étre un
candidat intéressant associé a la latence puisqu'il est exprimé dans 54.5% des cas iciHHV-6A/B. Dans cette

méme cohorte, 36.4% des génes lytiques (U22 et U42) sont également exprimés dans des PBMCs iciHHV-
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6A/B, ce qui suggére que le virus peut se réactiver de son état intégré [48]. En plus d'U94, des études
transcriptomiques démontrent que les génes U90 et U100 sont exprimés dans des tissus de donneurs iciHHV-
6A/B [115,174]. Ces données primaires exposent la possibilité pour des génomes intégrés d’étre exprimés a
un niveau basal ainsi qu'a s’exciser de leur état intégré, menant & un nouveau mode de latence possible pour

un herpésvirus humain.

3.4 Méthodes de détections

L'iciHHV-6A/B est associée aux faux diagnostics d'infection active des HHV-6A/B. Par conséquent, certains
patients sont traités avec des antiviraux en I'absence d'une infection virale réelle. Ce traitement met ainsi a
risque la santé des patients vulnérables tels que ceux ayant subi une GCSH. Il est donc primordial de pouvoir
différencier la forme iciHHV-6A/B d’une infection active afin que le patient soit pris en charge de fagon
adéquate. Pour la plupart des herpésvirus, la détection de I'ADN viral par PCR quantitative (qPCR pour «
quantitative PCR ») a partir d'échantillons biologiques est associée a une infection active/réactivation. Dans
le cas des HHV-6A/B, toutes les cellules possédent une copie des HHV-6A/B. Dans ces circonstances, la
charge virale semblera donc trés haute. En particulier, si le spécimen prélevé pour la détection d’HHV-6A/B
provient du sang et que celui-ci montre une charge HHV-6A/B trés haute, cela sera assurément en raison
d’'une iciHHV-6A/B et non une infection active. En support, lors d'une infection active, le nombre de copies
des HHV-6A/B par millilitre (mL) de sang est généralement entre 103 et 104 copies/mL, contrairement a un
cas iciHHV-6A/B qui est largement supérieur avec une teneur d'environ 1x108 a 2x108 copies/mL. Dans la
situation ou une charge HHV-6A/B élevée est détectée, un deuxieme test sur d’autres types de cellules tels
les follicules pileux, doit étre réalisé pour confirmer ou exclure I'iciHHV-6A/B. Si ce test confirme I'absence
d’iciHHV-6A/B, le patient pourra étre traité de fagon non empirique avec des antiviraux. D’un autre point de
vue, la validation d’une infection active par g°PCR compose un défi puisqu'il existe seulement une courbe
standard internationale pour HHV-6B [175]. En général, les laboratoires médicaux utilisent leurs courbes
standards maison qui occasionnent beaucoup de variations. Heureusement, avec le développement des
technologies, il est maintenant possible de détecter le nombre de copies exactes par cellule d’'un échantillon
grace a la PCR digitale (ddPCR pour « droplet digital PCR »). Il est donc conseillé d'utiliser cette technologie
pour faciliter la détection de I'iciHHV-6A/B [176]. La méthodologie de la ddPCR et de son intérét dans un

contexte de détection des formes ciHHV-6A/B seront discutés au chapitre 1.
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3.5 Mécanismes d'intégration

A ce jour, peu d'information concernant les mécanismes de l'intégration des HHV-6A/B est connue. Puisque
lintégration des HHV-6A/B se produit aux télomeres, notre groupe a étudié si la présence de I'enzyme
responsable de la synthése de téloméres, la télomérase, était essentielle a l'intégration des HHV-6A/B.
L’étude a révélé qu'a la suite de I'utilisation de l'inhibiteur de télomérase, BRACO-19, l'intégration des HHV-
6A/B fut réduite, mais pas prévenu [117]. Ainsi, bien que la télomérase semble avoir une importance, elle
n'est pas essentielle a l'intégration d’HHV-6A/B. Cette affirmation a été validée en effectuant des essais
d'intégration dans des lignées cellulaires déficientes pour I'expression de la télomérase [116,117]. Dans un
autre ordre idée, I'utilisation d’un inhibiteur de '’ADN polymérase virale, I'acide phosphonoacétique (PAA pour
« phosphonoacetic acid »), a indiqué que la réplication des HHV-6A/B n'est pas essentielle a leur intégration
[116]. Un modele d'intégration chez un herpésvirus qui s'apparente le plus a l'intégration des HHV-6A/B est
celui du MDV, également nommé gallid herpesvirinae (GaHV-2). Le MDV est un herpesvirinae aviaire
responsable de lymphomes chez la volaille, une pathologie associée & de grosses pertes économiques dans
lindustrie aviaire [177-179]. Le MDV peut s'intégrer dans au moins 15 chromosomes différents, mais toujours
aux téloméres [180]. Il est anticipé que le MDV utilise l'intégration de son génome comme niche de latence
afin de pouvoir esquiver le systeme immunitaire puisqu'il peut s'exciser de son intégration et mener a une
phase lytique [181]. Il estimportant de mentionner la présence de TMRs aux extrémités du génome du MDV,
qui rappellent celles dans le génome des HHV-6A/B [182]. Cependant, comme les HHV-6A/B, les
mécanismes reliés a 'intégration du MDV demeurent encore incompris. Néanmoins, il a été rapporté que les
séquences TMRs du génome du MDV sont essentielles a I'intégration du virus aux téloméres [183]. Le méme
groupe de recherche, avec seulement le génome de 'HHV-6A & leur disponibilité, a alors mis en évidence la
nécessité des TMRs dans le génome de 'HHV-6A pour son intégration [184]. Il serait alors possible que le
mécanisme d’intégration soit associé a des événements de RH avec les téloméres de la cellule héte. Puisque
peu d'information est accessible au sujet de I'intégration des HHV-6A/B aux téloméres humains, I'objectif
principal de la thése est d’approfondir nos connaissances sur le sujet. Les sections suivantes ont pour objectifs
d’introduire les éléments impliqués dans la reconnaissance des cassures de I'ADN et leur réparation ainsi
que la biologie des télomeres, dans I'optique de mieux saisir quelles voies cellulaires les HHV-6A/B pourraient

manipuler afin de s'intégrer.
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4. Voies de réparation et reconnaissance des cassures de '’ADN

Le génome humain est perpétuellement victime d’agressions qui, parmi celles-ci, causent des cassures de
I'ADN. Les cassures de I'ADN représentent la forme la plus toxique de dommage a I'ADN et doivent étre
réparées promptement pour éviter le développement néoplasique des cellules ou leur sénescence
prématurée. La reconnaissance et la réparation de ces cassures impliquent une multitude de protéines de
signalisation et effectrices capables de reconnaitre un génome étranger dont celui d’un herpésvirus. A ce
sujet, le génome linéaire d’ADNdb des herpésvirus est sujet & I'activation d’une réponse aux dommages a
I'’ADN (DDR pour « DNA Damage Response ») par la cellule héte, un événement délétére pour la propagation
d’un virus. En effet, les extrémités non protégées des génomes viraux sont reconnues comme une cassure
double brin (CDB) de 'ADN. Pour y remédier, les herpesvirus circularisent leur génome et manipulent les

protéines cellulaires, notamment celles de la DDR [185-190].

4.1 Choix des voies de réparation des cassures double brins a '’ADN

La DDR génére des foyers de signalisation de dommages aux sites de cassures de 'ADN pour y mobiliser
des protéines de réparation et des protéines impliquées dans I'arrét du cycle cellulaire. Il existe deux voies
majeures impliquées dans la réparation des CDBs, la religature des extrémités non homologues (NHEJ pour
« Non-Homologous End Joining ») et la RH. Il existe également trois voies mineures pour la réparation des
CDBs basés sur 'homologie entre les séquences complémentaires : La liaison des extrémités par la voie
alternative (alt-EJ pour « Alternative-End-Joining »), I'appariement des extrémités protubérantes simples
brins (SSA pour « Single-Stranded Annealing ») et la cassure induite par la réplication (BIR pour « Break-
Induced Replication »). Le choix de la voie de réparation des CDBs est basé sur différents éléments (
) dont :

1. La phase du cycle cellulaire;

2. L’état de la CDB;

3. La terminaison de 'ADN;

4. La structure de la chromatine;

5. Le niveau de transcription de la région cassée.

En lien avec ces éléments, la phase du cycle cellulaire est I'élément dominant qui régule la voie de réparation

de ’ADN [191]. A ce suijet, la NHEJ est active tout au long de I'interphase, soit pendant les phases G0-G1, S
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et G2 alors que la RH est seulement active lors des phases S et G2 [192,193]. Outre le cycle cellulaire, I'état
de la CDB est également un facteur qui dicte le choix de la voie de réparation puisqu'une cassure franche est
un substrat pour la NHEJ [194,195]. A l'inverse, la résection excessive de 'ADN en direction 5’ vers 3’ et par
conséquent la présence d'un ADNsb en 3’ favorise la RH [196]. De plus, lors d'une CDB avec une seule
terminaison, c’est-a-dire en absence d’'une autre extrémité cassée pour mener a leur liaison, '’ADN est réparé
par homologie, plus précisément par la voie de BIR [197]. L'état transcriptionnel ou se situe la CDB dicte la
voie de réparation, et ce, en favorisant la RH lors d'une CDB & une région hautement transcrite [194,198].
Cependant, en dépit de ces éléments, c'est la présence de protéines dites « sensor » de CDBs et des

protéines médiatrices et de signalisations qui recrutent celles responsables des voies de réparation de '’ADN.

4.2 Les acteurs de premier plan lors d’une cassure de 'ADN

Les voies de la DDR et de réparation de 'ADN sont parmi les voies de signalisation la plus étudiée et dont la
compréhension demeure toutefois incompléte. De ce fait, la quantité énorme d'informations disponibles
devient parfois contradictoire. En général, une CDB est détectée par des protéines « sensor », qui recrutent
et activent les protéines de la famille des kinases phosphatidylinositol 3 (PI3K pour « phosphatidylinositol 3-
kinases ») : ATM (« Ataxia-Telangiectasia Mutated »), ATR (« Ataxia-Telangiectasia and Rad3 ») et protéine
kinase dépendante de '’ADN (DNA-PKcs pour « DNA-dependent protein kinase ») ( ). Ces protéines
de transductions du signal orchestrent la signalisation d'une cassure de 'ADN. Parmi les protéines « sensor
», le complexe d’hétérodiméres Ku70/Ku80 se lie aux CDBs franches ou avec un minimum de résection et
active DNA-PKcs. Le complexe MRN (MRE11, RAD50 et NBS1) quant a lui détecte des CDBs lors de phase
S/G2 et active la voie ATM. Dans I'ensemble, la reconnaissance de CDBs conduit a la phosphorylation du
variant de I'histone 2AX (H2AX) a la serine 139 (S139) dont la nomenclature de sa forme phosphorylée est
gammaH2AX (yH2AX). Le signal yH2AX a la Iésion est ensuite amplifié sur prés de 500 kpb le long de la
chromatine, ce qui permet le recrutement des facteurs de réparation de I'’ADN [199,200]. C'est par ailleurs
grace aux foyers yH2AX, utilisés comme marqueurs, qu'il est possible d'identifier en laboratoire la présence

de cassures a 'ADN.
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Figure 10. Résumés des voies de réparations des cassures doubles brins. La NHEJ a lieu lors de
linterphase (GO & G2) et est active en présence d’une cassure double brin (CDB) franche. La CDB est
reconnue par le complexe Ku70/80 qui active la protéine transductrice de signal DNA-PK. Les voies de la RH,
alt-EJ, SSA et BIR sont activent en phase S/G2 et en présence d'une extrémité 3’ simple brin, reconnu par le
complexe MRN qui active la protéine transductrice ATM. ATM phosphoryle I'histone 2AX (H2AX) ce qui mene
a la réparation de 'ADN. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.

4.3 La voie de religature des extrémités non homologues

La NHEJ est la voie la plus utilisée par la cellule pour réparer les CDBs puisqu’elle requiert que la liaison des
extrémités du brin cassé et, par conséquent, est plus rapide et moins exigeante au niveau énergétique.
Comme mentionné dans la section précédente, lors d’'une CDB le complexe Ku70/80 s’associe a la cassure
et recrute DNA-PK qui maintient & proximité les deux brins d’ADN cassés ( ). Puisque la liaison des
extrémités nécessite que ces derniéres soient franches, jusqu’a 5 nucléotides peuvent étre excisés [201] ou
ajoutés. A ce sujet, c’est 'état de la cassure qui commande les protéines qui vont s’y associer afin de traiter
les extrémités [202]. Dans la situation ou I'extrémité en 5’ est protubérante, la nucléase Artémis qui posséde
une activité 5" vers 3’ s’assure de générer des extrémités franches [203]. A lnverse, lors d'une extrémité 3’
en surplomb, des nucléotides sont ajoutés par les ADN polymérases p et A (pol p/A) [204]. Une fois les

extrémités d’ADNdb franches générées, elles sont liées par le complexe XRCC4-ligase IV (LIG IV) dont
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l'activité est favorisée en présence du facteur de type XRCC4, XLF (pour « XRCC4-like Factor ») et/ou le
paralogue de XRCC4 et XLF, PAXX (pour « Paralogue of XRCC4 and XLF ») [205,206]. Le produit final de la
NHEJ mene a des insertions/délétions (InDels) entre 1 a 5 nucléotides. Outre des polymorphismes de
nucléotide unique (SNP pour « Single Nucleotide Polymorphism ») et des mutations au niveau protéique, les
InDels peuvent conduire a des changements de cadre de lectures par la perte d'information ou I'addition de

nucléotides. En conséquence, la NHEJ est associée a une voie de réparation sujette aux erreurs.

cassure double brin

transformation des extrémités

| :y:

reconnaissance des cassures Artémis

A A

J G |
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synthése et ligation

recrutement de médiateurs
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Figure 11. Voie de religature des extrémités non homologues. Le complexe Ku70/80 s'associe a la CDB
franche et recrute DNA-PK. Si des nucléotides sont protubérants en 5’, Artémis est recrutée a la CDB. Dans
la situation ou la région 3' de la CDB dépasse, les polymérases A/ (A/J) synthétisent des nucléotides au
brin supérieur. Une fois les extrémités franches générées, elles sont liguées par les protéines LIGIV, XRCC4,
XLF et PAXX. Le résultat de liaison peut mener a des insertions ou des délétions (InDels) de 1 a 5 nucléotides
(nt). ©Vanessa Collin, fait & partir de BioRender.com.

4.4 Réparation de 'ADN en présence de séquences homologues

La réparation de 'ADN basée sur 'homologie des séquences est généralement réalisée par la voie majeure,
la RH. Toutefois, d’autres voies connexes dont celle de BIR, alt-EJ et SSA existent et s'opérent par la
présence d’homologies. Les étapes qui divergent entre ces voies seront abordées dans des sections
respectives. Néanmoins, elles sont initiées par le méme mécanisme de reconnaissance et de résection
primaire. En effet, en présence d'une CDB en phases S/G2, le complexe MRN reconnait la CDB, recrute et
active ATM par la partie N terminale de la protéine NBS1 du complexe MRN ( ). La liaison de NBS1
avec ATM permet a cette derniére de passer d'un état inactif (homodimere) a actif (monomere) en

s'autophosphorylant a sa sérine 1981 (S1981) [207]. Une fois active, ATM phosphoryle ses substrats, dont
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Chk2 (« Checkpoint kinase 2 ») pour engager l'arrét du cycle cellulaire et H2AX pour I'amplification du signal
et le recrutement de facteurs de réparation a la Iésion. La forme yH2AX est reconnue par MDC1, une protéine
médiatrice qui reconnait par son domaine BRCT (pour « BRCA1 C-terminal ») la S139 phosphorylée d’H2AX
[208]. En plus de se lier a yH2AX, le domaine FHA (pour « Forkhead-associated ») de MDC1 est un substrat
d’ATM [209]. Une fois phosphorylée, MDC1 se lie aux domaines FHA et BRCT de NBS1 [210,211]. Cette
liaison permet le recrutement additionnel de complexes MRN, ce qui conditionne a plus d’ATM actives et par

conséquent, une amplification du signal yH2AX [200,212].

Parallélement, les kinases dépendantes de cyclines (CDK pour « cycline dependent kinase ») favorisent la
résection excessive de 'ADN. En phase S, la présence de CDK2 initie la résection de 'ADN en activant le
complexe CtIP (pour « C-terminal Interacting Protein ») [213] par la phosphorylation de CtIP a la position
S327 et T847 [214,215]. De plus, au centre de CtIP se trouvent cing sites additionnels pour sa phosphorylation
par des CDKs (5mCDK pour S233, T245, S276, T315 et S347), ce qui permet a CtIP d'interagir avec les
domaines FHA/BRCT de NBS1 [216]. Par ce fait, CtIP s'associe au complexe MRN [217] et favorise 'activité
nucléase de MRE11 afin d’obtenir une résection minimale de 'ADN créant ainsi un ADNsb libre en 3". En
addition, la phosphorylation de CtIP a la S327 rend possible l'interaction avec BRCA1, une protéine
importante pour la RH [215,216].

4.4.1 La recombinaison homologue

La RH est une voie de réparation utilisée par les cellules méiotiques et mitotiques. Cependant, lors de la
méiose, la RH différe de celle des cellules en mitose. A ce sujet, la RH des cellules mitotiques est dite
dépendante de la synthése des brins appariés (SDSA pour « Synthesis-Dependent Strand Annealing »),
menant a une réparation non croisée (NCO pour « non-crossover ») et par conséquent sans conversion de
géne (CG). Alinverse, la RH lors de la méiose peut &tre croisée (CO pour « crossover ») ou NCO. L utilisation
d’'un CO lors de la RH conduit a la CG, responsable de I'échange génétique dans les cellules germinales.
Plus spécifiquement, il y a un enjambement entre deux chromosomes, soit 'échange de loci entre ceux-ci, un

évenement accompli lors de la reproduction sexuée [218].

En réponse a la résection de 'ADN par CtIP/MRN, 'ADNsb est protégé par la protéine RPA. Parallélement,
la protéine BRAC1 préalablement recrutée par une CtIP phosphorylée permet une plus longue résection en
recrutant les protéines EXO1, DNA2, BLM ( ). Cette résection est réalisée par les complexes MRN-
RPA-EXO1-BLM et MRN-RPA-DN2-BLM, responsables de générer un ADNsb en 3’ plus long et accessible

afin d’envahir une séquence homologue de la chromatide sceur [219]. En général, 'ADN est digéré jusqu'a
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3.5 kpb et requiert un minimum de 20-80 paires de bases (pb) d’homologie [220-222]. En plus de jouer un
réle dans la résection excessive de '’ADN, BRCA1 recrute PALB2 a ’ADNsb couvert de RPA [223]. PALB2 a
son tour engage BRCA2 et ensemble le complexe BRCA1-PALB2-BRCA2 dissocie RPA de 'ADNsb pour y
associer RAD51 [224,225]. RAD51 est une protéine de recombinaison qui entoure 'ADNsb qui a comme
quéte de trouver une séquence homologue de 20 a 80 paires de bases (pb) a partir de la chromatide sceur
[220-222]. Une fois une séquence homologue trouvée, RAD51 s'introduit a ’ADNdb de la chromatide sceur
et forme une boucle de déplacement communément appelée « D-loop ». La synthése de I'ADN incorporé
dans la « D-loop » est réalisée par 'ADN polymérase zéta et éta (poln et polC) [226,227]. Une fois 'ADN
synthétisé, elle forme une jonction d’Holliday (JH), soit une jonction en forme de « X » entre le brin d’ADN de
la chromatide sceur qui a servi de gabarit et le brin d’ADN nouvellement synthétisé qui rejoint son extrémité
cassé pour y étre lié. Cette réparation est effectuée de fagon SDSA, c’est-a-dire qu'une fois 'ADN d'intérét
copié, le brin synthétisé se dissocie de la structure « D-loop » et de la JH, une réparation sans CO et CG. Les
protéines impliquées dans la dissociation du brin synthétisé des structures secondaires « D-loop » et dJH est
le complexe BTR formée des protéines BLM, TOP3A (topoisomérase llla.) et RMI1-RMI2 (RecQ mediated
genome instability 1-2) [228,229]. D’autre part, lors de la méiose, outre la SDSA, la RH méne au CO par la
présence d’une recapture secondaire de terminaison en formant une deuxiéme JH ou double JH (dJH). Cette
recapture est réalisée par I'invasion de I'extrémité 5° du méme brin cassé dans la « D-loop ». La dJH est
résolue par le complexe de résolvases SMX (MUS81, EME1, SLX1, SLX4,XPF,ERCC1) et GEN1 qui crée

des bréches aux jonctions entre les brins afin de donner une CG lors de la reproduction sexuée [230-232].

4.4.2 La voie de BIR

La voie de BIR est active en présence d’une seule extrémité d'une cassure d’ADNdb («one-ended DSB »),
c'est-a-dire qu'il y a absence de l'autre brin de la cassure pour y joindre I'ADN recopié. Cette situation se
présente lorsqu’'une fourche de réplication rencontre une bréche ou lorsqu’une des extrémités de la CDB ne
trouve pas de région homologue [233]. Le mécanisme de BIR est mieux défini chez la levure et peu chez
humain. Ainsi, la voie de BIR chez I'humain demeure incomprise bien que de tout récents progrés ont permis
d’améliorer nos connaissances. Ces données suggerent que les étapes subséquentes sont similaires a celles
de la RH classique ( ), soit la résection d’environ 1 kpb de 'ADN en 5’ vers 3’ afin de générer un
long ADNsb, lié par RPA [234]. Les étapes qui suivent peuvent étre RAD51 dépendantes ou RAD51-
indépendantes, mais requiérent la présence de RAD52. Dans un contexte RAD51-dépendant, RAD52 permet
de dissocier la protéine RPA de 'ADNsb pour association RAD51 [235,236]. Une fois que 'ADNsb forme une

« D-loop » dans une chromatide sceur ou un chromosome a proximité avec une homologie, 'ADN est
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synthétisé de fagon unidirectionnelle par la POLD3 et POLD4 jusqu’a la fin du chromosome, pouvant atteindre
des centaines de kpb [236]. Cependant, la voie de BIR peut étre active aux téloméres et dans cette situation,
elle s'avére RAD51-indépendante et utilise RAD52 [237]. A ce suijet, il a été rapporté chez la levure que les
réparations par BIR RAD51-indépendante sont associées a la réparation de régions répétées [238].
Néanmoins, que la voie de BIR soit RAD51-dépendante ou RAD51-indépendante, elles dépendent des sous-
unités de la polymérase POLD3 et POLD4 [237]. Inversement a la RH classique, la voie de BIR est
mutagénique. A ce propos, en utilisant un rapporteur de Lys2 chez la levure, il a été observé que la réparation
par la voie de BIR méne & des changements de cadres de lectures [197]. Il est intéressant de noter que les
revues de littérature en lien avec les mécanismes potentiels associés a l'intégration d’HHV-6A/B proposent

un modéle impliquant la voie de BIR.

4.4.3 La voie SSA

La voie de la SSA conduit a la résection de I'ADN jusqu’a I'obtention de séquences complémentaires d’environ
20 pb entre les deux brins cassés qui s'apparient ensemble par la présence de RADS2 [239]. Les nucléotides
non homologues aux extrémités 3’ sont retirés par le complexe XFP/ERCC1 [240] alors que ceux manquants
sont ajoutés par un ADN polymérase et ensuite ligués. A ce jour, les informations concernant la polymérase
et la ligase impliquée dans cette voie demeurent inconnues. Ensemble, les informations connues sur cette
voie suggerent que c'est une voie sujette a la perte d'information et aux erreurs [241]. Pour ces raisons, la
voie SSA est utilisée comme voie de sauvetage par la cellule lorsque RAD51 est absente. De plus, la SSA
semble avoir lieu particulierement en présence de séquences répétées [242,243], mais differe des voies
précédentes puisqu’elle ne requiert pas de longues régions d’homologies entre deux chromatides pour

permettre la réparation ( ).

4.4.4 La voie alt-EJ

La voie alt-EJ s’apparente a la NHEJ et la SSA. Bien que cette voie soit encore incomprise, les extrémités de
la CDB sont d'abord liées par PARP-1 [244] et digérées par les complexes CtIP/MRN qui générent un brin
d’ADNsb en 3’ de 20-100 pb ( ) [245]. Cette résection permet d’'exposer des séquences de
microhomologies dont I'alignement de 2 & 20 nucléotides entre les deux brins complémentaires en 3’ est
réalisé par PARP-1, MRN et la polymérase théta (pol6) [246]. Les séquences non homologues en 3’ sont
retirées par les nucléases ERCC1/XFP et FEN1 [240,247]. Les brins peuvent ensuite étre ligués entre eux

par le complexe XRCC1-ligase 3 (LIGIII) [248]. La réparation de 'ADN par la alt-EJ est alors responsable
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d’'InDels de plus de 5 nucléotides et par conséquent, peut se traduire par des changements de cadres de

lectures ou de la perte d’information [249].
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Figure 12. Schéma de la signalisation lors d’une cassure double brin a ’ADN en phase S/G2 et des
voies de réparation par homologies. A) Une cassure double brin (CDB) est reconnu par le complexe MRN
(MRE11, RAD50, NBS1) qui active la kinase ATM. L'activation d’ATM méne a son autophosphorylation ainsi
qu’a la phosphorylation du variant d’histone 2AX (YH2AX) et la kinase de point de contréle Chk2. L'activation
de Chk2 cause l'arrét du cycle cellulaire. La forme yH2AX est reconnue par MDC1 qui est a son tour
phosphorylé par ATM et reconnu par NBS1. L'interaction MDC1/NBS1 améne des complexes MRN
supplémentaires aux sites de dommages et causes une amplification du signal YH2AX qui sera reconnu par
les protéines de voies de réparation de 'ADN. Parallélement, la présence de CDK active CtIP par sa
phosphorylation, ce qui active la nucléase du complexe MRN. De plus, BRCA1 reconnait CtIP phosphorylée.
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B) En présence de longues séquences d’homologies, une résection excessive est réalisée par les protéines
DNA2, BLM et EXO1. L'ADNsb en 3’ est protégé par RPA et le complexe BRCA1/BRCA2/PALB2 améne
RAD51 aux dommages pour déposer RAD51 sur 'ADNsb. Lors de la voie de BIR, RAD52 déplace RPA pour
laisser RAD51 se charger sur '’ADNsb. Le complexe d’ADNsb/RAD51 envahi ’ADNdb de la chromatide sceur
ol 'ADN est synthétisé et 'invasion est résolu (HR et BIR). C) En présence de microhomologies, la cellule
répare I'ADN par la alt-EJ ou par la SSA en recrutant PARP1. Les microhomologies entre les brins
complémentaires sont alignées par PARP1 (alt-EJ) ou RAD52 (SSA). L'ADN non complémentaire en 3’ de
I'alignement est clivé et les brins sont synthétisés et ligués par la présence des protéines XRCC1, FEN1, pol
0, LIG lll (alt-EJ) ou ERCC1, XPF et une ligase (LIG) (SSA). ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.

5. Les télomeres

Les cellules eucaryotes, differemment des procaryotes, ne circularisent pas les extrémités de leur génome
afin d'étre protégées d'éventuelles attaques par des nucléases. Au lieu, les eucaryotes protégent leur génome
en adoptant une structure présente a toutes les terminaisons des chromosomes, les téloméres. La
caractérisation des extrémités chromosomique chez I'humain a débuté en 1988 lors d’un criblage d’une
bibliothéque d’ADN répétitifs humains. Le séquengage a permis de générer une sonde pour la microscopie a
fluorescence a la suite de FISH sur des étalements de métaphases afin d’observer la distribution des
séquences répétées dans les chromosomes [250]. Cette structure nucléoprotéique que sont les téloméres
sert a la fois de zone tampon pour protéger contre la perte d'information génétique, mais sert également a

empécher des recombinaisons délétéres entre des extrémités des différents chromosomes d’'une cellule.

5.1 Structure des téloméres

5.1.1 Composition en acides nucléiques

Les téloméres représentent une structure nucléoprotéique, c'est-a-dire qu'ils sont composés de protéines et
d’acides nucléiques. Leurs séquences nucléiques sont composées d’hexaméres (TTAGGG), pouvant varier
entre 5 a 15 kpb chez 'humain [250]. La terminaison en 3’ des téloméres est définit par une séquence riche
en nucléotides G d’environ 50 a 200 pb. Cet ADNsb riche en G permet aux téloméres d’adopter une structure
tridimensionnelle en forme de boucle nommée une « t-loop » ( ) [251]. La génération d’'une « t-loop
» se fait par linvasion de 'ADNsb dans une région complémentaire de 'ADNdb télomérique. Ainsi, la
formation d'une boucle aux terminaisons des chromosomes empéche la reconnaissance de I'ADN

télomériqgue comme étant une CDB. En outre, par des techniques de microscopie électronique, il a été
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possible de mettre en évidence que le maintien de la « t-loop » était mis en place par la présence d’'un

complexe protéique, le complexe shelterin ( ) [252,253].

5.1.2 Les protéines des télomeres — le complexe shelterin

Le complexe shelterin comprend les six protéines suivantes : TRF1 (« Telomere Repeat Binding Factor 1 »),
TRF2 (« Telomere Repeat Binding Factor 2 »), POT1 (« Protection of Telomeres 1 »), TPP1 (« shelterin
complex subunit and telomerase recruitment factor 1 »), RAP1 (« TRF2 Interacting Protein 1 ») et TIN2 («
TRF1 Interacting Nuclear Factor 2 »). Ensemble, le complexe nucléoprotéique que forment les téloméres
exécute des fonctions de structure, de maintien de l'intégrité génomique ainsi que du maintien de la division

cellulaire.

5.1.3 Structures secondaires aux télomeéres

Les régions génomiques riches en séquences répétées sont souvent propices a la formation de structures
secondaires ( ). Une structure secondaire fréquente aux téloméres est la formation de G4
(quadruplex de guanines) dont les nucléotides G du brin riche en G se lient ensemble par des liaisons
hydrogénes et créent une structure encombrante pour 'ADN polymérase lors de la réplication de 'ADN
télomérique [254]. Dans un contexte de transcription, les téloméres peuvent étre transcrits en TERRA
(Telomeric repeat-containing RNA), un long ARN non codant impliqué dans la régulation de la longueur et de
I'état de I'hétérochromatine des téloméres [255,256]. Ces TERRA peuvent causer des « R-loops », le résultat
d’hybrides ARN:ADN [257]. Outre les acides nucléiques, le complexe shelterin peut également étre une
source d'instabilité lors de la réplication des télomeres si ses protéines ne se détachent pas pour laisser
passer la fourche de réplication, notamment pour dissocier la « t-loop ». Ces structures créent du stress lors
de la réplication des téloméres et doivent étre rapidement résolues afin de ne pas causer la sénescence ou

une réparation non souhaitée.
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Figure 13. Représentation de la structure des télomeéres. A) Schéma qui représente les téloméres aux
extrémités des chromosomes. Les téloméres sont composés de plusieurs hexaméres TTAGGG ainsi qu'une
terminaison d’ADN simple brin (ADNsb) en 3’ riche en nucléotides G. L'ADNsb en 3’ sert a former la « t-loop
» par une « D-loop » dans I'ADN double brin du télomére. B) Protéines qui composent le complexe shelterin
afin de maintenir la « t-loop » aux télomeres. C) Structures secondaires (G4, R-loop, TERRA et les protéines
shelterin) retrouvées aux télomeres lors de la réplication de 'ADN. ©Vanessa Collin, fait a partir de
BioRender.com.

5.2 Fonctions des télomeres

5.2.1 Intégrité génomique et prolifération cellulaire

Le réle principal des téloméres est dans l'intérét de prévenir la perte de l'information génétique du génome
[258]. Lorsqu’une cellule réplique son génome précédant la division cellulaire, une partie des séquences
nucléiques se perd en raison de I'incapacité de 'ADN polymérase a synthétiser I'extrémité 3’ du brin discontinu
( ) [259]. Pour y remédier, la cellule exprime la télomérase, un complexe composé de plusieurs
sous-unités, dont la transcriptase inverse TERT (« Telomerase Reverse Transcriptase ») également appelée
hTERT chez I'humain et la TERC (« Telomerase RNA component »). Une fois le complexe assemblé, la
hTERT synthétise I'’ADN en utilisant TERC comme gabarit, ceci permet la synthese des séquences TTAGGG
aux terminaisons des chromosomes [260]. L'expression maximale de la hTERT est détectée dans les cellules
germinales, les cellules souches embryonnaires et les cellules leucocytaires. En revanche, une fois les

cellules différenciées en cellules somatiques, son expression est atténuée et devient éventuellement nulle
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[261]. Par conséquent, les séquences des téloméres servent de région tampon pour éviter une perte
d'information génétique. A cet effet, les téloméres agissent comme une horloge moléculaire qui dicte le
pouvoir réplicatif d’'une cellule puisque 50 a 100 pb sont perdus a chaque division cellulaire. Lorsque la
longueur des téloméres atteint le seuil critique de 13 hexaméres, la cellule devient alors sénescente et cesse

de se diviser, contribuant au vieillissement [262].

5.2.2 Prévention des dommages et entretien des télomeres

Le deuxiéme réle des téloméres provient de la présence du complexe shelterin ( ). En absence des
protéines shelterin, 'ADNdb des téloméres n’est pas protégé et est pergu comme une CDB. L’activation de
la DDR aux téloméres méne & la nucléation de protéines de signalisation dont 53BP1, yH2AX et MRN qui
ensemble forment des TIFs (« Telomere Dysfunction-Induced Foci »), appréciables par microscopie de

fluorescence [263]. Le résultat d'une réparation de 'ADN aux télomeres peut :

1. Mener a la fusion des chromosomes, un phénotype nommé le « end-to-end fusion chromosome »;

2. Mener a la recombinaison des chromosomes aux télomeres avec la chromatide sceur (« Telomere
Sister Chromatid Exchange ») ou un chromosome a proximité.

Les phénotypes de ces réparations sont observables par étalement de chromosomes en métaphase marqués
au DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) [264,265]. Ces réparations créent de l'instabilité génomique dans les
cellules ce qui peut provoquer une sénescence prématurée ou le développement néoplasique des cellules.
Ainsi, les protéines shelterin sont présentes pour coordonner ces mécanismes aux télomeres ( ). A
ce propos, la protéine TRF2 forme des homodimeéres qui lient directement les séquences télomériques et
empéche la reconnaissance de CDBs en inhibant directement la protéine kinase ATM [253]. Récemment, une
étude remarquable du groupe de de Lange souligne I'importance de TRF2 a elle seule parmi le complexe
shelterin pour former la « t-loop » [253,266]. La protéine POT1 lie TADNsb dont I'extrémité libre riche en G en
3’ et est impliquée dans le blocage de la voie de reconnaissance des cassures simple brin en inhibant ATR
[267]. Or, ce complexe protéique ne protege pas seulement contre les mécanismes de reconnaissance de

cassure a ’ADN, mais contribue également a la régulation de la réplication et la longueur des téloméres.

Les protéines shelterin sont également importantes pour pallier le stress réplicatif causé par les structures
secondaires ( ). A cet égard, elles engagent des protéines accessoires et effectrices. L'importance
de TRF1 dans la réplication des téloméres fut supportée par la génération de téloméres fragiles dont la
fourche de réplication est perdue dans les cellules déficientes pour TRF1 [268]. TRF1 régne au maintien de

la réplication des téloméres par le recrutement de la protéine BLM (« Bloom Syndrom ») aux G4. D’autres
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protéines shelterin peuvent jouer un réle dans la résolution des G4 dont TRF2 qui recrute de I'hélicase WRN
(« Werner Syndrom ») ou par POT1 qui empéche la formation de G4 en se liant a '’ADNsb [269-271]. Afin
de dissocier la « t-loop » pour permettre le passage de la fourche de réplication, TRF2 recrute 'ADN hélicase
RTEL1 (« Regulator of Telomere Lenght 1 ») ou WRN qui dégagent la « t-loop » en dissociant la « D-loop »
de 'ADNdb [272,273]. En absence de cette dissociation, TRF2 recrute SLX4 (« Structure Specific
Endonuclease Subunit ») et créer I'excision de la « t-loop », menant ainsi a un cercle télomérique
extrachromosomique ( ECTR pour « Extrachromosomal Telomere-Repeats ») et un télomére plus court [274].
TRF1 peut également participer a 'ouverture de la « t-loop » par le recrutement de BLM [268]. Les « R-loops
» quant a eux peuvent étre résolues par TPP1 qui recrute UPF1 (« Regulator of Nonsens Transcripts 1 »),
une ATPase ARN/ADN-dépendante et hélicase [275]. Une fois les structures secondaires éliminées, la

fourche de réplication peut continuer la synthése de I'ADN.
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Figure 14. Schéma résumant les fonctions des téloméres et des protéines shelterin. A)
Raccourcissement des téloméres & la suite de la division cellulaire. Lorsque les téloméres sont trop courts,
les cellules arrétent de se diviser (sénescence) et meurent éventuellement. B) Bref schéma des roles des
protéines shelterin. C) Identification des protéines shelterin impliquées dans la résolution de structures
secondaires. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.
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5.3 Maintien des téloméres

5.3.1 Elongation des téloméres par la télomérase

Une fois les cellules différenciées (cellules somatiques), I'expression de la hTERT diminue graduellement
jusqu’a son inhibition totale avec I'age, a I'exception des cellules souches et des lymphocytes [276]. Une fagon
pour une cellule de se transformer en cellule néoplasique est par 'expression de la hTERT afin de se diviser
indéfiniment [277]. Différents acteurs peuvent y jouer un role en se liant sur le promoteur de hTERT. C'est le
cas pour les facteurs de transcription c-MYC, Sp1 (« specificity protein 1 ») et MAPK ( « Mitogen-activated
protein kinase ») qui possédent des sites des liaisons dans le promoteur hTERT [278]. En général, une fois
liés au promoteur, ils induisent I'acétylation des histones H3 et H4 au niveau de la chromatine autour du

promoteur hTERT, ce qui méne a l'activation de la transcription de hTERT [279,280].

5.3.3 Voie alternative de I'élongation des téloméres

En dépit de I'absence de I'expression de hTERT, 10 a 15% des cancers parviennent a allonger leurs télomeres
par un mécanisme alternatif d’élongation des téloméres (ALT pour « Alternative Lengthening of Telomeres
»). On observe chez ces cellules la présence de hauts niveaux de RH aux téloméres, des téloméres de
longueurs trés hétérogenes, la perte de fonction de protéines de remodelage de la chromatine ATRX (« Alpha-
Thalassemia X-Linked Syndrome Protein ») et DAXX (« Death Domain-Associated Protein »), de hauts
niveaux de transcrits TERRA, une forte présence d’'ECTR, des échanges de téloméres entre chromatides
sceurs et la présence d'« ALT PML-Nuclear Bodies » (APBs) aux télomeres. Les PML-NBs qui composent
les ABPs sont formés par des monoméres de la protéine PML qui, lorsqu’aux télomeres, s’y trouve avec des
protéines impliquées dans la voie DDR, dans la RH ainsi que des protéines shelterin [281-283]. La
composition et la fonction des PML-NBs seront plus détaillées dans la partie 6. D’autre part, les ECTRs
peuvent étre divisés en « T-circles » (séquences télomériques circulaires riches en nucléotides T) et en « C-
circles » (séquences télomériques circulaires riches en nucléotides C) ( ). Ces ECTRs sont des
produits de I'excision de la « t-loop » & la suite des évenements de résolution et de recombinaison des
télomeres lors de leur réplication. Ces résolutions donnent naissance a des ADNdbs circulaires (« T-circles
») ou des ADNsbs circulaires («C-circles »). Les « C-circles » sont par ailleurs utilisés comme un marqueur
additionnel pour la caractérisation des cellules ALT, bien qu'ils soient aussi observés chez les cellules

souches embryonnaires [284-286].
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Le mécanisme d'élongation des téloméres dans ces cellules implique des événements de RH ( )
[287]. Plusieurs études supportent 'hypotheése que I'élongation des téloméres par le mécanisme ALT est
réalisée par ['utilisation des « C-circles » comme gabarit pour la voie de BIR ( ) [284]. Les
événements qui activent la voie BIR aux téloméres semblent étre associés au stress réplicatif. En effet, les
cellules cancéreuses sont sujettes aux stress réplicatifs, et ce particulierement aux télomeres en raison des
structures secondaires. Ainsi, lors d'un stress réplicatif, la machinerie de réplication de I'’ADN s’arréte afin de
recruter les éléments essentiels a la résolution. S'il arrive que la fourche soit arrétée trop longuement, une
CDB sera larésultante. Dans d’autres situations, la cellule passe a la phase mitose avant méme d'avoir réparé
l'obstruction. Dans cette circonstance, la cellule utilise le mécanisme de synthése de 'ADN lors de la mitose
(MiDAS pour «Mitotic DNA Synthesis ». A ce sujet, il a récemment été observé que I'élongation des téloméres
dans les cellules ALT pouvait se produire a la suite du stress réplicatif de fagon BIR dépendante lors de
MIDAS [288]. Deux études subséquentes supportent cette possibilité suite a I'observation de foyers yH2AX
aux télomeres suite a des étalements de métaphases de cellules ALT+ [289] et suite a la présence de foyers
de synthése de I'ADN aux téloméres dans des cellules synchronisées en mitose [290]. Au point de vue
moléculaire, lors de I'arrét a la fourche qui génere une seule extrémité libre, TADNSsb riche en G peut se lier a
I'ADN des « C-circles » qui servent de gabarit. L'invasion de '’ADNsb dans un « C-circle » s’en suit alors de

la réplication de I'ADN par le mécanisme BIR sous forme de RCA [284].
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Figure 15. Elongation des téloméres dans les cellules ALT. A) Présence de « T-circles » et « C-circles »
ala suite de la recombinaison des téloméres par la formation d’'une « t-loop ». Les « T-circles » sont composés
d’ADNdbs et les « C-circles » sont riches en aDNsbs télomérique. B) Mécanisme d’élongation des téloméres
par la recombinaison de I'extrémité en 3’ de '’ADNsb d’un télomére & celui d'une chromatide sceur ou d’'un
chromosome a proximité, par le mécanisme de BIR. C) Mécanisme d'élongation des télomeéres par
recombinaison de I'extrémité en 3' de 'ADNsb en utilisant un « C-circle » comme gabarit, suivant un
mécanisme de BIR. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.
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6. Les corps nucléaires de la protéine de la leucémie promyélocytaire

Les corps nucléaires de la protéine de la leucémie aigué promyélocytaire (PML-NBs pour « Promyelocytic
Leukemia protein — Nuclear Bodies ») se présentent comme des structures subnucléaires ou des organelles
sans membrane dans lesquelles se trouvent, de fagon permanente et transitoire, diverses protéines cellulaires
[291]. Ces corps nucléaires ont longtemps été considérés comme des endroits de stockages de protéines,
sans fonctions pertinentes associées. Cependant durant la derniére décennie, différents groupes de
recherche ont mis en évidence que ces structures nucléaires exercent diverses fonctions, suggérant leur
importance pour 'homéostasie cellulaire et génomique. En effet, selon le stress présent dans une cellule, les
PML-NBs participent a la régulation de mécanismes tels que des réponses antivirales, le cycle cellulaire,
I'apoptose, la sénescence, l'inflammation pour n’en énumérer que quelques-uns [292). Les PML-NBs peuvent
réguler la transcription et la traduction des genes, la réponse aux dommages a I'ADN ainsi que la réparation,
le maintien des téloméres, la séquestration de protéines, la transduction de signal et surtout ils servent
d’'endroit pour des modifications post-traductionnelles (PTM pour « Post Translational Modification ») de
protéines [293-295]. A ce suijet, les PML-NBs sont considérés comme une plaque tournante pour une PTM
en particulier, la SUMOylation. Ainsi, avant d’aborder la composition et les fonctions des PML-NBs plus en

détail, il est important de définir la SUMOylation.

6.1 La SUMOQylation, au cceur des PML-NBs

Par définition, la SUMOylation est la liaison covalente d’'une petite protéine modificatrice de type ubiquitine
(SUMO pour « Small Ubiquitin-Like Modifier ») d’environ 10 kDa, a un résidu de lysine dans la séquence
d’acides aminés d'une protéine cible. Au niveau fonctionnel, la SUMOylation d’une protéine peut mener a
I'activation ou l'inhibition de sa fonction, elle peut influencer sa stabilité et sa localisation cellulaire et elle
permet de former un réseau d'interactions protéiques. Pour ces raisons, la SUMOylation est impliquée dans
la majorité des mécanismes cellulaires. Les étapes de la SUMOylation ressemblent & celles de
I'ubiquitinylation, c'est-a-dire qu'elles impliquent 'ouvrage de trois enzymes : E1 (activation), E2 (conjugaison)
et E3 (ligase). Ces enzymes menent a I'attachement d’une protéine SUMO a une protéine cible ( ).
La SUMOylation d’'une protéine débute par le clivage d’'une SUMO immature par une protéase SUMO/sentrine
spécifique (SENP pour « sentrine/SUMO-specific protease ») afin de rendre les résidus diglycines (G-G) en
C terminal de SUMO accessibles. Une fois exposés, les résidus G-G forment un lien thioester avec une
cystéine (Cys) du complexe d’activation E1, formé des hétérodimeres SAE1/SAE2. La présence d'ATP

permet & E1 d’activer la SUMO et d’assurer son transfert a 'enzyme de conjugaison E2, Ubc9 (« Ubiquitin
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conjugating enzyme 9 »), par transeterification sur une Cys d’E2. A son tour, E2 assure la liaison d'une
protéine SUMO active sur une lysine d’une protéine cible. La présence d'une enzyme E3 SUMO ligase
augmente l'efficacité et la spécificité de cette étape en interagissant directement avec Ubc9 et la protéine
cible [296]. Un lien covalent entre la partie C terminale de SUMO et un groupe consensus d’acides aminés
est a l'origine de la liaison entre la protéine cible et la protéine SUMO. Ce site consensus est composé de y-
K-X-E, ol y représente un acide aminé hydrophobe, K une lysine, X un acide aminé aléatoire et E un acide
glutamique. Ainsi, une protéine peut étre SUMOylée par la présence d’'un complexe Ubc9-SUMO ou, par la
présence d'un site pouvant lier une E3 SUMO ligase dont cette derniére s'associe a une Ubc9-SUMO a
proximité. A propos des protéines E3 SUMO ligase, elles font partie de la famille TRIM (« Tripartite Motif »)
dans laquelle les protéines possédent un domaine RING (« Really Interesting New Gene ») [297]. Les E3,
par leur domaine RING, se lient a Ubc9 en formant le complexe Ubc9-SUMO-E3 prét a modifier une protéine
cible [298]. A ce suijet, le site responsable pour la liaison d'une E3 SUMO ligase & une protéine cible est
associé au motif d'interaction SUMO (SIM pour « SUMO Interacting Motif »). Un SIM peut non seulement lier
une E3 SUMO ligase, mais peut aussi lier d'autres protéines SUMOylées ou une protéine SUMO libre
[299,300]. La présence d'un SIM peut influencer I'activation/inhibition d’'une fonction d’'une protéine, le niveau
de SUMOylation d’une protéine et ainsi que ses partenaires d’interactions [301-304]. La séquence consensus
d’'un SIM se définit par la présence d'une séquence d’acides aminés hydrophobes tels que des valines (V) et
des isoleucines (I). Enfin, la SUMOylation est une modification réversible et il peut donc y avoir une

deSUMOylation des protéines par la présence de protéases SUMO [296].

Il existe plus d’une protéine SUMO, soit les paralogues SUMO-1, SUMO-2/3, SUMO-4 et SUMO-5. Le
paralogue SUMO-1 est retrouvé plus en abondance et est exprimé de fagon continue dans les cellules. Les
paralogues SUMO-2/3 partagent 97% d'identité entre eux, 50% avec SUMO-1 et sont exprimés en présence
de stress cellulaires qui peuvent endommager des protéines dont des protéines de choc thermique [305]. Par
exemple, la conjugaison de SUMO-2/3 a des protéines lors de choc thermique permet d'influencer le
repliement des protéines impliquées dans ce stress, de réguler la transcription, la traduction, la dégradation,
lapoptose, etc [306]. A ce jour, il n’existe aucun anticorps spécifique & SUMO-2 ou SUMO-3 et pour cette
raison, ceux-ci sont souvent référés par SUMO-2/3. De plus, SUMO-2/3 possedent dans leurs séquences
d’acides aminés des sites accepteurs de SUMO (K7, K11, K21 et K33) leur permettant de faire du « SUMO-
branching », autrement appelé de la poly-SUMOylation [307]. La formation d’une chaine poly-SUMO favorise
la reconnaissance d’ubiquitine spécifiques a la reconnaissance des protéines SUMOylées (STUbL pour «
SUMO targeted Ubiquitin E3 SUMO Ligase ») [308]. Ce n’est que récemment que les paralogues SUMO-4
et SUMO-5 ont été découverts et leur fonction et utilité demeurent a étre déterminées. En revanche, leur

expression semble spécifique aux tissus [309]. SUMO-4 est exprimée dans les reins, la rate, le placenta et
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les ganglions lymphatiques tandis que SUMO-5 est associé aux lymphocytes du sang périphériques
[310,311]. En sommes, tous les éléments impliqués dans la SUMOylation peuvent se trouver dans les PML-

NBs, un compartiment cellulaire qui favorise cette PTM.
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Figure 16. Etapes de la SUMOylation d’une protéine. Une SUMO immature devient mature par la présence
de protéase qui permet d’exposer les diglycines (GG) de SUMO. En présence d’ATP, la SUMO peut étre
activée en liant ses GG au complexe de I'enzyme E1 SAE1/SAE2. Une fois activés, les GG de la SUMO sont
conjugués a I'enzyme E2 Ubc9. En présence d’enzyme E3, 'Ubc9 chargée d'une SUMO s'y lie ce qui permet
de transférer la protéine SUMO a une lysine (K) d’une protéine cible (substrat) en liant les GG de SUMO. En
présence de protéase, la SUMOylation est réversible. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.

6.2 PML et la formation des PML-NBs

Les PML-NBs sont formés par des monoméres de la protéine PML ainsi que par ses partenaires d'interaction.
La protéine PML est issue du géne PML qui possede neuf exons et dont son cadre de lecture permet la
transcription de différents transcrits par épissage alternatif. A ce fait, il existe six isoformes nucléaires de PML
(PMLI — PMLVI) et un isoforme cytoplasmique (PMLVII). lls ont en commun les 418 premiers acides aminés,
c'est-a-dire de I'exon 1 a I'exon 4 et ceux nucléaires partagent les exons 1 a 6 [312]. Ainsi, ils différent en C
terminal, mais tous peuvent de former des PML-NBs. Puisqu'il n’existe pas d’anticorps spécifique aux
isoformes, les études mentionnent rarement les isoformes impliquées sauf lorsque ceux-ci sont étudiés
individuellement par expression transitoire. La composition protéique de PML I'associe a la famille TRIM dont
la structure générale possede un domaine RBCC (« RING/box/coiled-coiled »). Le domaine RBCC de PML
comprend I'exon 1 & 3 [312]. De plus, tel que mentionné dans la section précédente, les protéines de la famille
TRIM possédent un domaine RING, associant PML a une fonction E3 SUMO ligase [313,314].
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En laboratoire, a la suite d’un marquage par immunofluorescence, on observe qu’en moyenne les cellules de
mammiféres possédent de 5 a 30 PML-NBs par cellule [315]. Récemment, a I'aide de technique LLP (« liquid-
liquid phase »), les étapes primaires de la formation des PML-NBs ont été mises en évidence (Figure 17)
[316]. Celles-ci débutent par un lien covalent bisulfite de monoméres de PML oxydés, suivi d’'une liaison non
covalente entre les domaines RBCC, ce qui forme la coquille des PML-NBs. Contrairement aux autres E3
SUMO ligases, PML recrute Ubc9 par sa tetramérisation au lieu d’une dimérisation [314,317]. Le recrutement
d'Ubc9 a PML conduit a la SUMOylation de PML et fortifie la liaison des monomeéres de PML. Dans ce
contexte, PML est SUMOylée sur trois sites SUMO accepteurs (K65/K160/K490) et posséde un site SIM dans
son exon 7 (VVV) [318,319]. Enfin, le volume des PML-NBs est proportionnel au stress cellulaire qui méne
au recrutement de partenaires d'interaction par des interactions SIM/SUMO. Mise a part PML, les protéines
SP100 (« Speckle protein of 100 kDa ») et DAXX font partie intégrante des PML-NBs, toutes les deux
impliquées dans le controle de I'expression des genes par des fonctions des répressions [303,320,321].
Jusqu'a présent, 170 protéines au sein des PML-NBs ont été identifiées [291]. Pour cette raison, les PML-
NBs peuvent occuper des réles dans divers processus. Bien qu’en laboratoire la délétion de PML ne conduit
pas a la létalité, son absence cause toutefois des effets délétéres sur la stabilité du génome, soulignant son
importance dans le maintien de l'intégrité de 'ADN [322-324]. Les paragraphes suivants aborderont

seulement 'implication des PML-NBs dans les réponses aux dommages a 'ADN et la réponse antivirale pour

la nécessité de la thése.
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Figure 17. Formation des PML-NBs. Deux monoméres de PML s’associent par leur domaine RBCC. La
formation de tétrameres est réalisée par deux liens bisulfites entre deux diméres de PML. La présence de
tétrameres de PML recrute I'Ubc9 qui SUMOyle PML. La SUMOylation de PML permet de former un plus
grand corps nucléaire par des interactions SIM/SUMO entre les protéines PML et des partenaires
d'interaction. Figure inspirée de [325]. ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.
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6.3 Les PML-NBs, des régulateurs des réponses aux dommages a '’ADN

Dans un contexte de dommage a I'ADN, les PML-NBs sont considérés des acteurs importants pour leur
implication dans la reconnaissance des cassures de 'ADN, mais aussi dans la réparation. Lors d’une cassure
de I'ADN, PML est phosphorylée par les kinases ATM, ATR et Chk2. Cette phosphorylation créer une
augmentation accrue de la formation de PML-NBs [326,327]. Par ailleurs, Dellaire et collegues [328] ont
rapporté la formation des PML-NBs dose réponse dépendante suite a des dommages causés par des
irradiations et des rayons UV. Au sein de ces PML-NBs se trouvent des protéines de la DDR qui y transitent
de fagon dynamique [328]. De plus, importance de PML dans la DDR a été soulignée par la génération de
lignées cellulaires dont le géne PML a été supprimé [329]. Dans un contexte télomérique, les PML-NBs qui
s’y associent ont souvent été considérés comme un marqueur de cellules ALT pour la présence d’APBs. Dans
ces cellules, les APBs sont composés des protéines télomériques TRF1 et TRF2 ainsi que des protéines de
la réparation de 'ADN dont NBS1, RPA, BLM, RAD52 et BRCA1 [283,288,330,331]. Cependant, il a été mis
en évidence que les téloméres courts et endommagés de cellules non néoplasiques étaient également
décorés par des PML-NBs [322]. En absence de PML, les cellules non néoplasiques possédent des TIFs,
indicateur de dommages aux téloméres [332]. D’autre part, en utilisant un systéme rapporteur de la RH dans
des lignées sauvages et déficientes en PML, le groupe de Brenneman a souligné I'importance de PML. Dans
cette étude, les cellules dépourvues de PML ne démontraient pas d’activité du systéme rapporteur de la RH
[333,334]. En somme, les PML-NBs aux télomeres servent de foyers de DDR et de la RH.

6.4 Les PML-NBs et la réponse antivirale lors d'infections aux herpésvirus

Lors d’une infection virale, la premiére ligne de défense de I'organisme est réalisée par la production et la
sécrétion de cytokines comme des interférons (IFN). Il existe trois familles d'IFNs, les IFNs type | (IFNo et 8),
les IFNs type Il (IFNy) et les IFNs de type Il (1). L'activation de la transcription d’IFNs débute par la
reconnaissance de motifs moléculaires associés a des pathogenes (PAMP pour « Pathogen-Associated
Molecular Patterns ») par un PRR. Par exemple, lors d’une infection par un virus a ADNdb qui se trouve dans
le cytoplasme, un PRR reconnait un PAMP et active les facteurs de transcription IRF3 et/ou IRF7 [335-337]
( ). L'activation de ces facteurs de transcription méne a leur translocation du cytoplasme au noyau
et a la transcription, la production et la sécrétion d'IFNa ou 3 [338,339]. Une fois dans le milieu extracellulaire,
les IFNa/p se lient a leurs récepteurs cellulaires présents a la surface membranaire (IFNAR pour IFNou/3 ou
IFNGR pour IFNy). La liaison d'un IFN a son récepteur active les tyrosines kinases tyk2 et JAK1 qui

phosphorylent les protéines STAT1 et STAT2 afin de former des homodiméres de STAT2 ou des
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hétéromdimeres STAT1/STAT2 [340]. Ces dimérisations forment le facteur de croissance 3 stimulé a I'lFN
(IRGF3 pour « IFN-stimulated growth factor 3 ») en se liant avec I''lRF9 dans le cytoplasme. L'IRGF3
transloque ensuite au noyau ou il se lie aux promoteurs de génes stimulés a I'lFN (ISG pour « IFN stimulated
genes »). En somme, la voie JAK/STAT promeut la restriction virale par I'activation de la transcription des

génes stimulés a I'lFN.

IFN-a
IFN-B

extracellulaire
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Figure 18. Bref résumé de la voie de signalisation de I'interféron de type I. Lors d’une infection, un
récepteur de reconnaissance de patrons (PRR) détecte la présence d’un virus a ADN. Cette reconnaissance
méne & la phosphorylation et la dimérisation d'IRF3 et IRF7 et transloquent au noyau aux promoteurs des
génes de l'interféron (INF) B et a respectivement. L'INFo/ sont sécrétés dans I'espace extracellulaire et se
lie a son récepteur a la surface membranaire d’une cellule. Une fois une molécule de I'INFo/p lie son
récepteur, JAK1 et YK2 s’activent et phosphoryle STAT1 et STAT2. Cette phosphorylation méne a des
hétérodimeres STAT1/STA2 et des homodimeres STAT1/STAT1 qui transloquent au noyau afin d’activer la
transcription des génes stimulés a l'interféron (ISGs). ©Vanessa Collin, fait a partir de BioRender.com.

En présence d'un pathogéne, les PML-NBs jouent un réle dans la réponse immunitaire intrinséque [341,342].
A ce sujet, la transcription de PML est activée et augmentée en réponse & I'INF(. Non seulement I'INF active
la transcription de PML (considéré un ISG), mais les PML-NBs participent a 'activation de la transcription des

INFB [343]. Ainsi, en présence d'infection, les interférons induisent la transcription du gene PML gréace aux
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éléments qui agissent en aval des facteurs de transcription de I'INF, STAT et IRF3/IRF7 [344,345]. De son
c6té, PML induit la synthése d’INF3 en augmentant son expression par I'activation d’'IRF3 [343,346]. De plus,
a l'intérieur des PML-NBs logent des joueurs importants dans la restriction virale soit SP100, DAXX et ATRX.
Lors des évenements précoces d'infection, les PML-NBs s’associent aux génomes de plusieurs virus, ce qui
méne & l'inhibition de I'expression des génomes viraux par des protéines liées a la chromatine [347-349]. Les
génomes de certains virus possédent des histones cellulaires avec des PTM, ce qui permet au génome viral
d’étre reconnu par des protéines de la chromatine pour la répression ou I'expression des génes viraux a
lintérieur des PML-NBs [350,351]. Ainsi, les PML-NB peuvent agir au niveau de la régulation de la

transcription des génomes viraux a la suite de leur chromatinisation et au niveau de la signalisation d’'IFN.

L’effet inhibiteur des PML-NBs sur la réplication virale a été validé pour certains herpésvirus en diminuant in
vitro 'expression de PML [349,352,353]. Dans le cas d’'HHV-6A, sa réplication est nettement augmentée en
utilisant une lignée cellulaire dont I'expression des protéines DAXX, SP100 et PML a été diminuée [353].
Différents herpésvirus détruisent l'intégrité des PML-NBs par I'expression de diverses protéines dont les
protéines IE majoritairement. En effet, lors de I'infection par HSV-1, CMV, EBV et KSHV, leur génome et les
protéines IE s'associent aux PML-NBs [354,355]. C'est le cas de la protéine BZLF1 de 'EBV [356]. Dans
d’autres cas, la SUMOylation est utilisée par le virus afin de manipuler la réponse a I'lFN de la cellule héte
pour éviter une réponse immunitaire contre ce dernier [357,358]. Chez 'HSV-1, son ubiquitine ligase, ICPO,
cible des protéines SUMOylées cellulaires et deSUMOyle PML, ce qui compromet la structure des PML-NBs
[359]. Dans le cadre de 'hCMV, sa protéine IE1 empéche la SUMOylation de novo de PML et de SP100
tandis que sa protéine virale pp71 dégrade DAXX et déplace ATRX des PML-NBs [360-362]. En plus des
herpesvirus s'ajoutent des protéines d’adénovirus, des papillomavirus, de polyomavirus et de rétrovirus qui
s'associent aux PML-NBs afin de les détruire [363]. Cependant, il a été démontré qu'lE1 des HHV-6A/B
s'associe aux PML-NBs sans compromettre leur intégrité sans toutefois avoir évalué le réle ou l'impact de

cette association.

44



7. La protéine précoce immédiate 1 des HHV-6A/B

Les protéines IE, issues des locus IE-A et |[E-B, représentent les premiéres exprimées suivant l'infection par
un herpesvirus et servent a établir un environnement favorable a la réplication virale. Le loci IE-A posséde
plusieurs transcrits d'épissage alternatif [39,104,364]. Parmi ce locus, les protéines IE1 et IE2 sont issues
d'épissage alternatif entre U89 et U90 dans le cas IE1 et U86/87 et U90 pour IE2 [42,103]. Le transcrit d'IE1
de 'HHV-6A (IE1A) est de 2.8 kpb et celui d'lE1 de 'HHV-6B (IE1B) est de 3.2 kpb, dont la traduction résulte
en protéines composées de 941 et 1078 acides aminés, respectivement. En effet, les protéines IE1A et IE1B
(IE1A/B) partagent seulement 62% d’homologie en acides aminés et 72% de similarité au niveau de la

composition génique.
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Figure 19. Schéma du transcrit de la protéine IE1B. La protéine IE1 est issue des cadres de lectures U89
et U90 du loci IE-A. Une fois épissé, TARNm de 3.3 kpb est traduit en 1078 acides aminés. IE1B posséde un
domaine de liaison @ STAT2 ainsi qu’une lysine pouvant lier une protéine SUMO (K802). ©Vanessa Collin,
fait a partir de BioRender.com.

Lors de l'infection par HHV-6A/B, les protéines IE1A/B sont les premiéres exprimées. Leurs transcrits ’ARNm
peuvent étre détectés dés 2 heures suivant l'infection et la protéine est produite et exprimée dans le noyau
aprés 4 heures d'infection [365,366]. L'observation de la cinétique d'infection par immunofluorescence a
permis d'apprécier le phénotype d'IE1A/B dans le temps. En effet, les foyers IE1A/B se présentent en forme

ponctuelle dans le noyau [366,367]. Au cours de l'infection, le nombre de foyers est réduit, mais leur volume
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augmente [366]. Des 12 heures suivant l'infection, 8 a 10 foyers peuvent étre observés, ce qui est réduit a 1
ou quelques plus gros foyers aprés 24 heures d'infection. A 72 heures et 96 heures, la présentation des foyers
est mixte due a la réinfection de nouvelles cellules. IE1A/B demeurent des protéines dont les réles sont peu
connus. Puisqu’elles partagent que 62% d'identité, il est anticipé qu’lE1A/B exercent des fonctions différentes.
En 1994, il a été démontré qu’lE1A, mais pas IE1B, active des promoteurs hétérologues, dont celui du virus
de type 1 de la leucémie humaine des LTs (HTLV1 pour « Human T-cell Lymphotropic Virus Type 1 »)
[132,368]. D'autre part, IE1A/B modulent la réponse immunitaire en empéchant la signalisation de I'INF3
[365]. Plus spécifiquement, IE1A/B affectent la translocation d'IRF3 au noyau et, par conséquent, la liaison
d'IRF3 au promoteur d'INF-B [365]. En revanche, IE1B mais pas IE1A se lie a STAT2. Cette liaison
IE1B/STAT2 transloque le complexe au noyau et empéche STAT2 de former I'ISGF3 et par conséquent
empéche la transcription de protéines impliquées dans la réponse a I'INF-B. Ce domaine d’lE1B se situe a la
position protéique 455 a 496, soit 41 acides aminés [369]. La fonctionnalité de cette région a été validée en

générant un hybride d'IE1A avec la région 455-496 d’'IE1B sous-clonée [369].

A ce jour, il est connu qu'IE1A/B peuvent étre phosphorylées & des résidus sérines/tyrosines, toutefois le rle
de la phosphorylation de ces protéines n'a jamais été évalué [366]. Outre la phosphorylation, IE1A/B
possédent des sites pour la SUMOylation [366,367]. Des analyses in sillico on permit d'identifier des sites
potentiels de SUMOylation pour IE1A (K665) et IE1B (K802) [370]. En revanche, seulement I'importance du
site K802 d'lE1B pour la SUMOylation a été vérifiée et validée. A ce jour, le role ou 'importance de la

SUMOylation pour les protéines IE1A/B demeure inconnu.
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Problématique, contexte, hypothése et objectifs de recherche

L'intégration d’HHV-6A/B est un mode de latence utilisé par ces herpésvirus afin de persister chez leurs hotes.
Il 'est connu quHHV-6A/B s'intégrent spécifiquement aux téloméres des chromosomes humains par la
présence de TMRs & chaque extrémité de leur génome viral. Bien que la présence de ces séquences soit
essentielle pour lintégration d’'HHV-6A, suggérant un évenement de recombinaison homologue, le
mécanisme fondamental et les facteurs impliqués ne sont pas connus. En 2014, le Dr Flamand est allé
peaufiner ses connaissances au niveau de la biologie des téloméres, dans le laboratoire du Dr Eros Lazzerini-
Denchi au Scripp Research Institute & San Diego en Californie. Durant sa sabbatique, il a observé la présence
de foyers de la protéine IE1 d'HHV-6A/B (IE1A/B) aux téloméres de la lignée cellulaire immortalisée U20S.
Particulierement, il avait noté I'association des foyers IE1A/B avec les PML-NBs dans ces cellules. En
paralléle, il s'est familiarisé avec la biologie des télomeéres, plus particulierement au niveau du complexe
protéique aux téloméres, le complexe shelterin. Depuis, le laboratoire du Dr Flamand s’est outillé pour étudier
les protéines d’'HHV-6A/B aux téloméres ainsi que le complexe shelterin. Ala lumiére de ces nouvelles notions
apportées au laboratoire, mon réle était de définir des facteurs impliqués dans l'intégration I’ HHV-6A/B et ce,

en gardant un intérét particulier pour IE1A/B.

Contrairement aux autres herpésvirus, la protéine IE1A/B s'associe aux PML-NBs lors de l'infection sans
détruire leur structure. Cependant, I'impact ou I'importance de cette association tant au niveau cellulaire que
viral n’est pas connu. Outre leur réle dans l'immunité cellulaire intrinséque, les PML-NBs sont essentiels pour
Ihoméostasie télomérique en s’associant aux téloméres endommagés afin d'y réparer les dommages. A cet
égard, il est connu que les PML-NBs sont importants pour I'élongation des télomeéres des cellules U20S par
le mécanisme d’ALT, un mécanisme impliquant la recombinaison homologue des téloméres. Considérant
l'importance des séquences TMRs pour l'intégration d’HHV-6A, I'hypothése est que I'intégration ’HHV-6A/B

aux télomeéres de la cellule hote est réalisée par recombinaison homologue.

Quatre objectifs ont été fixés pour cette these :
1) Caractériser I'association d'IE1B avec les PML-NBs dans un modéle cellulaire favorable a
lintégration d’'HHV-6B et de définir 'importance des PML-NBs dans l'intégration d’'HHV-6B.
2) Caractériser l'association d’lE1A avec les PML-NBs dans un modéle cellulaire favorable a
lintégration d’HHV-6A, définir Iimportance des PML-NBs dans l'intégration d’HHV-6A et comparer

les résultats a ceux obtenus avec HHV-6B.
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3) Caractériser I'importance de la protéine shelterin majeure, TRF2, dans l'infection et l'intégration
d’HHV-6A/B.

4)  Définir un role pour IE1B dans un contexte de dommage et de réparation de I'’ADN.

Bien que les génomes d’HHV-6A/B sont trés rapprochés au niveau des séquences nucléiques, il est
préférable d'étudier ces deux virus individuellement afin d’atteindre des objectifs réalistes et éviter la
confusion. Dans I'ensemble, les objectifs fixés ont été atteints, bien que d’autres études exhaustives doivent

étre réalisées afin de définir le mécanisme de l'intégration d’'HHV-6A/B.
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1.1 Résumé

L'herpésvirus humain de type 6B (HHV-6B), un béta-herpésvirus, intégre son génome aux téloméres des
chromosomes humains. Cependant, les protéines cellulaires et virales impliquées demeurent inconnues.
Nous démontrons qu'une protéine cellulaire, celle de la leucémie promyélocytaire (PML) formant des corps
nucléaires (PML-NBs), s'associe aux téloméres avec la protéine |IE1 d’HHV-6B. Nous rapportons
l'augmentation des niveaux de SUMOylation d'IE1 en présence de PML et avons identifié un motif
d'interaction avec une protéine SUMO dans la séquence d’acides aminés d’lE1, essentiel pour sa distribution
nucléaire, sa SUMOylation globale et 'association aux PML-NBs. En outre, en utilisant des lignées cellulaires
déficientes pour PML, nous avons fait I'observation originale que PML favorise 'intégration d’'HHV-6B dans
les chromosomes. Ensemble, nous avons démontré que les PML-NBs sont importants pour la
multiSUMOylation d'IE1 et jouent un réle important dans l'intégration d’HHV-6B dans les chromosomes, une

stratégie développée par HHV-6B pour maintenir son génome dans son héte sur de longues périodes.
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1.2 Abstract

Human herpesvirus 6B (HHV-6B) is a betaherpesvirus capable of integrating its genome into the telomeres
of host chromosomes. Until now, the cellular and/or viral proteins facilitating HHV-6B integration have
remained elusive. Here we show that a cellular protein, the promyelocytic leukemia protein (PML) that forms
nuclear bodies (PML-NBs), associates with the HHV-6B immediate early 1 (IE1) protein at telomeres. We
report enhanced levels of SUMOylated IE1 in the presence of PML and have identified a putative SUMO
Interacting Motif (SIM) within IE1, essential for its nuclear distribution, overall SUMOylation and association
with PML to nuclear bodies. Furthermore, using PML knockout cell lines we made the original observation
that PML is required for efficient HHV-6B integration into host chromosomes. Taken together, we could
demonstrate that PML-NBs are important for [E1 multiSUMOylation and that PML plays an important role in
HHV-6B integration into chromosomes, a strategy developed by this virus to maintain its genome in its host

over long periods of time.
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1.3 Introduction

Human herpesvirus 6B (HHV-6B) is a betaherpesvirus infecting nearly 90% of the population worldwide. HHV-
6B is the etiologic agent of exanthem subitum, a childhood disease whose symptoms include fever, occasional
skin rash and respiratory distress [1]. Following primary infection, HHV-6B enters in latency. In
immunocompromised patients such as hematopoietic stem cell transplantation recipients, HHV-6B frequently
reactivates from latency and can cause serious medical complications [2—4]. During latency, most herpesviruses
maintain their genome as a circularized episome. Episomes of some herpesviruses (EBV and KSHV) can be
tethered to human chromosomes, ensuring the transfer of the virus genome to both daughter cells following cell

division [5,6]. Thus far, the state of the HHV-6B genome during latency remains elusive.

Importantly, HHV-6B can readily integrate its genome into host chromosomes [7-9]. HHV-6B integration can
take place in various chromosomes but invariably occurs within the telomeric region [10-12]. Telomeres are
non-coding (TTAGGG), hexanucleotides present at the chromosome termini. They protect chromosomes
against the loss of genetic information by preventing the recognition of chromosome ends by the DNA damage
response (DDR) machinery. Moreover, they serve as a buffer zone to prevent premature cell senescence due
to the end replication problem of the cellular DNA polymerase. Interestingly, HHV-6B can integrate into the
chromosomes of germinal cells and upon fertilization, the resulting embryo will carry a copy of the viral genome
in every cell [8]. The resulting individual will transmit the integrated HHV-6B to half of its descendants. Such
individual harbors one or more integrated copy of HHV-6B per cell and are referred to as inherited
chromosomally-integrated HHV-6B (iciHHV-6B) subjects [3,13]. Large-scale studies have identified iciHHV-6 as
a predisposing factor for angina pectoris as well as pre-eclampsia in pregnant women [14,15]. Viral integration
into telomeres has been suggested to be an alternative mechanism to maintain the HHV-6B genome during
latency [11] as reported for the highly oncogenic Marek’s disease virus [16]. For an integrated viral genome to
reactivate, replicate and form new virions, the integrated genome must remain whole. In support, the integrated
HHV-6B genome is generally intact and conserved without any gross rearrangements or mutations [17].
Furthermore, the integrated HHV-6B genome can express genes and lead to complete viral reactivation
[2,10,18,19]. Until now, viral, or cellular proteins involved in HHV-6B integration remains to be fully characterized.
In a recent report, we have provided evidence that the telomeric shelterin protein TRF2 is required for efficient
integration of HHV-6A and HHV-6B [20].

An interesting candidate that is potentially involved in HHV-6B viral integration is the immediate-early (IE) 1
protein (IE1) [21-23]. IE1 regulates early (E) gene expression and plays important roles in the replication of the

virus during the Iytic phase. Moreover, it establishes a favorable environment by manipulating PML-Nuclear
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bodies (PML-NBs) which are part of the cellular antiviral defense [24]. In the context of a viral infection, PML-

NBs have been shown to repress replication of several viruses in collaboration with SP-100 and DAXX.

PML-NBs are found mostly in the nucleus and contain large quantities of the PML protein [25,26]. Many
herpesviruses have established ways to overcome this antiviral mechanism by degrading or manipulating PML-
NBs. For instance, herpes simplex virus 1 (HSV-1) encodes the E3 ubiquitin ligase ICP0 that conjugates ubiquitin
to PML and induces its degradation [27,28]. The IE1 of human cytomegalovirus (hCMV) de-SUMOylates PML-
NBs resulting in PML redistribution and inhibits PML de novo SUMOylation [29]. PML-NBs are also involved in
DNA damage repair. Marchesini et al. demonstrated that PML is essential for telomere maintenance in non-
neoplastic cells, as cells undergo apoptosis in absence of PML after DNA damage at these sites [30]. Intriguingly,
IE1 has been shown to colocalize with PML during HHV-6B infection without inducing the dispersal of PML-NBs

[21-23,31]. However, the biological relevance of this PML-IE1 interaction remains unknown.

Considering that 1) PML localizes at telomeres, 2) PML-NBs associate with DNA repair proteins and 3) viral
integration occurs at telomeres, we hypothesized that PML plays a role in HHV-6B chromosomal integration.
Here we show that PML-NBs are an important site for multiSUMOylation of IE1. We also identified motifs
providing that multiSUMOylation state proven to be essential for its nucleation and association with PML-NBs.
We also demonstrate that IE1 not only localizes with PML, but also with the host telomeres. Lastly, we provide

evidence that PML plays a role in HHV-6B chromosomal integration.

1.4 Results

1.4.1 IE1 associates with PML

Immediate early proteins of herpesviruses are the first expressed upon infection. We and Stanton et al. [23] have
previously shown that IE1 of HHV-6B is found to localize with PML throughout infection, without destroying these
nuclear bodies [20]. In this paper we found that the number of IE1 foci colocalizing with PML increases as
infection progresses, as indicated by a higher Mander’s coefficient of colocalization (MCC) at 72h of infection,
compared to 24h (Figure 1.1A). Moreover, by comparing the volume of PML foci in non-infected (NI) relative to
HHV-6B infected MOLT-3 cells (Figure 1.1B) we conclude that the mean volume of PML foci is enhanced after
72h of infection. Mean IE1 foci volume also increased as infection progressed (Figure 1.1B). Hence, the
presence of HHV-6B does not disrupt or degrade PML-NBs formation but likely cause their fusion, in agreement
with our previous results [21]. These experiments were performed in T lymphoblastoid cells fully permissive to

HHV-6B Iytic infection. We have previously shown that U20S and Hela cells are semi-permissive to infection
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with HHV-6B DNA replication occurring in a minority of cells, despite considerable expression of IE and E
proteins [32]. Both cell lines have been extensively used by our group to assess HHV-6B integration [20,33-35].
We studied whether ectopically expressed IE1 would be found associated with PML in these cells and in the
absence of other viral proteins (Figure 1.1C). 3D reconstitutions of deconvoluted immunofluorescence (IF)
images (right column) show that IE1 mostly colocalizes with PML (represented in yellow color). As control, we
used the IE2 protein that also displays a punctate nuclear distribution. However, the fact that the only anti-IE2
antibody available is specific for HHV-6A IE2 [36] prevented us from using HHV-6B IE2 as control. Unlike IE1,
the majority of IE2 did not colocalize with PML. A scatter plot graph quantification for the MCC of deconvoluted
acquisitions indicates that IE1 colocalizes almost perfectly with PML compared to |E2A (Figure 1.1D).
Considering that PML is a family of proteins (n=7) sharing common NH, terminals with varying C-terminal
lengths, we studied the colocalization of IE1 with PML I-VI nuclear isoforms. |E1 was found to colocalize with all
PML nuclear isoforms (Figure S1.1) suggesting that IE1 recognizes a motif within a region of the NH; terminus

common to all PML isoforms.

Using co-immunoprecipitation assay, we were unsuccessful in pulling down |E1 in association with PML,
suggesting either a weak or a lack of physical interaction between these two proteins. We therefore made use
of the BiolD system that identifies close proximity interactors within a 10 nm radius [37]. This system takes
advantage of the fusion between a protein of interest with a biotin ligase, BirA. Following the addition of biotin,
interactors are marked with biotin and they can be pull-down and analyzed by mass spectrometry (MS). Stable
U20S cell lines expressing doxycycline (Dox)-inducible BirA-GFP (as control) or BirA-IE1 were generated. Left
panels of Figure 1.1E show BirA-GFP and BirA-IE1 expression after Dox treatment. Right panels of Figure 1.1E
show biotin labeling of proteins following Dox treatment. In BirA-GFP expressing cells, biotinylation was
observed throughout the cell, following the cellular distribution of BirA-GFP. In BirA-IE1 expressing cells,
biotinylation was restricted to a few foci, similar to the distribution of BirA-IE1. BirA-IE1 colocalized with PML,
indicating that the fusion partner did not affect the ability of IE1 to localize with PML (Figure 1.1F). Using BiolD,
we could immunoprecipitate biotinylated PML in the presence of BirA-IE1, confirmed by the detection of PML by
mass spectrometry (Figure 1.1G). Taken together, these results indicate that the majority of IE1 colocalizes with

PML and it does so in the absence of any other viral factors.
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Figure 1.1 - IE1 associates with PML during infection and in the absence of other HHV-6B proteins. (A)
Confocal microscopy of IF images representing PML-NBs in non-infected (NI) MOLT-3 cells and infected with
HHV-6B for 24 and 72h, acquired at 40X. Colocalization is presented for each time point. PML was detected
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using anti-PML with an anti-mouse-ALEXA-488 antibodies (green) and infected cells were detected with IE1
expression using anti-IE1-ALEXA-568 (red). (B) Graph showing the volume of PML and IE1 foci during infection.
*P<0.01; **P<0.006, Kruskal-Wallis test (One-Way ANOVA with multiple comparisons). (C) Confocal microscopy
of IF images representing ectopically expressed IE1 colocalizing with endogenous PML in U20S cells, acquired
at 63X. Cells were transfected with pcDNA4/TO-IE1B, pcDNA4TO-IE2A or pcDNA4/ TO (EV: Empty Vector)
vectors for 48 hours. IE1 and PML were detected with the same antibodies used in Figure 1.1A. |[E2 was
detected using anti-IE2-ALEXA-568 (red). 3D reconstitutions of deconvoluted acquisitions show perfect
colocalization of IE1 with PML, represented by the yellow color. (D) Graph of MCC of IE1 (n=39) and IE2A (n=12)
foci colocalizing with PML. Each dot represents a nucleus. ****P<0.0001, Mann-Whitney test. (E) U20S-Flp-In
TREX cells were co-transfected with pcDNAS/TO expression vectors containing FLAG-BirA-GFP or FLAG-BirA-
|E1B with pOG44 (flipase) and selected with hygromycin (250ug/ml) and blasticidin (50ug/ml). IF confirms BirA-
GFP and BirA-IE1B expression (Flag) and biotinylation of proteins (Streptavidin-HRP-594) when induced with
doxycycline. (F) Stable U20S-BirA-GFP and U20S-BirA-IE1 cells were induced or not with doxycycline and
colocalization of IE1 with PML is demonstrated following PML and FLAG labelling. (G) Volcano plot of IE1
specific interacting partners following mass spectrometry and a Fisher's Exact test to identify specific IE1
interacting partners. PML was one of the specific interacting IE1 partner, compared to BirA alone, with a p value
of P<0.0034.

1.4.2 Expression of PML influences hyperSUMOylation of IE1

Next, we wanted to study how PML might recruit IE1 at PML-NBs and what effect it could have on IE1. PML is
well-known for recruiting partners via SUMO-SUMO-Interacting Motif (SIM) interactions. PML-NBs are also a
hotspot for SUMO modifications as proteins implicated in the SUMOylation process are found at PML-NBs [38—
41]. We have previously shown that I[E1 of HHV-6B is SUMOylated on lysine 802 (K802) [22]. To expand on
these results, we have studied SUMOylation of IE1 in HEK293T cells overexpressing PML-I and HA-SUMO-1.
HEK293T cells express low to no levels of PML and are easily transfectable [42]. Immunoprecipitation of IE1
followed by western blot for HA-SUMO-1 allowed us to detect HA-SUMO conjugated IE1 (Figure 1.2A).
Expression of PML-I resulted in hyperSUMOylation of IE1, defined by a second and higher molecular weight
SUMO-1-IE1 protein. SUMO-SUMO branching, resulting in polySUMOylated proteins [22,43]. To evaluate
whether the formation of PML-NBs is directly responsible for [IE1 SUMOylation, we generated a PML protein that
can no longer form PML-NBs. We introduced a L73E mutation in the RING domain of PML-I (PML-I:L73E), a
mutation proven to be essential for the tetramerization of PML monomers to form PML-NBs (Figure 1.2C) [44].
Compared to endogenous PML and ectopically expressed WT PML-I, PML-I:L73E has a diffuse nuclear pattern
that does not allow the formation of PML-NBs (Figure 1.2D). We next determined if hyperSUMOylation of IE1
observed in Figure 1.2A was the results of SUMO-branching. Upon overexpression of WT PML-I, SUMO-IE1
was detected with all three SUMO paralogues (Figure 1.2E). Also of interest, hyperSUMOylated IE1 was only
detected in the presence of WT PML-I and SUMO-1 but not with SUMO 2/3 or in the presence of PML-I:L73E.
This suggests that hyperSUMOylation is not the result of SUMO-2/3 branching on IE1. Moreover, IE1 requires
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the presence of PML-NBs to be hyperSUMOylated. These findings argue for the existence of more than one

SUMO acceptor sites on IE1. Hence hereforward, hyperSUMOylation of IE1 will be referred to as

multiSUMOylation.
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Figure 1.2 - Presence of PML-NBs leads to hyperSUMOylation of IE1. (A) HEK293T cells were co-
transfected at a ratio of 1:1:1 with pCMV2N3T-HA-SUMO-1: pDEST-MYC-PML-I: pcDNA4/TO or pcDNA4/TO-
|E1B plasmids. After 48h cells were collected and lysed in RIPA buffer. A portion (10%) of the lysate was used
to monitor protein expression (input). The remaining portion of the lysate was used for [E1 immunoprecipitation.
IE1-SUMO-1 conjugates were detected using anti-HA antibodies. In presence of PML, SUMOylation of [E1 is
enhance and that is shown by the presence of a second IE1-SUMO-1 band. (B) lllustration representing possible
SUMOylation states of protein. Once mature, a SUMO protein is charged on a E1 activating enzyme and then
transferred to a E2 conjugating enzyme. The SUMO-E2 complex can directly SUMOylate a protein on its
acceptor lysine (K). Following conjugation to E2, the SUMO-E2 complex can be bound by a E3 SUMO ligase
that will facilitate the discharge of the SUMO protein on the acceptor site of a target. The presence of a E3
SUMO ligase can influence or help reach those different levels of SUMOylation where polySUMOylation is
realized by the presence of SUMO-2/3 paralogues that possess SUMO acceptor sites. (C) Scheme illustrating
major domains and modification sites of PML protein. Leucine at position 73 allows the attachment of monomers
of PML to form a tetramer, essential for the formation of PML-NBs [44]. (D) IF images representing the different
PML-I phenotypes after transfection of PML-I WT or PML-I RING domain mutant (PML-I:L73E) in U20S PML-*
cells. PML RING mutant lost the ability to form nuclear bodies. (E) HEK293T cells were co-transfected at a ratio
of 1:1:1 with pPCMV2N3T-HA-SUMO-1/SUMO-2 or SUMO-3: pCMV-MYC-PML-I: pcDNA4/TO or pcDNA4/TO-
|E1B plasmids. Cells were collected and processed as in (A). Enhancement of SUMOylation of IE1 is PML-| WT
and SUMO-1 dependent. These results are the representation of three independent experiments (n=3).

1.4.3 MultiSUMOylation of IE1 is sequence motif and PML-NBs dependent

SUMOylation of a protein on its SUMO acceptor site can be influenced by the presence of a SUMO-Interaction
Motif (SIM) that binds free SUMO or a SUMOylated protein in a non-covalent manner, allowing a change in the
function or localization of a protein [45,46]. Using in silico analyses, we have identified putative SIM sites at
position 573-575 (VVV) and position 775-777 (VIV) (Figure 1.3A and Figure S1.3). To characterize the
importance of these sequence motifs, we generated IE1 mutants by substituting the VVV or VIV sites by AAA,
a mutation reported to abolish the binding of SUMO to SIM sites [47,48] (Figure 1.3A). We have also generated
from these mutants a point mutation in which the known SUMO acceptor site, K802, was substituted to an
arginine (K802R). Upon immunoprecipitation of WT IE1, we could detect robust SUMO-1 conjugation (Figure
1.3B). In contrast, SUMOylation of the 77°AAA”"” mutant was much weaker while SUMOylation of the 573AAASS
mutant was equivalent to that of WT IE1. Complete loss of IE1 SUMOylation was observed with the
IE1775AAAT7:K802R double mutant. Residual SUMOylation was observed with the IE1573AAA575:K802R mutant,
arguing for the existence of a SUMO acceptor site other than the previously reported K802 [22]. IE1 with both
putative SIM sites mutated, also displayed residual SUMOylation (Figure 1.3B). Taking into account the low
level of endogenous PML expression in HEK293T cells [42] no multiSUMOylation of IE1 was detected in the
absence of PML overexpression. The experiments were therefore repeated in HEK293T cells overexpressing
PML-| (Figure 1.3C). In the presence of PML-I, multiSUMOylation of WT IE1 was observed and lost with the
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TISAAATTT mutant, arguing in favor of a role for the VIV sequence motif in the multiSUMOylation process of IE1
by PML-l. Consistent with results of Figure 1.3C, mutation of the 573VVV57 had no effect on the
multiSUMOylation of IE1 in presence of overexpressed PML-I. Overall, multiSUMOylation of IE1 in the presence
of PML-| is greatly affected by mutation of the putative 775VIV777 SIM site. Moreover, and consistent with results
of Figure 1.3B, IE1 SUMOylation was lost with the 7SAAA”"7: K802R double mutant. Of interest, SUMOylation
of IE1 could be detected with the K802R mutant, indicating the presence of an additional SUMO acceptor site
on IE1 (Figure 1.3D). Taken together, our results indicate that in the presence of PML-NBs, multiSUMOylation
of IE1 is observed and is dependent on the presence of the putative 772AAA7"7 SIM site.
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Figure 1.3 - Putative IE1 Sumo-Interacting Motif site is important for multiSUMOylation in presence of
PML. (A) Scheme and table of potential SUMO acceptor sites and SUMO-interacting motifs (SIM) of IE1 and
the nomenclature of the generated mutants. (B) HEK293T cells were co-transfected with a ratio of 1:1:1 of
pCMV2N3T-HA-SUMO-1: pcDNA4/TO-IE1B WT, mutants or control: no plasmid, expression vectors. Cells were
collected and processed as in Figure 1.2. The sequence motif at position 77°AAA”"" and the lysine at position
802 are essential for SUMOylation of IE1. (C) HEK293T cells were co-transfected with a ratio of 1:1:1 of
pCMV2N3T-HA-SUMO-1: pcDNA4/TO-IE1B WT, mutants or control: PML, expression vectors. Cells were
collected and processed as in Figure 1.2A. The sequence motif at position 775AAA”7 and the lysine at position
802 are essential for higher SUMOylation state of IE1. (D) Western blot of WT and K802R SUMOylation of IE1
in HEK293T overexpressing or not PML-I. Cells were collected and processed as in Figure 1.2A.
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1.4.4 MultiSUMOylated IE1 contributes to nuclear bodies accumulation

Until now, it was unknown how IE1 manages to agglomerate into distinct foci within the nucleus. Thereupon, we
next studied the phenotypes of IE1 mutants. Figure 1.4A shows that WT IE1 forms dot-like patterns (punctate)
in the nucleus. However, when analyzing the phenotype of IE1:7°AAA7":K802R, we observed two types of
patterns. One pattern had small dot-like foci with a slightly diffuse signal. The other pattern was a diffuse IE1
nuclear distribution. Quantification of these patterns in U20S cells indicates that I[E1:77°AAA”"7:K802R forms less
IE1 foci compared to WT (Figure 1.4B). This indicates that SUMOylation of IE1 is important for IE1
oligomerization. We next wanted to look at the colocalization of WT IE1 and IE1:775 AAA7":K802R with PML.
Because the signal of IE1:"75AAAT7:K802R foci were less abundant and diffused, we could not determine the
MCC. From a qualitative point of view, Figure 1.4C shows in 3D that the colocalization of IE1 mutant is similar
to the WT, after deconvolution and subtracting the diffuse pattern. We next looked at the ability of
IE1:775AAA7"":K802R to form nuclear bodies (NB) with PML by comparing the volume of PML and |E1 foci
(Figure 1.4D). Presence of WT IE1 resulted in greater PML foci volumes. In the presence of IE1:775AAA™:
K802R the mean volume of the PML foci was comparable to that of the empty vector (EV) condition. Similarly,
the mean volume of the IE1 foci was much larger for WT IE1 relative to the IE1:7SAAA77:K802R mutant. Taken
together, the presence of PML-NBs causes multiSUMOylation of IE1 which could be responsible for the

formation of a protein network, resulting in larger NBs at PML-NBs (Figure 1.4E).
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Figure 1.4 - MultiSUMOylated IE1 contributes to nuclear bodies accumulation. (A) Confocal microscopy
showing IF images of patterns of IE1 in U20S transfected with WT IE1 and 775AAA777:K802R mutant. (B) Graph
showing the quantification of pattern in U20S between WT IE1 (n = 85) and 775AAA”"":K802R mutant (n=32).
Total IE1* nuclei were counted and divided in three categories: punctate, tiny dots/diffuse and totally diffuse
patterns. Data were normalized on 100. "“P<0.0001, chi-square. (C) Deconvoluted IF of IE1 WT and
TSAAATT7:K802R mutant, 48 hours post-transfection. (D) Graph representing the volume of each PML and IE1
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foci per nucleus with EV (n=24) WT IE1 (n=45) and "7°AAA”"":K802R mutant (n=20) ""P<0.0001, chi-square.
(E) Hypothesis of interacting network of IE1 following multiSUMOylation by PML. MultiSUMOylation of IE1 in
PML-NBs allow the recruitment of SIM-containing interacting partners at the additional SUMOylated site of IE1,
resulting in bigger nuclear bodies.

1.4.5 PML is required for efficient HHV-6B chromosomal integration

Considering that IE1 colocalizes with PML, is multiSUMOylated in the presence of PML-NBs and that a
significant proportion of PML-NBs are present at telomeres (Figure S1.4), the site of HHV-6B integration, we
wanted to study the role of PML in HHV-6B integration. We generated PML knockout (KO) U20S cells using the
CRISPR-Cas9 technology involving guide RNAs targeting a sequence in exon 1 of PML (Figure $1.5). Following
transfection and selection of cells, the deletion of a part of exon 1 resulting in a pre-mature STOP codon was

confirmed by sequencing (Figure $1.5).

U20S PML** and PML" cell lines (Figure 1.5A) were infected with HHV-6B and integration frequencies were
assessed four weeks post infection by droplet digital PCR, as described previously [33] (Figure $1.6). The
percentage of integrated HHV-6B determined following ddPCR analysis indicated that the HHV-6B integration
frequency was significantly reduced in both U20S PML-* cell clones tested (Table 1-1). Next, we addressed
whether the observed reduction in integration frequencies could be a consequence of increased lytic viral
replication in PML-- cells, as it was recently described for lymphoblast cells infected with HHV-6A [31]. Results
indicate that there is no difference in the number of HHV-6B genome copies between U20S PML** and PML™*
cells 24h post infection (Figure 1.5B).

HeLa LT PML* cells were also generated using the same procedure used for the U20S cells. As additional
control, PML expression was restored in HeLa LT PML" clone #1 (Figure 1.5C). This was achieved by
transducing the PML-- cells with the lentivirus PML-I. In the absence of PML, HHV-6B integration frequencies
were lower in both clones tested compared to HeLa LT PML** cells and recovered upon restoration of PML
(Table 1-2). As with U20S cells, there was no difference in the HHV-6B genome copy numbers between HelLa
LT PML** and PML" cells 24h post infection, suggesting that the absence of PML does not enhance HHV-6B
ability to replicate in semi-permissive U20S and HeLa LT cells (Figure 1.5D). Collectively, our data demonstrate

that PML is required for efficient HHV-6B integration in two distinct cell types.
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Figure 1.5 - Absence of PML affects HHV-6B integration efficiency. (A) IF images of PML expression in WT
and PML" U20S cells. PML is shown in green. (B) PML** and PML- cells were infected at a MOI of 1 with
HHV-6B and were collected at day 0 and 24 hours and cellular DNA was extracted. A gPCR was done to
determine the number of copies of HHV-6B by using primers for U65-66 gene for HHV- 6B and RPP30 as a
cellular reference gene. Data presented are the mean of three independent experiment and were analyzed using
the Mann-Whitney test. P>0.05 (not significant). (C) IF images of PML expression in WT, PML"- and PML-"- +
PML-I HelLa LT cells. PML is shown in green. Restored expression of PML was done in HeLa PML- clone 1.
HeLa PML-- clone 1 cells were transduced with a lentivirus expressing PML-| (pLenti-PML-1). After hygromycin
selection, HeLa LT PML**, HeLa LT PML", HeLa LT PML"clone 1-PML restored were used for IF and for
integration assay. (D) HeLa LT PML**, PML"- and HeLa LT PML"clone 1-PML restored were infected at a MOI
of 1 with HHV-6B. Cells were processed as in Figure 1.5B. P>0.05 (not significant).
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Table 1-1. Importance of PML for HHV-6B chromosomal integration in U20S cells.

U20S % of cells with integrated HHV-6B * (n) **  p value

U20S PML ** 1.96+0.0570 (9450)
U20S PML #clone 1 0.86+0.2273 (33320) <0.0001
U20S PML *clone 2 0.90+0.08639 (33110) <0.0001

* meanzSD of three independent cultures
** total number of analyzed cells

Table 1-2. Importance of PML for HHV-6B chromosomal integration in HeLa cells.

Hela % of cells integrated HHV-6B * (n) ** p value
HelLa PML ** 2.66+0.8822 (32790)
HeLa PML *clone 1 1.23+0.5894 (43030) <0.0001
HeLa PML - clone 2 1.86+0.0796 (14480) <0.0001
HeLa PML “clone 1 +PML restored 2.63+0.5729 (30516) ns

* meanzSD of three independent cultures
** total number of analyzed cells

1.4.6 IE1 colocalizes at telomeres during HHV-6B infection

It is known that most PML-NBs can be found at telomeres of Alternative Lengthening of Telomeres+ (ALT+) cell
lines such as U20S cells [30,39]. This PML-NBs/telomere complex is called APBs (ALT-PML-Nuclear Bodies)
and is a hallmark of ALT+ cell lines in which significant DNA repair occurs to allow telomere elongation through
homologous recombination events [49,50]. Considering that PML is being often found at telomeres, that
telomeres are the preferred sites of HHV-6B integration, and that PML deficient cells integrated HHV-6B less
frequently, we were interested in knowing whether IE1 would localize at telomeres during infection in a cell line
used to study integration. To answer this question, U20S cells were infected with HHV-6B for 48 hours and
analyzed for IE1 expression and localization by confocal microscopy. IE1 was detected as distinct nuclear foci
during infection (Figure 1.6A) with a proportion of IE1 colocalizing with telomeres (yellow square). Following the
deconvolution of each acquisition for each channel, 3D quantification of z stacks revealed that 31.3%+19.7 of
IE1 foci colocalized with telomeres (Figure 1.6B). See also Figure S1.2 for IF-FISH example of colocalization
in the z stack. Additionally, IE1 colocalized with PML at telomeres of ALT cells such as HelLa LT cells
(telomeraset) (Figure $1.7). We made use of HelLa LT cells (HeLa cells with long telomeres) to be able to

visualize and quantify the colocalization events. This indicates that the associations of IE1/PML at telomeres
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occurs in both ALT+ (U20S) and telomerase expressing cells (HelLa) cells used for in vitro HHV-6B integration

assays.

1.4.7 Localization at telomeres is influenced by the presence of PML

Considering that the presence of PML influences the level of HHV-6B integration and that IE1 colocalizes at
telomeres, we asked whether the colocalization of IE1 at telomeres would be affected by the absence of PML in
U20S cells. Following transfection of IE1 expression vector in U20S PML** and PML" cells, deconvoluted IF
acquisitions showed that IE1 localization at telomeres was reduced in the absence of PML (Figure 1.6C-6D).
The mean MCC of IE1 at telomeres was reduced from 0.36 to 0.12 (Figure 1.6D) (****p<0.0001). We also
quantified whether the number of IE1 nuclear foci differed between the cell lines as a possible explanation for
the observed lower frequency of IE1 at telomeres in U20S PML*. Results in Figure 1.6E show that there are
no significant changes in the number of IE1 foci between PML** and PML"- cells. Altogether, this indicates that
IE1 localizes at a lower frequency at telomeres in the absence of PML, correlating with the results of the HHV-

6B integration assay.

SUMOylation of IE1 was also studied in cells used for HHV-6B integration. U20S PML** and PML-- cells were
co-transfected with pPCMV2N3T-HA-SUMO-1 and pcDNA4-MYC-IE1B. Immunoprecipitation of [E1 showed that
multiSUMOylation of IE1, characterized by a second and higher molecular weight band, was only present in
U20S PML** (Figure 1.6F). Altogether, the presence of PML-NBs positively influences the multiSUMOylation

of IE1 and its presence at telomeres.
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Figure 1.6 - Localization of IE1 at telomeres is influenced by the presence of PML. (A) Deconvoluted
confocal microscopy images representative of IE1/telomere staining of U20S cells infected with HHV-6B for 48
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hours. Telomeres were detected using a Cy5-labeled telomeric probe (aqua). Yellow squares represent IE1
colocalizing with telomeres in 3D. (B) Graph showing the percentage + sd of IE1 (n=8) foci colocalizing at
telomeres throughout the z stacks, in HHV-6B infected U20S cells. (C) Confocal microscopy images of U20S
PML** and - cells transfected with pcDNA4/TO-IE1B or empty vector (EV). Yellow squares represent |E1
colocalizing with telomeres. (D) Graph showing the proportion (meantsd) of IE1 foci localizing at telomeres
throughout the z stacks, in U20S PML** (n=46) and PML -~ (n=42) cells. Each dot represents one IE1* nucleus.
Data were transformed to log values and the normal distributions analyzed using an unpaired t test with Welch’s
correction to compare frequency of IE1 at telomeres. ****P<0.0001. (E) Graph showing the number of IE1 foci
in PML** and PML"- cell lines. P=ns, unpaired t test. (F) U20S PML ** and - cells were co-transfected at a ratio
of 1:1:1 with pCMV2N3T-HA-SUMO-1: pcDNA4/TO or pcDNA4/TO-MYC-IE1B plasmids. After 48h cells were
collected processed as in Figure 1.2A.

1.5 Discussion

In the current study we showed that: 1) IE1 colocalizes with all six PML nuclear isoforms, independently of other
viral factors; 2) in the presence of PML, IE1 is multiSUMOylated; 3) the formation of PML-NBs is required for
IE1 multiSUMOylation; 4) the IE1 773VIV™™" putative SIM site is required for efficient IE1 SUMOylation and
multiSUMOylation; 5) IE1 association with PML nuclear bodies is dependent on the 75VIV777 site and K802; 6)
PML is required for optimal HHV-6B integration in the telomeres of host chromosomes and 7) IE1 localization at

telomeres is partly dependent on the presence of PML.

One major interest in the field is to identify proteins that participate in the HHV-6B chromosomal integration. One
hypothesis initially raised was that HHV-6B chromosomal integration would require telomerase, the enzyme
responsible for telomere elongation [51]. However, telomerase proved not essential as we have shown that
HHV-6B integration occurs in both telomerase negative and positive cells [33,34]. Cellular telomeres are
protected by a protein complex called shelterin, whose main function is to protect chromosome ends from being
recognized as damaged DNA by DNA repair proteins. In recent work, we have demonstrated that TRF2 binds
to HHV-6A/B telomeric repeats and that reducing the levels of TRF2, lower the rates of HHV-6A/B integration
[20]. We have argued that TRF2 may serve to protect the viral DNA ends from DDR and maintain the viral
genome integrity. Proteins other than shelterin are localized at telomeres. In telomerase negative cells such as
U20S cells, telomeres are mainly elongated by the presence of APBs [39,52,53]. These nuclear bodies are
primarily formed by the PML protein itself that recruits hundreds of interacting partners at telomeres such as
helicases implicated in G-quadruplex structure resolution like the Bloom syndrome protein (BLM), the Werner
Syndrome Protein (WRN) and other proteins implicated in DNA recombination and repair [30,39,54-56].
Osterwalds et al. [39] have shown that in ALT+ cells such as U20S, PML-NBs (APBs) are frequently present at

telomeres. We have confirmed this result (Figure S1.4). We also noticed that a proportion of PML-NBs localized
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to telomeres of telomerase expressing cells such as HeLa LT cell (Figure $1.4), in agreement with Marchesini
et al [30]. These findings support the role for PML in the DNA repair mechanisms [30,49,57].

The HHV-6B genome is about 160 kilobase pairs (kbp) in length and contains a unique region (U) with close to
100 open reading frames [58-60]. This U region is flanked by identical direct repeat regions (DR and DRg) of
8-9 kbp that contain telomere arrays identical to human telomeres at both ends [59,61]. Because of the existing
homology between HHV-6B terminal sequences and telomeres, integration could be the result of homologous
recombination events. The observation that a mutant of HHV-6A lacking telomeric repeats integrates much less
efficiently supports this hypothesis [62]. Telomeres are protected by the shelterin complex to prevent DNA
damage recognition at telomeres and repair. One shelterin protein in particular, TRF2, blocks DNA damage
sensor and repair proteins such as the Ataxia-telangiectasia-mutated (ATM) at telomeres, a pathway that senses
double-stranded DNA breaks [63-65]. Interestingly, when PML-NBs are present at telomeres, TRF2 is
SUMOylated by MMS21, resulting in a lower density of TRF2 on telomeres, arguing that such site may be more

prone to recombination events [66].

Here we reported that the IE1 protein is mainly found in association with PML. Among other purposes, PML-
NBs serve as a hub for SUMO modifications. Briefly, the SUMOylation steps involve the activation of a mature
SUMO protein by the activating enzyme E1(SAE1/2) in an ATP-dependent manner. Once SUMO is activated
(terminal di-glycine motif) it is transferred to a E2 conjugating enzyme (Ubc9). SUMO can then be transferred to
an acceptor lysine present within a SUMO consensus acceptor site (WKXE/D) on a target protein. This transfer
results in an isopeptide bond of the terminal glycerin on SUMO. The transfer of a mature SUMO protein to a
target protein can be aided by an E3 SUMO ligase that can directly bind the E2 enzyme or the targeted protein
(Figure 1.2B) [67]. Considering that PML-NBs are a hub for SUMO modifications and that IE1 protein of HHV-
6B can be SUMOylated [21,22] it was conceivable to us that the presence of PML might affect IE1 SUMOylation
status. We demonstrated that not only the presence of PML-NBs enhances IE1 SUMOylation but also causes
multiSUMOylation of IE1 (Figure 1.2). It is tempting to speculate that PML might act a SUMO ligase for HHV-
6B IE1, as was initially reported for the CMV IE1 protein [42]. However, recent results challenge these findings
and rather propose that CMV IE1 SUMOylation occurs at the nucleosomes possibly via the PIAS1 E3 SUMO
ligase [68]. Analysis of HHV-6B IE1 primary sequence revealed no homology with the CMV IE1 chromatin
tethering domain [69]. Whether HHV-6B IE1 associates with nucleosomes remains to be examined
experimentally with more work needed before concluding on the SUMO ligase role of PML responsible for IE1
multiSUMOylation.

Previous results prompted us to determine whether IE1 possesses SIM sites that could allow IE1 to interact with

SUMOylated proteins (other than PML) at telomeres. Studies done with Varicella-Zoster Virus ORF16 protein
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have shown that ORF16 SIM site is important for its role on disrupting PML-NBs [47]. Additionally, although
Ubc9 can bind SUMO directly at a SIM site, the interaction is weak [70]. This can be strengthened with the help
of E3 SUMO ligase [70]. Accordingly, we have demonstrated that the 75VIV""" putative SIM site is essential for
complete SUMOylation of IE1 and for its multiSUMOylation in presence of PML-NBs (Figure 1.3). The double
8VIVTT7:K802R mutant lost its ability to be SUMOylated indicating that both the VIV and K802 are important for
IE1 SUMOylation. Our results also indicate that K802R could stil be SUMOylated, although not
multiSUMOylated (Figure 1.3D). Because PML can bind Ubc9 (E2 enzyme) [71], we propose that SUMOylated
PML interacts with the putative IE1 SIM site bringing along a SUMO-1 charged E2 that adds one more SUMO-
1 on [E1 to a yet to be identified acceptor residue. Our work also demonstrated the importance SUMOylation of
|E1 for its nuclear distribution as the 775VIV7"7:K802R mutant fails to properly form punctate foci (Figure 1.4A
and 4B). Moreover, SUMOylation sites of IE1 are important for the association of IE1 with PML (Figure 1.4).
Our results suggest that the multiSUMOylated state of [E1 enables the formation of bigger NBs which influences

the interactome network of IE1 with a variety of other SUMOylated or SIM containing proteins (Figure 1.4E).

To further understand the role of PML in HHV-6B biology, we tested whether PML played a role in HHV-6B
chromosomal integration. To do so, we used PML KO cell lines (Figure 1.5). For each cell line used, two
independent PML KO clones were tested to ensure reproducibility and avoid potential CRISPR-mediated off-
target effects. In U20S cells (Table 1-1), HHV-6B integration was less frequent in PML" cells (p<0.0001). In
HelLa LT cells (Table 1-2), the same effect was observed and was rescued when PML was restored. Globally,
both cell lines studied suggest a role for PML in HHV-6B integration. However, since integration still occurred in
PML KO cells, this indicates that the contribution of PML although facilitating, is not absolutely required for this
process. We would surmise that when PML-NBs are present at telomeres, SUMOylation of TRF2 is enhanced,
predisposing telomeres to recombination events between the viral telomeric repeats and cellular telomeres. To
dismiss the fact that less integration in PML KO cells might result from the skewing of infection toward a Iytic
cycle, we measured the HHV-6B DNA copy numbers in PML KO relative to WT cells. Results showed that both
WT and PML KO U20S and HeLa LT cells have similar viral DNA copy numbers suggesting that PML does not
modify the course of HHV-6B infection in semi-permissive U20S and HelLa LT cells (Figure 1.5B and 5D).

Considering the importance of PML on HHV-6B integration, we hypothesized that localization of IE1 at telomeres
might be PML dependent. In PML"* cells, a significant but not total reduction of IE1 at telomeres was observed
(Figure 1.6D). The residual association of IE1 with telomeres can be explained by SUMOylated IE1 interacting
with SIM containing proteins present at telomeres. Alternatively, IE1 might reach telomeres through interactions
between its putative SIM site and SUMOylated proteins implicated in DNA repair that are found at telomeres,
such as the BLM, RAD52 or RPA proteins [72-77]. Our study is not without limitations. As it was the case in a

study from another group, we were not able to make or maintain stable clones expressing PML-I [78]. Since viral
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integration occurs promptly following infection in semi-permissive cells, we had to resort to transient PML-|
expressing cells. However, because the expression of PML-I was lost in time, we could not do IF-FISH analysis
to compare if the integrated genome was in fact in the U20S PML+ restored cells. One way to improve, although
quite challenging, would be to use recombinant viruses mutant for SUMOylation and use them in the same cell
lines to assess the importance of SUMOylation of IE1 by PML for HHV-6B integration. Lastly, although our
results suggest that 775VIV7"7 represents a functional SIM site, experiments designed to functionally prove this
were not performed. In conclusion, we have demonstrated that HHV-6B |IE1 protein is SUMO-modified at PML-
NBs and colocalizes with PML and host telomeres. Abrogation of PML expression abolished multiSUMOylation
of IE1, reduced its localization at telomeres and severely impaired HHV-6B integration into host chromosomes.
To our knowledge, this is the first report describing a role of a non-shelterin cellular protein involved in HHV-6B

integration.
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1.8 Material and methods

Cell lines and virus MOLT-3 (ATCC, Manassas, VA, USA) were cultured in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640; Corning Cellgro, Manassas, VA, USA) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), HEPES, sodium pyruvate (Wisent Inc., St-Bruno, Québec, Canada), and
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5 ug/ml plasmocin (Invivogen, San Diego, CA, USA). Hela LT (39) and HEK293T (ATCC) were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Corning Cellgro, Manassas, VA, USA) supplemented with 10%
Fetal Bovine Serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific), nonessential amino acids (NEM) (Corning Cellgro),
HEPES, sodium pyruvate (Wisent Inc.), and 5 pg/ml plasmocin (Invivogen). U20S (osteosarcoma) cells (ATCC)
and U20S-Flp-In TREX (kind gift from Dr. Jakob Nilsson, University of Copenhagen) were cultured in the same
medium but supplemented with 10% of Nu Serum (Corning Cellgro) instead of FBS and U20S-Flp-In TREX
were maintained with 5 ug/ ml of blasticidin (Invivogen). HHV-6B strain Z29 [79] was produced by our laboratory,

as previously described [21].

Plasmids Expression vectors for HHV-6B |E1 (pcDNA4/TO-IE1B) and control vector (pcDNA4/TO) were
described previously (40). Expression vector for HHV-6A IE2 (pcDNA4-IE2) was described previously [80].
Plasmids expressing pCS3-MT-MYC-PML isoforms were kindly provided by primers, respectively. The PCR
amplicon was recombined into pPDONR221 vector followed by a second recombination into pDEST-CMV Hygro
vector (RRID:Addgene_17454), a kind gift from Eric Campeau and Paul Kaufman [82]. Mutation of the RING
domain of PML-I in pLenti-CMV-Hygro-PML-l was generated with Q5 site-directed mutagenesis kit by changing
the leucine at position 73 for a glutamate (pLenti-CMV-Hygro-PML-I:L73E). Mutation of SUMO site at K802 of
IE1 was previously described [21]. SUMO Interacting Motif (SIM) sites of IE1 573VVV57 and "SVIV777 were
generated in pcDNA4/TO-IE1B and in pcDNA4/TO-IE1: K802R, using Q5 site-directed mutagenesis kit (New
England Biolabs, Whitby, Ontario, Canada) by changing the amino acids VVV or VIV for three alanines (?3AAAS
and 7°AAA”7). The PML Double Nickase Plasmids (h2) (sc-400145-NIC-2) were bought from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) (Figure S1.5). Expression vector pcDNA4-MYC-IE1B was previously
described [83].

MOLT-3 infection assay 5 x 106 cells were infected or not (NI), at a MOI of 0.1 with HHV-6B-Z29 for 5 hours in
a 15 ml tube at 37°C, 5% CO,. Cells were pellet and washed three times with PBS 1X. The pellets were

resuspended in 5 ml of fresh complete RPMI media and incubated in a 25 cm? flask for 24h and 72h. Upon

collection day, 1 ml was taken from each flask, cells were pellet and washed 3 times in phosphate-buffered
saline (PBS) 1X. Cells were then counted and put at a final concentration of 10 x 108 cells/ml. 10 pl was added
to a microscope slide with reaction wells. Once dried, cells were fixed for 10 minutes at -20°C in 100% acetone.

Dried slides were then kept at -20°C until immunofluorescence staining.

Transfection assays U20S cells were seeded at 2 x 10° cells/well in a 6-well plate containing five glass

coverslips in 2 ml of medium. Cells were transfected 24 hours post-seeding with 2.5 ug of pcDNA4/TO or
pcDNA4/TO-IE1B expression vector using the Trans/T-LT1 Transfection Reagent (Mirus Bio LLC, Madison, WI,
USA). After 48 hours of transfection, cells were washed 3 times with PBS, fixed in 2% paraformaldehyde/PBS
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for 10 minutes at room temperature, washed 10 minutes with PBS and processed for immunofluorescence
assay. HelLa LT cells were seeded at 1 x 10° cells/well in a 6-well plate containing five glass coverslips in 2 ml
of medium. Cells were transfected 24 hours post-seeding with 4 pg of pcDNA4/TO, or pcDNA4/TO-IE1B
expression vector using Lipofectamine 2000 (Thermo Fischer Scientific). After 48 hours of transfection, cells

were fixed as described above and used for immunofluorescence.

Immunofluorescence (IF) Fixed cells on coverslips were incubated for 30 minutes in blocking solution (1 mg/ml
BSA; 3% goat serum; 0.1% Triton X-100; 1 mM EDTA pH 8.0, in PBS). After blocking, coverslips were incubated

for 1 hour in primary antibody diluted in blocking solution. Coverslips were washed with PBS, three times for five

minutes and were incubated for 30 minutes with secondary antibody diluted in blocking solution. Next, coverslips
were washed three times for 5 minutes in PBS. Coverslips were air dried at room temperature, kept in dark and

mounted with SlowFade Gold Antifade reagent containing DAPI (Invitrogen, Eugene, Oregon USA).

Foci volume quantification Image stacks were open in Fiji from ImageJ (Fiji, RRID:SCR_002285). Each

nucleus was selected with a region of interest (ROI). Next, stack for each channel of the ROl were duplicated
and background in the nucleus was subtracted. For each nucleus, the ROI area was measured. Foci volume for
each nucleus was quantified with the 3D object counter plugin. To scale up the foci volume to the nucleus size,
the area of a nucleus with an empty was used to normalize each foci of every nucleus according to their

respective nucleus area.

Foci number counts Data generated from foci volume quantification were used to quantify the number of foci

per nucleus. For each nucleus, different foci volume data were generated, representing the number of foci within

that nucleus.

Colocalization quantification Images were first analyzed manually with PerkinElmer Volocity 5.4 software.

Each antibody was tested with every laser channel to be sure that the signal was antibody specific (Figure $1.2).
Colocalization was manually quantified by counting the number of IE1B foci colocalizing with PML, in a 3D (X,
Y, Z) manner by going through the z stack of the images for all foci (Figure S1.2B). Manually counted
colocalization was then confirmed with ImageJ software JACoP. Image stacks were open in Fiji. Each nucleus
was selected with a ROl and background was deleted throughout the stack of every channels. Next, stack for
each channel of the ROI were duplicated and background in the nucleus was corrected to avoid false
colocalization. A Costes auto threshold was applied to avoid manual subjectivity. Colocalization was quantified
into Mander’s colocalization coefficient (MCC). Data of MCC can be interpreted as the proportion of the dye A
that colocalize with dye B and vice versa. Indicated values are between 0 and 1 where 1 stands for perfect

colocalization.
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BiolD stable cell lines pDEST-cDNA5-BirA-FLAG-N-term and pcDNA5-BirA-FLAG-GFP were kindly provided
by Dr. Anne-Claude Gingras (University of Toronto) [84,85]. To be able to generate a stable cell line expressing
BirA-IE1 of HHV-6B, the IE1 gene was PCR amplified with aftB1 and aftB2 sites added to the forward and
reverse primers, respectively. The PCR amplicon was recombined into pDonor221 vector followed by a second
recombination into the pDEST-pcDNA5-BirA-FLAG-N-term now called pcDNA-BirA-FLAG-IE1B. Stable cell lines
were generated by seeding U20S-FIp-In-TREX cells (2 x 105 cells/ well of a 6-well plate). The next day, 277 ng
of pcDNA5-BirA-FLAG-GFP or pcDNA-BirA-FLAG-IE1B together with 2.22 pg of the Flp-recombinase pOG44

from Invitrogen (V6005-20) (ratio 1:9, respectively) were co-transfected using the TransIT-LT1 Transfection

Reagent. 24 hours post transfection, cells were washed, and fresh medium was added. 48h post-transfection,
cells were splited at 25% confluence, 250 pg/ml of hygromycin and 5 ug/ml of blasticidin were added. Once
selected, cells were then expanded for BiolD assay as described by Roux and al (80). Briefly, cells were seeded
in 10-15 cm dishes as well as seeded on coverslips for IF. Upon 80% confluency, 1 pg/ml of doxycycline and
50nM of biotine were added for 24 hours. For IF, cells were fixed with paraformaldehyde 2% and labelled for
BirA-GFP and BirA-IE1B expression (Flag) and biotinylated proteins (Streptavidin-HRP-594). For Mass
Spectrometry, cells were harvested, lysed and sonicated with buffer as described (80). Biotinylated proteins
were immunoprecipitated with streptavidin magnetic beads and resuspended in 50 mM ammonium bicarbonate.
Samples were then analyzed by the mass spectrometry platform. Using the scaffold 4 program, IE1 specific

interactors were analyzed by doing a quantitative analysis from a Fisher's Exact Test.

Co-immunoprecipitation (Co-IP) HEK293T cells were seeded at a density of 500 000 cells/well in a 6-well

plate with 2 ml of medium. 24 hours post-seeding, cells were co-transfected with 2 or 3 ug of total DNA depending
on the condition, with a ratio of 3:1 of polyethylenimine at 1 ug/ul (PEI):DNA, in a total volume of 200 ul of DMEM
without any serum and antibiotics. Transfection reactions were incubated for 15 minutes at room temperature
and added drop-wise in the respective wells. 48 hours post-transfection, cells were harvested. Pellets were
resuspended in 500 pl of RIPA lysis buffer (50 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS), 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-40) containing 1X Halt Protease Inhibitor Cocktail (100X)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 10 mM of N-Ethylmaleimide (NEM), and were lysed at 4°C
for 30 minutes under rotation. Lysates were centrifuged for 10 minutes at 12 000 x g, at 4°C. Supernatants were
collected in a new tube. 10% (50ul) of each sample was kept for the input analysis by lysis in 10 pl of 5X loading
buffer (0.5 M Tris-HCI pH6.8, 500 mM dithiothreitol, 350 mM SDS, 7.5 mM bromophenol blue, 50% glycerin) and
conserved at -20°C until western blot analysis. The rest of the lysate was used for immunoprecipitation. 2 ug of
polyclonal rabbit antibody IE1 was added in each sample and they were incubated for 2 hours at 4°C under
rotation. After 2 hours, protein A/G agarose beads (1:1) were added to each sample an incubated overnight at

4°C under rotation. Samples were washed three times in RIPA lysis buffer, resuspended in 100 pl of 2X loading
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buffer (0.5 M Tris-HCI pH6.8, 15% R-mercaptoethanol, 1.2% SDS, 0.5% bromophenol blue, 30% glycerol) and

boiled for 5 minutes at 95°C, as well as input samples, for western blot analysis (Figure $1.3).

Generation of PML Knockout (KO) cell line U20S and Hela LT cells were transfected with CRISPR-Cas9
and guide RNA expressing vector targeting PML (Figure $1.5). After 48 hours, cells were selected with 1 pg/ml

of puromycin. Selected cells were harvested, counted and seeded at a density of 1 cell per well in three 96-well
flat-bottom plates. After 10 to 14 days, wells containing only a single clone were identified (Figure $1.5). Clones
were propagated for an additional 3 weeks and transferred into wells of a 12-well plate. Clones were screened
by PCR, sequenced and analyzed by IF for PML expression. PML negative clones were expanded and kept

frozen until used.

HHV-6B integration assays Integration assays were performed as described previously (43) (Figure S1.6).
Briefly, ten thousand cells per well (U20S PML WT, U20S PML"- #1, U20S PML" #2, HeLa LT PML WT, HeLa
LT PML* #1, HeLa LT PML" #2 and PML restored) were seeded in 48-well plates. The next day, cells were
infected with HHV-6B-Z29 at a multiplicity of infection (MOI) of 1 followed by overnight incubation at 37°C. Cells
were washed three times with 1X PBS to remove unabsorbed virions prior to the addition of fresh culture
medium. Upon infection, cells were passaged for 4 weeks and DNA was isolated using the QlAamp DNA Blood
Mini Kit as described by the manufacturer (Qiagen Inc., Toronto, ON, Canada). The integration frequencies were
determined by ddPCR as described (Gravel et al 2017). The HHV-6B chromosomal integration frequencies were
estimated assuming a single integrated HHV-6/cell and calculated with the following formula: (number of HHV-
6 copies)/(number of RPP30 copies/2 copies per cell) x 100, as previously described [33]. This assay was
previously extensively validated and provide comparable data to single-cell cloning and quantification [33]. A

chi-square statistical test was done to compare total copy numbers between each condition as described below.

9dPCR gPCR was performed as described previously by Gravel et al. (43). Briefly, DNA was extracted using
QIAamp DNA Blood Mini Kit as described by the manufacturer (Qiagen Inc.) and analyzed using primers and
probes against U65-66 (HHV-6B) and RPP30 (reference gene). Data were normalized against the corresponding

genome copies of the cellular RPP30 gene.

U20S infection assay U20S cells were seeded at 2 x 105 cells/well in a 6-well plate containing five glass

coverslips in 2 ml of medium. Cells were infected 24 hours post-seeding at a multiplicity of infection (MOI) of 0.5
with HHV-6B-Z29. At 48 hours post-infection, cells were washed 3 times with PBS and fixed in 2%

paraformaldehyde/PBS as described above and used for immunofluorescence assay.

Immunofluorescence conjugated to in situ hybridization (IF-FISH) Fixed cells on coverslips were stained

as for IF. Once IF was completed, cells were fixed for 2 minutes at room temperature with 1%
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paraformaldehyde/PBS. Coverslips were washed two times for five minutes with PBS. Cells were dehydrated
for 5 minutes in successive ethanol baths (70%, 95%, 100%). Once dried, coverslips were placed upside down
on a drop of hybridizing solution (70% formamide; 0.5% blocking reagent; 10 mM Tris-HCI pH 7.2; 1/1000 Cy3
or Cy5-TelC PNA probe). Sample were denatured for 10 minutes at 80°C on a heated block. Coverslips were
incubated over night at 4°C and kept in the dark. After hybridization, coverslips were washed two times for 15
minutes in washing solution (70% formamide; 10 mM Tris-HCI pH 7.2) and then washed 3 times for 5 minutes

with PBS. Sampled were air dried, mounting media was added and coverslips were sealed.

Statistical analysis Unpaired t-test was used to compare the foci levels, foci counts, MCC and viral DNA copies.

For integration analysis, to total number of cells with integrated HHV-6B were compared to the total number of
cells, analyzed using a Fisher's exact test. For the comparison of the patterns of IE1, a Chi-square test was

done by comparing the total IE1+ nuclei with non-IE1+ nuclei.
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Figure $1.1 - IE1 colocalizes with all PML nuclear isoforms. (A) lllustration of the main features of the PML
protein and its six nuclear isoforms after alternative splicing. The green and blue colors represent exons and the
grey color represents introns. (B) U20S PML-- were co-transfected using pcDNA4TO-IE1B along with vectors
expressing the various Myc-tagged PML isoforms (I to VI). 48 hours post-transfection, cells were analyzed by IF
using anti-Myc ALEXA-488-labeled (green) and anti-IE1 ALEXA-568-labeled (red) antibodies. (C) HEK293T
were transfected with Myc-tagged PML isoforms expression vectors and analyzed by western blot using anti-
Myc antibody.
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Figure S1.2 - Antibody test and IF-FISH example of colocalization of IE1 with PML at telomeres. (A)
Controls for antibody specificity and fluorescence cross-leakage. U20S pcDNA4/TO-IE1B transfected cells were
labeled separately for anti-PML (green), anti-IE1 (red) and telomeric probe (aqua). Acquisitions were made for
each sample to determine whether leakage of fluorophores occurred. All three filters were specific and did not
allow fluorescence leakage. (B) Images representing fluorescence of each target protein/DNA in a X, Y, Z
manner (3D) (C) Images representing colocalization of IE1 with PML, at telomeres in 3D (orange square).
Combination for each channel can be observed. Triple colocalization gives white foci.
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Figure $1.3 - SUMOylation assay and search for potential SIM sites. (A) SUMOylation assay protocol in
brief. Total cellular lysate is first incubated with IE1 antibody for 1 hour after which Protein A/G agarose beads
are added and incubated overnight. After several washes, samples are boiled at 100°C in 2X laemmli sample
buffer for 5 minutes. Samples are separated by a 6% SDS-PAGE and SUMOylated |E1 detected using an anti-
HA antibody (for HA-SUMO-1 detection on IE1). (B) The amino acid sequence of IE1 was screened (Q77PU6
from UniProt) with the SUMO and SIM site predictor GPS-SUMO (http://sumosp.biocuckoo.org/online. php).
Potential SIM sites are indicated by the rectangles based on the calculated p-values.
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Figure $1.4 - PML localizes at telomeres in ALT+ and HeLa LT cells. (A) U20S cells (ALT+) and HelLa LT
cells (telomerase+) were grown on coverslips and fixed with 2% paraformaldehyde at sub confluence. Cells were
analyzed by IF-FISH. The PML protein was detected using an anti-PML with an anti-mouse-ALEXA-488 (green)
antibodies and telomeres were detected using a Cy3-labeled telomeric probe (red). (B) Graph representing
meanzsd of the percentage of PML foci localizing at telomeres in U20S (N = 20) and HeLa LT (N = 40) nuclei.
71.7%+3.01 of PML colocalize at telomeres in U20S cells and 40.18%+2.92 in HeLa LT cells.
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Figure $1.5 PML - KO cell line procedures. (A) Double nickase plasmid backbone. One plasmid is for a first
guideRNA in the leading strand of exon 1 of PML, the expression of a Cas9n(D10A) and the puromycin
resistance gene. The second plasmid has a guideRNA in the lagging strand overlapping with the first guideRNA,
the expression of a Cas9n (D10A) and GFP. (B) Scheme of the double nickase cuts. (C) Schematic
representation of the PMLI gene indicating where in exon 1 the deletion is introduced. Black arrows represent
the primers used for PCR amplification. (D) PML gene translation before deletion. Sequence in blue represents
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the length of the protein after deletion of a part of a sequence in exon 1. Truncated protein is from 1-222 amino
acids. Sequence in yellow represents the antigen recognition sequence (aa 31-57) by the monoclonal mouse
anti-PML antibody used and purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc (SC-966). (E) Experimental
procedure used for the generation of PML KO cells. Plasmids expressing Cas-9 and the guide RNAs targeting
exon 1 of the PML gene were transfected in U20S and HelLa LT cells. 48 hours post-transfection, cells went
under puromycin selection for a week. Selected cells were then plated into single cell per well in 96-wells plate
to do a single cell cloning assay. Wells were screened every week for the presence of a unique colony. Once
single cell clones were amplified, they were next transferred into more voluminous wells to amplify the clones
and screened. (F) PCR amplifications of WT U20S and Hela LT cells and their clones with primers designed
as in S5C. When mutated, the PML amplification band is at 136bp instead of 198bp, as observed for U20S
clones. WT and mutant bands were extracted and sequenced. For HelLa LT cells, because this cell line contains
more than one chromosome 15 (chromosomal location of PML), these clones had more than one amplification
band and were therefore screened by PCR and IF. We have selected clone 1 and 2 for each of the cell line for
further experiments. (G) Chromatogram showing the deletion introduced by CRISPR-Cas9 and the PML gene
translation after deletion within exon 1.
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Figure $1.6 - Integration assay. (A) Scheme representing the integration assay as previously described by
Gravel et al. (36). Briefly, cells were infected at a MOI of 1 for 24 hours and kept in culture for 4 weeks. At day
5, cells were transferred to a bigger culture vessel and a portion of each condition were screen by qgPCR to
assure HHV-6B presence. HHV-6B copies were detected with U65-66 primers and normalized with the cellular
reference gene (RPP30). (B) Scheme showing the results of an inherited chromosomally integrated HHV-6B
sample estimated integration rate by ddPCR. Briefly, cel's DNA together with a Taq polymerase and primers
with their specific fluorescent probe, for instance, are divided into 20 000 droplets of oil. These droplets are then
PCR amplified for both of the target genes (U65-66 and RPP30). After the amplification, each droplet is quantified
for their number of copies for each gene. (C) Example of calculations to determine the integration rate of HHV-
6B. For statistical purposes, the total number of cells with integrated HHV-6B and cells without integration were
used. The number of cells is estimated using the RPP30 gene, present at 2 copies/cell. A Fisher's exact test is
done with these values.
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Figure S1.7 - IE1 localizes at telomeres in HeLa LT cells. (A) IF-FISH of transfected HelLa LT with
pcDNA4/TO-IE1B. 48h post-transfection cells were fixed and labelled for IE1 (red), PML (green) and telomeres
(aqua). (B) Graph representing the level of colocalization of IE1 with PML. (C) Graph representing the level of
IE1 that localizes at telomeres.
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2.1 Résumé

L'herpésvirus humain 6A (HHV-6A) peut intégrer son génome dans les télomeéres des cellules humaines. Les
mécanismes qui conduisent a l'intégration d’HHV-6A sont encore mal compris. Récemment, nous avons identifié
que les corps nucléaires de la protéine de la leucémie promyélocytaire (PML) (PML-NBs) étaient importants
pour une intégration efficace d’HHV-6B. Dans cette nouvelle étude, nous rapportons que les PML-NB jouent
également un réle important pour l'intégration d’HHV-6A. De plus, nous indiquons que la protéine précoce
immédiate 1 ’HHV-6A (IE1A) se localise aux PML-NBs, qui a leur tour influencent la présence d'IE1A au niveau
des téloméres. Par ailleurs, nous apportons de nouvelles connaissances concernant la SUMOylation post-
traductionnelle d'lE1A. Nous rapportons l'identification de la lysine 665 (K665) comme site accepteur de SUMO
et 638V|\/840 comme motif potentiel d'interaction avec une protéine SUMO (SIM). Ces deux sites sont essentiels
pour la SUMOylation d'lE1A. En utilisant les isoformes de PML, nous suggérons que la partie C terminale de
PML qui contient un site SIM (acides aminés a 556-562) est importante pour la SUMOylation IE1A. Enfin, nous
proposons un modéle qui explique le recrutement d'IE1A aux PML-NB de maniére dépendante de la
SUMOylation afin de favoriser l'intégration ’HHV-6A.
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2.2 Abstract

Human herpesvirus 6A (HHV-6A) can integrate its genome into the telomeres of cells. The mechanisms leading
to the integration of HHV-6A are still poorly understood. Recently, we showed that the promyelocytic leukemia
protein (PML) nuclear bodies (PML-NBs) were important for efficient HHV-6B integration. Here, we report that
PML-NBs also play an important role for HHV-6A integration. Moreover, we provide data indicating that the
immediate early protein 1 of HHV-6A (IE1A) localizes at PML-NBs, which in turn influence the presence of IE1A
at telomeres. Additionally, we provide information regarding the post-translational SUMOylation of IE1A. We
report the identification of K665 as a bona fide SUMO acceptor site and identified 838|640 as a potential SUMO-
interacting motif (SIM), both of which are important for IE1A SUMOylation. Using PML isoforms, we provide
evidence that the C terminal portion of PML that contains a SIM site (amino acids at 556-562) is important for
IE1A SUMOylation. Lastly, we propose a model explaining the recruitment of IE1A to PML-NBs in a SUMOylation

dependent manner in order to favor HHV-6A integration as mean to achieve latency.
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2.3 Introduction

Human herpesvirus 6A (HHV-6A) is a Herpesviridae infecting individuals worldwide. Together with the human
herpesvirus 6B (HHV-6B), the human herpesvirus 7 (HHV-7) and the human cytomegalovirus (hCMV), HHV-6A
is part of the beta-Herpesvirinae sub-family. Interestingly, HHV-6A and HHV-6B (HHV-6A/B) share 94% of
identity in amino acids sequences but are associated with different pathologies [1]. Pathologies related to HHV-
6A are not clearly defined although a growing body of literature is linking HHV-6A infection/reactivation to
neurodegenerative diseases (reviewed in [2]). Both HHV-6A/B have the unique ability to integrate their genomes
in human chromosomes at the telomeres, the extremities of chromosome [3]. Chromosomally integrated HHV-
6A/B (ciHHV-6A/B) can be inherited (iciHHV-6A/B) [4] and represents 1.1% of the world’s population. However,
the impact of iciHHV-6A/B on human health is still poorly defined [5-10]. As it is the case for the Marek's disease
virus (MDV) [11], it is suggested that the ciHHV-6A/B is a form of latency used by HHV-6A/B. In point of fact,
multiple studies reported in vivo and in vitro reactivation of HHV-6A from iciHHV-6A individuals [12,13].
Accordingly, reactivation amongst healthy people is generally harmless, but can be life-threatening for
individuals with a precarious immune system. In these subjects, reactivation of HHV-6A can be problematic

considering the existing limited therapeutic arsenal [14,15].

The genome of HHV-6A is composed of a unique region flanked by direct repeats (DR), each containing
telomeric repeats (TMRs) [16]. Using a recombinant HHV-6A lacking TMRs, it was shown that viral integration
was severely impaired [17], suggesting a link between homologous recombination pathways and viral
integration. Recently we have identified a nuclear structure, the promyelocytic leukemia protein (PML) nuclear
bodies (PML-NBs), to be important for HHV-6B integration [18]. PML-NBs are formed by monomers of PML and
many cellular proteins that transit dynamically by SUMOylation and by the bindings of SUMO-conjugated
proteins to SUMO-interacting motif (SIM) [19]. As such, PML-NBs respond to many cellular mechanisms
including DNA damage/damaged telomere, DNA repair, viral infection and more (reviewed in [20,21]). In regard
to SUMOylation, this post-translational modification (PTM) is the result of a covalently linked SUMO protein
generally to a lysine (K) consensus sequence of a substrate, through the activity of an activating enzyme (E1),
a conjugating enzyme (E3) and a SUMO ligase (E3) [22]. We have recently shown that PML-NBs are important
for the SUMOylation of the immediate early protein 1 (IE1) of HHV-6B (IE1B) [18]. Moreover, we have identified
a potential SIM in the amino acid sequence of IE1B, important for its multiSUMOylation in presence of PML-
NBs. The multiSUMOylation represents the attachment of SUMO proteins to more than one SUMO acceptor

site. Apart from a covalent attachment between a SUMO and a target protein, the latter can also bind non
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covalently to a free SUMO protein or a SUMOylated protein though the presence of a SIM. This motif assures a

protein to dynamically create interacting partners (reviewed in [23]).

One of the most divergent proteins between the HHV-6A/B is the IE1 protein, sharing 62% of identity [1,16].
Despite their differences, IE1A/B are both found with PML-NBs during infection of HHV-6A/B [24,25]. Unlike
other herpesviruses that destroy PML-NBs for viral replication purposes [26-28], HHV-6A/B keep the PML-NBs
intact [24,25]. Stanton et al. [24] showed that IE1A is SUMOylated and proposed that the SUMO acceptor site
is K665, in agreement with the work by Gravel et al. [25]. However, characterization of K665 as a SUMO acceptor
site was never formally demonstrated. This work was undertaken to characterize IE1A SUMOylation and

determine the importance of PML-NBs for efficient HHV-6A chromosomal integration.

2.4 Results

2.4.1 IE1A colocalization at telomeres is partly PML-NBs dependent

In order to study HHV-6A integration, cells that are semi-permissive for HHV-6A replication are used [29]. Of
these, U20S are useful considering their ability to be infected by HHV-6A and their long heterogeneous
telomeres that allow the study of viral proteins at telomeres [18]. Therefore, we made use of the U20S cell line
to study the localization of IE1A at telomeres. Following 48 hours of HHV-6A infection in U20S, ~18% of IE1A
foci located at telomeres (Figure 2.1A). We next wanted to determine whether ectopically-expressed IE1A would
behave similarly to naturally-expressed IE1A in U20S. After transfection, IE1A invariably colocalized at PML-
NBs in U20S cells (Figure 2.1B), represented by a Mander’s colocalization coefficient (MCC) of 0.9545+0.0649
(meansd) in which an MCC of 1 represents a perfect colocalization and an MCC of 0 is equal to no
colocalization. Additionally, integrity of PML-NBs foci was not impaired in presence of IE1A. Next, we took
advantage of a PML knockout (KO) U20S cell line (U20S PML"*) previously generated [18] to assess the
colocalization of IE1A at telomeres upon transfection of wild-type (WT) U20S cells (U20S PML**) and U20S
PML-- (Figure 2.1C). In cells expressing PML, the MCC of IE1A at telomeres was of 0.215+0.162 (meanzsd).
In contrast, in U20S PML-- cells, colocalization of [E1A at telomeres was reduced by ~3 folds with a MCC of
0.072+0.080 (meanzsd). These results showed that IE1A is responsible for its localization to PML-NBs in

absence of other viral factors and suggest that PML-NBs favor localization of [E1A at telomeres.
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Figure 2.1. IE1A colocalization at telomeres is partly PML-NBs dependent. (A) Deconvoluted confocal
microscopy images representative of IE1A/telomere staining of U20S cells infected with HHV-6A for 48 hours.
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Dotted squares represent enlarged image of IE1A at telomeres. Quantifications of IE1A at telomeres are
presented in the graph. Each dot represents an IE1A+ nucleus. (B) Immunofluorescence images of
deconvoluted confocal microscopy representing ectopically expressed IE1A foci with endogenous PML-NBs in
U20S cells. Dotted squares represent enlarged image of IE1A with PML. EV (Empty Vector). Quantifications of
the Mander’s colocalization coefficient (MCC) of IE1A with PML are presented in the graph. Each dot represents
an IE1A+ nucleus. (C) Deconvoluted confocal microscopy images of U20S PML**and PML" cells transfected
for [IE1A expression. Dotted squares represent enlarged image of foci. EV (Empty Vector). Quantifications of the
MCC of IE1A at telomeres are presented in the graph. Each dot represents an IE1A+ nucleus. Data were
transformed to log values and the normal distributions analyzed using an unpaired t test with Welch's correction
to compare frequency of IE1A at telomeres. ***p<0.001.

2.4.2 PML-NBs are important for HHV-6A integration

As a follow-up to the results indicating a reduction of IE1A at telomeres in U20S PML-cells, we next determined
whether HHV-6A integration would be impaired in PML KO cells. To study this, we used U20S PML"-and HelLa
with long telomeres (LT) PML KO (HeLa LT PML") cells that were previously generated (Figure $1.1) [18]. Two
independent clones of PML KO cells were used for each cell line. In U20S PML**, 3.58% of cells contained
integrated HHV-6A (Table 2-1). In contrast, the HHV-6A integration frequencies were reduced by 13 and 6 folds
in U20S PML clone 1 and clone 2, respectively (p<0.0001). These results were also observed using an HelLa
LT cell line which HHV-6A integration frequencies decreased by 2.5 and 9 folds (p<0.0001) in clone 1 and clone
2, respectively (Table 2-1).

Table 2-1. Importance of PML for HHV-6A chromosomal integration in U20S and HeLa LT cells.

Cells % of cells with integrated HHV-6B * (n) ** p value
U208 PML ** 3,58+3.687 (13147)
U20S PML " clone 1 0,27+0.1848 (7725) <0.0001
U20S PML * clone 2 0,5833+0.07545 (6159) <0.0001
HelLa LT PML ** 3,445+3.335 (13653)
HeLa LT PML * clone 1 1,343+1.426 (17869) <0.0001
HeLa LT PML * clone 2 0,3467+0.5822 (36112) <0.0001

*mean_t SD of three independent cultures
** total number of analyzed cells

2.4.3 PML-NBs are responsible for the multiSUMOylation of IE1A

PML-NBs is a prominent nuclear SUMOylation site [30, 31]. In addition, PML itself was recently reported to have
SUMO ligase function [32,33]. Others and we have suggested that IE1A has the same SUMO acceptor
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consensus site as IE1B [24, 25]. Moreover, we have previously reported that IE1B contains a potentially
functional SIM site ("75VIV77") within its amino acid (aa) sequence [18]. Alignment of the aa sequences of IE1A
with IE1B indicated that in addition to the same SUMO acceptor consensus site (K665 for IE1A), IE1A/B shared
an identical putative SIM (VIV) site (Figure 2.2A). These were also predicted by in silico analysis (Figure S$2.1).

PML-NBs are a mixture composed of six nuclear isoforms, PML-I to PML-VI, with PML-l and PML-II being the
most prevalent [34, 35]. All isoforms share the first six exons and differ at their C-terminal. In order to assess if
PML-NBs influence IE1A SUMOylation, we used HEK293T cells that have low to no levels of PML expression
[33]. Cells were co-transfected with an expression vector for PML-I or with the PML-I:L73E, a mutant incapable
of assembling into PML-NBs (Figure 2.2B) [18, 36]. In the absence of PML overexpression, minimal IE1A
SUMOylation was observed in cells expressing HA-SUMO-1. In the presence of PML-I, SUMOylation of IE1A
was enhanced relative to non-PML and PML-:L73E transfected cells (p<0.03) (Figures 2.2C-D). IE1A
multiSUMOylation, defined as a higher molecular weight (MW) specie of IE1A, was only detected in cells co-
expressing HA-SUMO-1 and PML-| (Figure 2.2D). Such multiSUMOylation of IE1A was not observed with
SUMO-2 and SUMO-3 paralogs. This suggests that no SUMO-branching between SUMO-2/3 occured on IE1A
as these SUMO paralogues are the only ones capable of being SUMOylated [37]. Therefore, these results
showed that the presence of PML-NBs is important for the SUMOylation of IE1A and for its multiSUMOylation
with the paralogue SUMO-1.
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Figure 2.2. IE1A is multiSUMOylated in presence of PML-NBs. (A) Protein alignments of IE1A with IE1B.
SIM (SUMO-Interacting motif). (B) Immunofluorescence images representing PML nuclear diffuse pattern in
U20S PML* upon PML-I:L73E transfection compared to WT PML-I expression vector that forms PML-NBs. EV
(Empty Vector) (C) Bar graph representing quantification of IE1A SUMOylation in presence of PML-I or PML-
l:L73E with SUMO-1. Quantification was done by reporting IP IE1 blotted for HA band intensities on IP IE1
blotted for IE1 band intensities. These results are the representation of three independent experiments (n=3)
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shown in D. Data are presented as mean + SD. *p<0.03. (D) Immunoblots representing SUMOylation of IE1A
in HEK293T in different conditions (INPUT). Following 48 hours of transfection, IE1A was immunoprecipitated
and its SUMOylation was detected with an anti-HA-SUMO-1 immunoblot. EV (Empty Vector).

2.4.4 Characterization of putative SUMOylation sites for IE1A

Considering that IE1A is multiSUMOylated in the presence of PML-NBs, this suggests that IE1A has more than
a single SUMO acceptor site. To characterize IE1A SUMOylation, we generated an IE1A:K665R mutant lacking
the putative SUMO acceptor lysine, a mutant for the putative 838VIV640 SIM site by substituting for three alanines
(IE1A:VIVm) and a double mutant, IE1A: VIVm:K665R (IE1A:DM) (Figure 2.3A). In absence of PML-NBs,
monoSUMOylation of IE1A could only be detected with WT IE1A and upon over long exposure (Figure 2.3B).
In the presence of PML-I, WT IE1A multiSUMOylation was observed. Moreover, IE1A monoSUMOylation was
more robust with WT IE1A relative to IE1A mutants. Using either of the IE1A:K665R or 838AAA840 single mutants,
but not with IE1A:DM, a faint but noticeable multiSUMOylation was observed. This suggested that K665 and
SIM (838V[V840) sites are required for the basal IE1A SUMOylation and multiSUMOylation in the presence of
PML-I. Considering that IE1A:K665R undergoes SUMOylation, this indicated the presence of an additional
SUMO acceptor site.
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(A)

IE1A generated mutants

IE1 HHV-6A WT PKAADVIVISSESEDEEDGDNIIGNSILIKAIKSESDSESSSESND 678
IE1 HHV-6A K665R PKAADVMIVISSESEDEEDGDNIIGNSILIKAIRSESDSESSSESND 678
IE1 HHV-6A:VIVm PKAADAAAISSESEDEEDGDNIIGNSILIKAIKSESDSESSSESND 678
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Figure 2.3. Characterization of putative SUMOylation sites for IE1A. (A) Partial sequences of IE1A
generated mutants. (B) Immunoblots representing SUMOylation of WT and mutants IE1A after co-transfection
(Right panels-INPUT). IE1A was immunoprecipitated and its SUMOylation detected using anti-HA-SUMO-1
antibodies on immunoprecipitated extracts. EV (Empty Vector).

2.4.5. Oligomerization of IE1A is dependent on SUMOylation and PML-NBs

SUMO and SIM sites are essential for the oligomerization of IE1B into punctate foci [18]. Here, we showed that
in U20S cells, IE1A mutants exhibited a punctate pattern that colocalized perfectly with PML-NBs (Figure 2.4),
with a mean MCC of >0.95 (Figure 2.4B). We next assessed if this phenotype would be reproduced in U20S
PML"* cells. Interestingly, WT IE1A and IE1A:K665R formed punctate foci, but the IE1A:VIVm and IE1A:DM
mutants had a diffused nuclear pattern (Figure 2.4C). Quantification of these phenotypes indicated that
94.98%0.56 and 80.32%+4.57 (mean+sd) of IE1A+ nuclei had punctate IE1A foci in WT and K665R conditions,
respectively. In contrast, only 2.88%=1.30 (meantsd) of the VIVm mutant was expressed with a punctate
pattern. A similar result was obtained with [E1A:DM in which 3.92%+0.34 (mean+sd) of IE1A+ nuclei had a
punctate pattern. Taken together, the SUMOylation status of IE1A and the presence of PML-NBs are essential

for its oligomerization.
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Figure 2.4. Oligomerization of IE1A is dependent on SUMOylation and PML-NBs. (A) Immunofluorescence
images of confocal microscopy representing IE1A foci colocalizing with endogenous PML-NBs in U20S PML**
cells. Dotted squares represent enlargement of colocalized foci. EV (Empty Vector). (B) Graph representing the
Mander’s colocalization coefficient (MCC) of WT and mutants IE1A foci with PML-NBs. Each dot represents an
IE1A+ nucleus. Data are presented as mean+SD. (C) Immunofluorescence images representing the phenotypes
of different IE1A proteins following transfection in U20S PML". (D) Bar graph representing quantification of the
punctate nuclear pattern between different IE1A constructs. Data are presented as mean+SD.

2.4.6. multiSUMOylation of IE1A is dependent of its SIM and the SIM of PML

All PML isoforms can be SUMOylated at three known sites: K65, K160 and K490 [38]. Moreover, there is a SIM
(3%8VV/V%57) site within exon 7a of PML, present in PML-I through PMLV, but missing in PMLVI (Figure 2.5A) [39,
40]. In order to gain insights on how PML-NBs might favor multiSUMOylation of IE1A, we made use of the PML-
| and PML-VI isoforms and compared the SUMOylation levels of WT IE1A and IE1A:DM. Following
immunoblotting for HA-SUMO-1 after IE1 IP, we showed that in the presence of PML-VI, WT IE1A
monoSUMOylation is greatly diminished. Furthermore, the IE1A:DM could not be SUMOylated in the presence
of PML-VI (Figure 2.5B). These results suggested that both the PML and IE1A SIM sites are required for optimal
IE1A SUMOylation.
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Figure 2.5. Optimal IE1A SUMOylation is dependent of PML SIM site. (A) Diagram showing PML isoform |
and VI SUMO acceptor and SIM sites. Green bars represent shared exons between PML isoforms and blue bars
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represent unique exons following splicing. PMLVI lacks the SIM site (yellow dot). (B) Immunoblots of IE1A
SUMOylation (IP IE1) in the absence or in the presence of PML-I or PML-VI (INPUT). (C-D) Hypothetical views
on how |E1A might bind to PML to influence its SUMOylation. SUMOylation levels of different IE1A constructs
with PML-I (C) or PML-VI (D) isoforms are presented. SIM (SUMO-Interacting motif).

2.5 Discussion

Telomeres are composed of a telosome of which some proteins are implicated in regulating DNA damage, DNA
repair and telomeric DNA replication. Additionally, telomeres are rich in heterochromatin marks [41, 42]. For
these reasons it is conceivable that some herpesviruses exploit telomeres to achieve latency and/or viral
replication [43, 44]. Among Herpesviridae, MDV and HHV-6A/B have the unique ability to use the viral integration
at telomeres as a mean to achieve latency [45]. However, the mechanisms related to MDV and HHV-6A/B
integrations are still unclear. However, how TRF2 favors HHV-6A/B integration is still not clear. To gain more
insight on HHV-6A integration, here we presented that PML-NBs are important for efficient HHV-6A integration.
This can be correlated to IE1A being less present at the site of integration in absence of PML-NBs. We therefore
studied the effect of PML-NBs on IE1A and found that PML-NBs are essential for the multiSUMOylation status

of [E1A. This evidence allowed us to identify key amino acids responsible for SUMOylation of IE1A.

In this study we provide knowledge that in HHV-6A infected U20S cells, some of the IE1A foci located at
telomeres (Figure 2.1A). Others and we have previously reported that during HHV-6A infection, IE1A colocalizes
perfectly to PML-NBs and does not lead to PML-NB dispersal, unlike HSV, CMV and EBV. Moreover,
destructions of PML-NBs by these herpesviruses are executed by their IE proteins [26-28]. Here, following
transient expression of IE1A, we showed that IE1A perfectly colocalizes with PML-NBs and does not lead to
PML-NBs destruction (Figure 2.1B).

U20S maintain their telomeres by an alternative lengthening of telomeres (ALT) mechanism, in comparison to
HelLa cells that induce telomerase expression [47]. The process of ALT is based on the homologous
recombination (HR) pathway [48]. To do so, these cells exhibit ALT-PML-NBs (APBs) at their telomeres [49-51].
Proteins implicated in HR such as RAD51, RPA, BRCA1, RAD52, telomeric proteins like TRF1 and TRF2 and
telomeric DNA are found in APBs [49, 52]. Using PML KO cell lines, we have provided evidence that PML-NBs
are important for the localization of IE1A at telomeres (Figure 2.1C) and HHV-6A integration (Table 2-1). More
importantly, we have confirmed the decrease in HHV-6A integration in a non-ALT PML KO Hela LT cell line
(Table 2-1) suggesting that HHV-6A/B integration is not restricted to ALT mechanisms. In support of this result,

it was previously shown that PML-NBs are involved in telomere maintenance of non-ALT and non-neoplastic
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cells [47]. The fact that reduced viral integration in PML KO cells was correlated with reduce localization of IE1
at telomeres, suggested that PML-NBs might have an indirect role in HHV-6A integration by favoring IE1A

localization at telomeres.

PML-NBs are known to be a hub for SUMOylation and their partners transit dynamically upon stress responses,
leading to activation or inhibition of proteins, cellular localization and creating new interacting partner through
SIM-SUMO interactions [31, 53]. Here, we showed that despite IE1A/B sharing only 62% of identity, IE1A
possess the same SUMO et SIM consensus sequences as IE1B (Figure 2.2A). When comparing the level of
SUMOylation, we observed that PML-NBs are responsible for the multiSUMOylation of IE1A with overall
SUMOylation levels enhanced in the presence of PML-NBs (Figure 2.1C-D). By co-expressing PML-| with
SUMO paralogues SUMO-1, 2 and 3, we have confirmed that the multiSUMOylation was not due to SUMO
branching as it was only detected upon SUMO-1 expression, a paralogue incapable of SUMO branching.
Moreover, single and double mutants for the putative SUMO and SIM sites allowed us to identify that although
important, the K665 is not the unique SUMO acceptor site within IE1A (Figure 2.3B). However, K665 and the
SIM sites are essential for the multiSUMOylation status of IE1A. Additionally, we have reported that in PML KO
cells, the SIM site of IE1A is essential for its oligomerization (Figure 2.4C-D). Using a PML isoform lacking the
SIM site (PML-VI), we provided evidence that overall IE1A SUMOylation was decreased and IE1A
multiSUMOylation was lost (Figure 2.5). Moreover, no SUMOylation was observed with IE1A:DM in presence
of PMLVI. Considering that IE1A:DM can still be SUMOylated and form punctate foci in the presence of PML-
NBs also supports the hypothesis that there is an additional SUMO acceptor site that would favor IE1A
colocalization at PML-NBs, through interactions with the PML SIM site or other proteins present at PML-NBs.
Based on previous and the current results, we propose a model describing how IE1A interacts with PML at PML-
NBs (Figure 2.5C-D).

In conclusion, our results indicated SUMOylation convergence between the IE1 proteins of HHV-6A/B. Such
features provide further knowledge in the mechanisms leading to HHV-6A/B integration. The generation of
recombinant HHV-6A/B IE1 SUMO/SIM mutants would prove valuable reagents in our understanding of the role

of PML, SUMOylation and viral integration.
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2.8 Materials and methods

Cell lines and virus. All cells were cultured at 37°C, 5% CO,. HEK293T (ATCC) and Hela LT were cultured in
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM; Corning Cellgro, Manassas, VA, USA) supplemented with 10%
Fetal Bovine Serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), nonessential amino acids (NEM)
(Corning Cellgro), HEPES, sodium pyruvate (Wisent Inc., St-Bruno, Québec, Canada), and 5 pg/ml plasmocin
(Invivogen, San Diego, CA, USA). U20S (ATCC) and U20S PML"* [18] were cultured in the same medium but
supplemented with 10% of Nu Serum (Corning Cellgro) instead of FBS. HHV-6A strain U1102 was produced by

our laboratory, as previously described [54].

Plasmids. Expression vector for HHV-6A IE1 (pcDNA4/TO-IE1A) and empty vector pcDNA4/TO (EV) and
expression vectors for SUMO paralogues (pCMV2N3T-HA-SUMO-1/SUMO-2 and SUMO-3) were previously
described [55, 56). Plasmids expressing pCS3-MT-MYC-PML isoforms were kindly provided by Jin-Hyun Ahn
[57]. pLenti-CMV-Hygro-PML-l and pLenti-CMV-Hygro-PML-I:L73E were described previously [18]. Using
Q5®site-directed mutagenesis kit (New England Biolabs, Whitby, Ontario, Canada), the IE1A SUMO site K665
was mutated for an arginine (K665R), the SUMO Interacting Motif site was substituted for three alanines

(838AAAS40) and double mutant was achieved in the 8¥AAA8 construct.

1056



SUMOI/SIM site identification. Protein sequence of IE1A (UniProt Q69567) was paste into the web server

sumosp.biocuckoo.org/online.php and the threshold was set at high for SUMO and SIM consensus. Only p value

< 0.007 were considered. Alignment of IE1A and IE1B (UniProt Q9QJ15) protein was done using SnapGene

software.

In vivo SUMOylation assay. HEK293T cells were seeded at a density of 500 000 cells/well in a 6-wells plate

with 2 ml of complete medium for 24 hours. The next day, cells were co-transfected with 2 or 3 g of total DNA
respective of the condition, with a ratio of 3:1 of polyethylenimine at 1 pg/ul (PEI):DNA, in a total volume of 200
ul of DMEM without any serum and antibiotics. Transfection reactions were incubated for 15 minutes at room
temperature and added drop-wise in the respective wells. 48 hours post-transfection, cells were harvested and
centrifuged. Pellets were resuspended in 500 pl of RIPA lysis buffer (50 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0.1% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-40) containing 1X Halt
Protease Inhibitor Cocktail (100X) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 10 mM of N-
Ethylmaleimide (NEM) and were lysed at 4°C for 30 minutes under rotation. Lysates were centrifuged for 10
minutes at 12 000 x g, at 4°C. Supernatants were collected in a new tube. 10% (50ul) of each sample was kept
for the input analysis and 10 pl of 5X loading buffer (0.5 M Tris-HCI pH6.8, 500 mM dithiothreitol, 350 mM SDS,
7.5 mM bromophenol blue, 50% glycerin) was added and conserved at -20°C until western blot analysis. The
rest of the lysate was used for IE1 immunoprecipitation. Immunoprecipitation was done by adding 2 pg of
polyclonal rabbit antibody IE1 to each sample and incubating for 2 hours at 4°C under rotation. After 2 hours,
protein A/G agarose beads mix (1:1) were added to each sample an incubated overnight at 4°C under rotation.
Following centrifugation, samples were washed three times in RIPA lysis buffer, resuspended in 100 pl of 2X
loading buffer (0.5 M Tris-HCI pH6.8, 15% R-mercaptoethanol, 1.2% SDS, 0.5% bromophenol blue, 30%
glycerol) and boiled for 5 minutes at 95°C, as well as input samples, for western blot analysis. For input analysis
of [E1, B-tubulin, MYC (PML), and HA (SUMO proteins), 5ul of samples were loaded into 8% SDS-PAGE gels.
For SUMOylation analysis, immunoprecipitated lysates were loaded into 6% SDS-PAGE gels and labeled with
IE1 and HA (SUMO proteins).

Immunofluorescence and microscopy. U20S cells were seeded at 2 x 10° cells/well in a 6-well plate

containing five glass coverslips in 2 ml of medium. For immunofluorescence of HHV-6A infected conditions, cells
were infected at a multiplicity of infection of 1 for 48 hours. Immunofluorescences in which plasmids were
transfected were done following transfection of 2.5 ug of pcDNA4/TO or pcDNA4/TO-IE1A expression vector
(or a DNA ratio of 1:1 for co-transfection with PML isoforms) using the TransIT-LT1 Transfection Reagent (Mirus
Bio LLC, Madison, WI, USA). After 48 hours of transfection or infection, cells were washed 3 times with PBS 1X,

fixed in 2% (wt/vol) paraformaldehyde/PBS 1X for 10 minutes at room temperature, washed 10 minutes with
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PBS 1x and processed for immunofluorescence assay. Fixed cells on coverslips were incubated for 30 minutes
in blocking solution (1 mg/ml BSA; 3% goat serum; 0.1% Triton X-100; 1 mM EDTA pH 8.0, in PBS 1X). After
blocking, coverslips were incubated for 1 hour in primary antibodies diluted in blocking solution. IE1 was labeled
with an anti-IE1-rabbit, endogenous PML was labeled with an anti-PML-mouse and PML isoforms were labeled
with an anti-MYC-mouse. Coverslips were washed with PBS 1X, three times for five minutes and were incubated
for 30 minutes with secondary antibodies diluted in blocking solution. IE1 was detected with an anti-rabbit-
ALEXA-594 and PML were detected with an anti-mouse-ALEXA-488. Next, coverslips were washed three times
for 5 minutes in PBS 1X. Coverslips were air dried at room temperature, kept in dark and mounted with SlowFade
Gold Antifade reagent containing DAPI (Invitrogen, Eugene, Oregon USA). For immunofluorescence conjugated
to hybridization in situ (IF-FISH), following the staining of antibodies, cells were fixed for 2 minutes at room
temperature with 1% paraformaldehyde/PBS 1X. Coverslips were washed two times for five minutes with PBS
1X. Cells were dehydrated for 5 minutes in successive ethanol baths (70%, 95%, 100%). Once dried, coverslips
were placed upside down on a drop of hybridizing solution (70% formamide; 0.5% blocking reagent; 10 mM Tris-
HCI pH 7.2; 1/1000 Cy3 or Cy5-TelC PNA probe). Sample were denatured for 10 minutes at 80°C on a heated
block. Coverslips were incubated over night at 4°C and kept in the dark. After hybridization, coverslips were
washed two times for 15 minutes in washing solution (70% formamide; 10 mM Tris-HCI pH 7.2) and then washed
3 times for 5 minutes with PBS 1X. Sampled were air dried, mounting media with DAPI was added and coverslips
were sealed. Images were acquired with Wave FX-Borealis-Leica DMI 6000B microscope with the camera
Image EM (Hamamatsu, 512x512 pixels) and Orca-R2 (Hamamatsu, 1344x1024 pixels) at 63X (Quorum
Technologies, Puslinch, Ontario, Canda) using glycerol for immersion. The specificity and possibility of cross-
leakage were validated previously [18]. Colocalization was done using ImageJ software JACoP. Image stacks
were open in Fiji. Each nucleus was selected with a ROl and background was deleted throughout the stack of
every channels. Next, stack for each channel of the ROI were duplicated and background in the nucleus was
corrected to avoid false colocalization. A Costes auto threshold was applied to avoid manual subjectivity.
Colocalization was quantified into Mander’s colocalization coefficient (MCC). Data of MCC can be interpreted
as the proportion of the dye A that colocalize with dye B and vice versa. Indicated values are between 0 and 1

where 1 stands for perfect colocalization.

Integration assay. Integration assays were performed as described previously [18, 29, 46]. Briefly, ten thousand
cells per well (U20S PML WT, U20S PML* #1, U20S PML"- #2, HeLa LT PML WT, HeLa LT PML" #1, HeLa
LT PML"* #2 and PML restored) were seeded in 48-well plates. The next day, cells were infected with HHV-6A

(U1102 strain) at a multiplicity of infection (MOI) of 1 followed by overnight incubation at 37°C. Cells were washed

three times with PBS 1X to remove unabsorbed virions prior to the addition of fresh culture medium. Upon

infection, cells were passaged for a month and DNA was isolated using the QIAamp DNA Blood Mini Kit as
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described by the manufacturer (Qiagen Inc., Toronto, ON, Canada). The integration frequencies were

determined by ddPCR as described [29]. The HHV-6A chromosomal integration frequencies were estimated

assuming a single integrated HHV-6/cell and calculated with the following formula: (number of HHV-6

copies)/(number of RPP30 copies/2 copies per cell) x 100, as previously described [29]. A chi-square statistical

test was done to compare total copy numbers between each condition as described below.
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PML-- U20S (A) and HeLa (B) cells.
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3.1 Résumé

Les herpésvirus humains 6A et 6B (HHV-6A/B) sont uniques parmi les herpésvirus humains par leur capacité a
intégrer leur génome dans les chromosomes de I'hdte. L'intégration virale se produit aux extrémités des
chromosomes, dans les télomeres de I'hdte. Les extrémités des génomes d’HHV-6A/B contiennent des
répétitions télomériques qui facilitent le processus d'intégration. Nous rapportons dans cette étude que les
infections productives sont associées a une augmentation massive des séquences télomériques d'origine virale.
La majorité des signaux télomériques viraux peuvent étre détectés dans les compartiments de réplication virale
(CRV) qui contiennent le facteur de processivité de I'ADN viral p41 et la protéine virale précoce immédiate 2
(IE2). Les composants du complexe protéique shelterin présents au niveau des télomeéres, TRF1 et TRF2, sont
également recrutés dans le CRV pendant ['infection. L'immunofluorescence couplée I'hybridation in situ et
limmunoprécipitation de la chromatine ont démontré la liaison de TRF2 aux répétitions télomériques d’HHV-
6A/B. De plus, environ 60 % des foyers de la protéine virale IE2 se localisent au niveau des télomeres cellulaires
au cours de l'infection. La déplétion transitoire de TRF2 a entrainé une localisation considérablement réduite
(13 %) d'IE2 au niveau des télomeéres cellulaires (p<0.0001). Enfin, la diminution de I'expression de TRF2 réduit
la fréquence d'intégration HHV-6A/B (p<0.05), alors qu'aucun effet n'a été observé sur I'efficacité de ['infection.
Dans l'ensemble, notre étude a identifié que la protéine IE2 d’'HHV-6A se localise aux téloméres pendant

linfection et met en évidence le réle de TRF2 dans l'infection par HHV-6A/B et l'intégration chromosomique.
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3.2 Abstract

Human herpesviruses 6A and 6B (HHV-6A/B) are unique among human herpesviruses in their ability to integrate
their genome into host chromosomes. Viral integration occurs at the ends of chromosomes within the host
telomeres. The ends of the HHV-6A/B genomes contain telomeric repeats that facilitate the integration process.
Here, we report that productive infections are associated with a massive increase in telomeric sequences of viral
origin. The majority of the viral telomeric signals can be detected within viral replication compartments (VRC)
that contain the viral DNA processivity factor p41 and the viral immediate-early 2 (IE2) protein. Components of
the shelterin protein complex present at telomeres, including TRF1 and TRF2 are also recruited to VRC during
infection.  Biochemical, immunofluorescence coupled with in situ hybridizaton and chromatin
immunoprecipitation demonstrated the binding of TRF2 to the HHV-6A/B telomeric repeats. In addition,
approximately 60% of the viral IE2 protein localize at cellular telomeres during infection. Transient knockdown
of TRF2 resulted in greatly reduced (13%) localization of IE2 at cellular telomeres (p<0.0001). Lastly, TRF2
knockdown reduced HHV-6A/B integration frequency (p<0.05), while no effect was observed on the infection
efficiency. Overall, our study identified that HHV-6A/B IE2 localizes to telomeres during infection and highlight

the role of TRF2 in HHV-6A/B infection and chromosomal integration.
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3.3 Introduction

Human herpesvirus-6A (HHV-6A) and HHV-6B (HHV-6A/B) are two distinct betaherpesviruses with different
epidemiological and biological characteristics [1]. HHV-6B is a ubiquitous virus that infects nearly 100% of world
population and is the etiological agent of roseola infantum, an infantile febrile illness characterized by high fever
and skin rash [2]. HHV-6B is also a concern in hematopoietic stem cell and solid organ transplant recipients with
frequent reactivation and medical complications [3]. Pathological and epidemiological data on HHV-6A remain

scarce.

The viral genomes of HHV-6A/B are composed of a unique segment of approximately 143 kilo base pair (kbp)
flanked at both extremities with identical and directly repeated (DR) termini of approximately 9 kbp each [4, 5].
Each DR contains two TTAGGG telomeric repeat arrays that are required for the integration of the HHV-6A/B
genome into human chromosomes [6] and reviewed in [7, 8]. The number of TTAGGG telomeric repeats within
each DR ranges from 15 to 180 in clinical isolates [9-12]. HHV-6A/B integration can occur in several distinct
chromosomes, and it invariably takes place in the telomeric/sub-telomeric regions of chromosomes [13-16].
When integration occurs in a gamete, the viral genome can be inherited resulting in individuals carrying a copy
of the viral genome in every cell, a condition called inherited chromosomally integrated HHV-6A/B (iciHHV-6A/B)
[17]. Approximately 1% of the world population have this condition (reviewed in [8]). Chromosomally integrated
HHV-6A/B are not silent and can spontaneously express viral genes with the U90 and U100 generally being the
most abundant in various tissues [18, 19]. Expression of such viral genes is correlated with a greater antibody
response in iciHHV-6A/B subjects relative to age and sex matched controls [19]. The consequences of having
iciHHV-6A/B are not well defined, but a recent study suggests that these individuals are at greater risks of

developing angina pectoris [20].

Mammalian chromosome extremities consist in 5-50 kbp of (TTAGGG), repeats followed by a single-stranded
J-overhang of 200 +/-75 TTAGGG nucleotides [21]. With each cell division, the extremities of the chromosomes
are not completely replicated due to the end replication problem of the cellular DNA polymerase [22]. As a
consequence, the telomeres shorten with every cell division until they reach a minimal length threshold, which
triggers DNA damage activation via the ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related) or the ATM (ataxia
telangiectasia mutated) pathway, ultimately leading to senescence or cell death (reviewed in [23, 24]). In the
absence of telomere elongation processes, such as expression of telomerase or activation of the alternative

lengthening of telomere (ALT) pathway, somatic cells are limited in their number of replication cycles.
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To prevent activation of DNA damage recognition pathways, telomeres are protected by a six-member protein
complex, termed shelterin [23]. The shelterin components TRF1 and TRF2 form homodimers that bind the
double-strand TTAGGG repeats and recruit the rest of the complex (TPP1, RAP1, TIN2 and POT1) to
chromosome ends [25-27]. The shelterin complex folds telomeric DNA into a secondary structure called the T-
Loop, preventing the recognition of the telomere extremity as a double-strand break (DSB) [28]. TRF2 represses
activation of the ATM pathway [29] and plays an essential role in end-to-end chromosome fusions mediated by
the non-homologous end-joining (NHEJ) pathway [30, 31]. POT1 binds to the single-strand section of the

telomeres and protects the telomeres against activation of the ATR pathway [30, 32-34].

Certain viruses are reported to affect telomeres in different ways. For example, infection by herpes simplex virus
type 1 (HSV-1) alters telomere integrity through transcriptional activation of the telomeric noncoding RNA
(TERRA), loss of total telomeric DNA, selective degradation of TPP1, reduction of telomere-bound shelterin and
accumulation of DNA damage at telomeres [35]. Telomere remodeling is presumed to be required for ICP8-
nucleation to form a pre-replication compartment that stimulates HSV-1 replication [35]. The Epstein-Barr virus
(EBV) LMP1 protein was reported to downmodulate the expression of TRF1, TRF2 and POT1 shelterin genes
resulting in telomere dysfunction, progression of complex chromosomal rearrangements, and multinuclearity
[36, 37]. The impact of HHV-6A/B infection on telomere biology is currently unknown. Considering that telomeres
are the preferred sites for HHV-6A/ B integration, it is important to understand the dynamic processes occurring
during the early phases of infection to gain insights into the integration mechanisms. In the present study, we
analyzed the impact of HHV-6A/B infections on shelterin complex homeostasis and show for the first time that
the shelterin components are recruited to the viral DNA during infection and play a critical role in HHV-6A/B

chromosomal integration.

3.4 Results

3.4.1 Telomeric sequence accumulation during HHV-6A infection

Telomeres protect chromosomes from the loss of genetic information due to end replication problem and the
shelterin complex prevents induction of a DNA damage response (DDR). Interestingly, each end of the HHV-
6A/B genome also contains telomeric repeats arrays that vary in number between 15 and 180 [9-12] (Figure
3.1A). During infection, viral replication compartments (VRC) can be visualized by staining cells with antibodies
against the DNA polymerase processivity factor p41, encoded by the U27 gene, that associates with the viral
DNA during replication (Figure 3.1B). The majority (92% + 7%) of HHV-6A immediate-early 2 (IE2) protein
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colocalizes with the p41 protein and is used in subsequent experiments as marker of VRC [50]. Using
immunofluorescence combined with fluorescent in situ hybridization (IF-FISH), we first studied the accumulation
of telomeric sequences during active HHV-6A infection. Hybridization of mock-infected HSB-2 cells with a
telomeric probe resulted in the detection of many discrete punctate telomeric signals corresponding to terminal
chromosomal telomeric repeats (Figure 3.1B and C). In contrast, a mixture of small and large telomeric signals
were observed during HHV-6A infection. At late stages of infection when viral genome replication is abundant,
very intense telomeric signals were detected. These telomeric signals correspond to replicating virus genomes
as they localize with the p41 (Figure 3.1B) and IE2 protein (Figure 3.1C). Similar accumulation of telomere
signal resembling VRC were observed in HHV-6B-infected cells (Figure 3.1D). Considering that our IE2 antibody
is specific for HHV-6A, staining for HHV-6B IE2 was not possible [46, 51]. Next, the increase in telomeric signals
observed by IF-FISH was confirmed by dot blot hybridization. DNA from uninfected and HHV-6A/B infected cells
was hybridized with a telomeric probe to estimate overall telomeric repeats. Hybridization with an Alu probe was
used for normalization. HHV-6A/B infection resulted in a 2.5x to 2.9x increase in the total number of telomeric
signals relative to uninfected cells (Figure 3.1E). To determine the origin (cellular or viral) of the increased
telomeric signals, DNA from uninfected and HHV-6A/B infected cells was analyzed by terminal restriction
fragment (TRF) analysis and southern blot hybridization with a telomeric probe. As shown in Figure 3.1F, HSB-
2 and Molt-3 uninfected cells displayed telomeric signal with lengths 14kbp. In addition to the cellular telomeric
signal observed, HHV-6A/B-infected cells displayed abundant signals that were smaller in size (<2kbp) and
much stronger in intensity, likely representing viral telomeric repeats. To confirm the viral origin of these telomeric
repeats, J-Jhan cells were infected with HHV-6A U1102 (control), WT HHV-6A-BACs or HHV-6A ATMR BAC
that lacks the viral telomeric sequences [6]. In J-Jhan cells, low molecular weight telomeric signals were detected
in HHV-6A and WT HHV-6A BACs but were absent in cells infected with HHV-6A ATMR BAC confirming the
viral origin of telomeric signal. Infection was confirmed by hybridizing the membrane with a probe corresponding
to the HHV-6A U94 gene, expected to hybridize to a 964 bp viral DNA fragment.

The accumulation of telomeric sequences was also confirmed by IF-FISH using J-Jhan cells infected with HHV-
6A recombinant BACs. As with HSB-2 cells, mock-infected J-Jhan showed typical telomeric staining (Figure
3.1G, first row). J-Jhan cells productively infected with HHV-6A demonstrated large telomeric signals that
colocalized with the viral IE2 protein (second row). To demonstrate that the increased telomeric signals observed
originates from viral DNA, we made use of HHV-6A mutants lacking either only the imperfect telomeric repeats
(AimpTMR) or all telomeric repeats (ATMR) [6]. Infection with the AimpTMR mutant still resulted in a strong and
patchy telomeric signals (Figure 3.1G, third row). In contrast, telomeric hybridization signals in ATMR-infected
J-Jhan cells were similar to those observed in uninfected J-Jhan cells (Figure 3.1G last row), confirming that

telomeric sequences within the viral genome were responsible for the increased telomeric signals observed.
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Figure 3.1 - Accumulation of viral telomeric signals during HHV-6A infection. (A) Schematic representation
of the HHV-6A/B genome. The unique (U) region of the HHV-6A/B genome (143-145 kbp) is flanked by two
direct repeat sequences (8-10 kbp) referred to as DR. and DRr. The DRs contain perfect (TTAGGG), and
imperfect (het (TTAGGG),) telomeric sequences. The genome is not drawn to scale. (B) HSB-2 cells were mock
treated or infected with HHV-6A. After 5 days, cells were processed for IF-FISH to detect HHV-6A IE2 protein
(red), p41 (green) and telomeres (cyan) to appreciate HHV-6A VRC. Nuclei are outlined by the circular dashed
lines. (C) Mock or HHV-6A-infected HSB-2 cells were processed for IF-FISH to detect IE2 and telomeric signals
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patterns in presence of HHV-6A. Low and high magnifications of cells are presented. Nuclei are outlined by
circular dashed lines. (D) Molt-3 cells were infected with HHV-6B for 4 days and hybridized with a telomeric
probe (cyan) with nuclei stained with DAPI. Nuclei are outlined by circular dashed lines. (E) HSB-2 and Molt-3
cells were respectively infected with HHV-6A and HHV-6B. After 5 days, total DNA was isolated and analyzed
by dot blot hybridization using Alu and telomeric probes. The relative increase in telomeric signals was
determined by densitometry after normalization to uninfected controls. (F) HSB-2 and Molt-3 cells were
respectively infected with HHV-6A and HHV-6B. J-Jhan cells were infected with HHV-6A U1102, WT HHV-6A
BACs or HHV-6A BAC ATMR. After 4 days, DNA was extracted, digested with Hinfl and Rsal and processed for
southern blot hybridization using 32P-labeled telomeric and U94 probes. (G) J-Jhan cells were infected with HHV-
6A U1102, WT recombinant HHV-6A BACs, HHV-6A mutant lacking the imperfect telomeric repeats (AimpTMR)
or HHV-6A mutant lacking all telomeric repeats (ATMR). After 5 days of infection, cells were processed for IF-
FISH to HHV-6A IE2 protein and telomeres (cyan). Some infected cells expressing |IE2 are identified by arrows.
Nuclei were stained with DAPI and outlined by dashed lines.

3.4.2 Binding of TRF2 to viral telomeric sequences

Telomeres are protected by the shelterin complex of which TRF1 and TRF2 bind directly to TTAGGG repeats;
however, it remains unknown if shelterin proteins bind to viral telomeric sequences in the context of the HHV-
6A/B genomes. To study TRF2 binding to viral TMRs, a recombinant MBP-TRF2 protein was generated. To
validate that MBP-TRF2 was functional and capable of binding telomeric DNA, we performed EMSA. MBP-TRF2
efficiently bound dsDNA with telomeric sequences causing a mobility shift (Figure 3.2A). MBP alone did not
bind the telomeric probe. The specificity of MBP-TRF2 binding was confirmed by competition with excess
unlabeled telomeric and non-telomeric oligonucleotides. Excess (100-1000 fold) of unlabeled telomeric
oligonucleotides efficiently competed with labeled telomeric probes. No such competition was observed with
excess non-telomeric oligonucleotides. Lastly, no binding of MBP or MBP-TRF2 was observed using non-
telomeric labeled probes (Figure 3.2B). After validation of the specific binding to telomere sequences of the
recombinant MBP-TRF2 protein, we next determined if MBP-TRF2 could bind to HHV-6A TMR DNA. To study
this, DIG-labeled HHV-6A-BAC DNA was digested with the Haelll enzyme that cuts on both sides of the viral
TMR and more than 250 times in the viral genome. MBP and MBP-TRF2 coated wells were incubated with the
mixtures of DNA fragments (25 ng) and DNA binding was measured using anti-DIG antibodies. MBP did not
bind viral DNA, in contrast to MBP-TRF2 that efficiently bound viral DNA (Figure 3.2C). Specificity of MBP-TRF2
binding to viral TMR was confirmed through competition with unlabeled ds oligonucleotides containing telomeric
motifs (Telo comp) but not by ds oligonucleotides with non-telomeric motifs (non Telo comp). Our in vitro binding
assay revealed that the recombinant MBP-TRF2 efficiently binds to viral DNA at TMRs.
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Figure 3.2 - Binding of TRF2 to HHV-6A viral DNA. (A) Recombinant MBP or MBP-TRF2 were incubated with
32P-|abeled telomeric dsDNA and binding was assessed by EMSA. Excess of unlabeled telomeric and non-
telomeric dsDNA were added as competitors. Samples were migrated on non-denaturing acrylamide gel, dried
and exposed to X-ray films. (B) Recombinant MBP or MBP-TRF2 were incubated with 32P-labeled non-telomeric
dsDNA and binding was assessed by EMSA. (C) Recombinant MBP and MBP-TRF2 were coated to the wells
of a 96 well-plate and incubated with Haelll digested DIG-labeled HHV-6A DNA (25 ng/condition) in the presence
or absence of competitors. After washing, bound DNA was quantified by adding peroxidase-labeled anti-DIG
antibodies and substrate. Results are expressed as mean absorbance +SD of triplicate values. Experiment is
representative of two additional experiments. * P<0.001.
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To provide additional support that TRF2 binding occurs during infection, we performed TRF2 ChIP in HHV-6A
and HHV-6B productively-infected cells. Uninfected cells were used as negative controls. To discriminate
between telomeres of cellular and viral origin, the TRF2 immunoprecipitated DNA was hybridized with the DR6
probe, corresponding to regions adjacent (1.5kbp) to the TMR in the virus genome (refer to Figure 3.3A). As
positive control, binding of Polll to the GAPDH promoter was analyzed by gPCR. As shown in Figure 3.3B,
GAPDH promoter sequences were highly enriched following anti-Polll precipitation. Next, DNA bound to TRF2
was immunoprecipitated (IP) using anti-TRF2 antibodies and the corresponding DNA analyzed by dot blot
hybridization. Hybridization with a telomeric probe indicates that TRF2 efficiently bound telomeres in both
uninfected and HHV-6A- and HHV-6B-infected cells (Figure 3.3C-3F). Compared to uninfected cells, a stronger
telomeric signal was observed in infected cells. TRF2 also precipitated DNA that hybridized preferentially (10-
fold) with the DR6 probe in HHV-6A-infected cells (Figure 3.3C and 3D). As negative control, DNA was
immunoprecipitated with an irrelevant mouse anti-IgG. Similar results were obtained for HHV-6B (Figure 3.3E
and 3F). In summary, these assays provide evidence that TRF2 binds the telomeric motifs present in HHV-6A/B
DNA during productive HHV-6A/B infections
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Figure 3.3 - Binding of TRF2 to viral DNA during HHV-6A/B infection. (A) Schematic representation of the
HHV-6A/B genome. The DR6 probe used for hybridization is shown in red. Uninfected and HHV-6A-infected
HSB-2 cells (B-D) or uninfected and HHV-6B-infectd Molt-3 cells (E-F) were analyzed for TRF2 binding to viral
DNA using ChIP. The input was hybridized with Alu probe to assess quantity of starting material. Anti-IlgG
(negative control), anti-Polll (positive control) or TRF2 antibodies were used for immunoprecipitation. (B) QPCR
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detection of GAPDH DNA following ChIP. Results are expressed as fold increase over control IgG. (C and E)
Eluted DNA was hybridized with %2P-labeled Alu, telomeric (TTAGGG)s or HHV-6A (DR6) probes. After
hybridization the membranes were washed and exposed to X-ray films. (D and F) Densitometric analysis of
relative binding of TRF2 to telomeric and viral DNA. Results of one experiment representative of three are
presented and are expressed as signal after normalization to input.

3.4.3 HHV-6A and shelterin during infection of U20S cells

Considering that HHV-6A/B integration invariably occurs in telomeres of infected cells, we surmise that shelterin
proteins likely play a role in viral integration. As most T cells are lytically infected and subsequently killed, HHV-
6A/B integration does not occur frequently in these cells. We therefore studied the fate of shelterin proteins in
HHV-6A/B-infected U20S cells that are semi-permissive to infection and used to study viral integration [18].
After 24h, 48h and 72h post-infection, individual cells were analyzed for TRF2 expression. Infected cells were
distinguished from uninfected bystander cells using the HHV-6A specific anti-IE2 antibody (Figure 3.4A).
Depending on the time of infection, between 38% (24 h post infection) and up to 60% (72h post-infection) of IE2
colocalized with TRF2. TRF2 fluorescence was quantified using ImagedJ software. The results obtained indicate
that starting at 24h post-HHV-6A infection, TRF2 expression gradually increases as infection progresses. TRF2
is expressed at significantly higher levels in infected cells relative to bystanders or uninfected cells (p < 0.02)
(Figure 3.4B). No significant difference in TRF2 expression was detected between bystander and mock-treated
cells. In summary, these results indicate that expression of TRF2 increases during HHV-6A-infection of U20S

cells.
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Figure 3.4 - TRF2 expression in HHV-6A-infected U20S cells. U20S cells were infected with HHV-6A and
analyzed for TRF2 and IE2 expression at 24h, 48h and 72h post-infection by dual color immunofluorescence.
(A) Representative immunofluorescence of TRF2 and IE2 expression in bystander and IE2 expressing cells at
24, 48h and 72h post infection. (B) Mean relative TRF2 expression + SD in uninfected (blue), IE2- (green-
uninfected bystander) or IE2+ (red-infected) cells at 24h, 48h and 72h post infection. Each symbol represents
the relative TRF2 expression from a single nucleus.
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Colocalization of TRF2 with viral DNA during infection of U20S cells was studied next. Although permissive to
entry and expression of viral genes, viral DNA replication is observed only in a minority of HHV-6A/B infected
U20S cells. As shown in Figure 3.5A (middle row), some cells display large patchy |IE2 staining similar to what
is observed during productive infection of T cells (Figure 3.1B and C) and likely representing VRC. Such IE2
patches overlapped with diffuse TRF2 and telomeric signals. Uninfected cells (top row) only showed punctate
and sharp TRF2 and telomeric signals. In the majority of cells, (bottom row), the presence of diffuse telomeric
signals and “patchy” IE2 was not observed. In these cells, IE2 is present as small punctate structures. On
average, 47%=25% of punctate IE2 colocalized with TRF2 and telomeres. We next investigated whether TRF1,
another shelterin protein binding to TTAGGG repeats, colocalizes with HHV-6A DNA during infection. U20S
were transfected with a myc-tagged-TRF1 expression vector, infected with HHV-6A and analyzed by IF-FISH.
We used an expression vector to express a tagged version of TRF1 since available antibodies against TRF1
were not specific. As shown in Figure 3.5B, in addition to its typical punctate pattern, TRF1 also was distributed
in diffuse patches that colocalized with IE2/VRC (78% +20%).
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Figure 3.5 - Colocalization of shelterin complex proteins and HHV-6A IE2 protein at VRC and cellular
telomeres. (A) U20S cells were mock-infected or infected with HHV-6A for 48h after which cells were processed
for IF-FISH. Telomeres were labeled in magenta, TRF2 in green and IE2 in red. The panels in the middle row
show images of cells with |E2 patches overlapping with large, diffuse TRF2 and telomeric staining (rectangles).
The panels in the third row represent infected cells with punctate IE2 pattern colocalizing with TRF2 and
telomeres (dashed squares). The colocalization of IE2, TRF2 and telomeres are shown in both 2D and 3D
images. (B) Uninfected and HHV-6A-infected U20S cells were transfected with an empty vector, a myc-tagged-
TRF1 expression vector. Forty-eight hours later cells were processed for IF-FISH. TRF1 was labeled in green
and IE2 in red. Nuclei were stained with DAP!I. Images on the far-right show 2D colocalization of TRF1 with IE2.
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Results from Figures 3.4 and 3.5 indicated that a significant proportion of IE2 colocalizes with TRF1, TRF2 and
telomeres during infection. We next determined whether ectopically-expressed IE2 (Figure 3.6A) would also
localize with telomeres in the absence of other viral proteins and viral DNA. U20S were transfected with an
empty vector or an IE2 expression vector and cells were analyzed by IF-FISH 48h later. In the absence of viral
DNA, IE2 always distributes itself with a punctate nuclear distribution. In average, 58%+30% of IE2 foci
colocalized with cellular telomeres (Figure 3.6B and 6C). Considering that IE2 possesses a DNA-binding
domain (DBD), its telomeric localization was studied next. The IE2 mutant (A1290-1500) lacking the DBD
localized with telomeres with equal efficiency (57%+22%) as WT |E2, indicating that the DBD is dispensable for
|E2 localization with telomeres (Figure 3.6B and 6C). There were no statistically significant differences (p>0.05)
in the telomere colocalization frequencies between IE2 expressed during infection and ectopically expressed
|E2. Lastly and as further control, we analyzed the nuclear distribution and colocalization of ectopically
expressed p41 viral protein with TRF2. As shown in Figure 3.6D, ectopically expressed p41 exhibited mostly a

perinuclear distribution that did not colocalize with cellular telomeres.
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Figure 3.6 (A) A stick diagram of the IE2 protein with various domains identified is presented. (B) Colocalization
of HHV-6A |E2 protein with telomeres in the absence of viral DNA. U20S cells were transfected with an empty
vector, with |E2 expression vector or with IE2 A1290-1500 expression vector. Forty-eight hours later cells were
processed for dual color immunofluorescence. Telomeres were labeled in cyan and IE2 in red. Nuclei are
outlined by dashed lines. Examples of IE2 colocalizing with telomeres are presented in a 3D view (white arrows).
(C) The graph represents the mean + SD % of WT IE2 and A1290-1500 IE2 localizing with telomeres. (D) Lack
of colocalization between HHV-6A p41 and telomeres in uninfected cells. U20S cells were transfected with an
empty vector or with a p41 expression vector. Forty-eight hours later cells were processed for dual color
immunofluorescence. TRF2 was labeled green, p41 in red and nuclei outlined by a dashed line.
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3.4.4 TRF2 is essential for efficient localization of IE2 at cellular telomeres

Considering that HHV-6A IE2 colocalizes with TRF2 at cellular telomeres and with TRF2 at VRC, we
hypothesized that TRF2 might influence IE2 localization. We generated a U20S cell line carrying a doxycycline
(Dox)-inducible shRNA targeting TRF2 mRNA. Incubation of cells with Dox for 7 days resulted in TRF2
knockdown (Figure 3.7A and B). In both control and TRF2 knockdown cells, the IE2 nuclear distribution,
whether as punctate foci or patches, was similar (Figure 3.7B). The percentage of HHV-6A-infected cells was
also equivalent in the presence or absence of TRF2 (Figure 3.7C). However, when the localization of IE2 at
cellular telomeres was estimated, we observed a significant reduction of IE2 at cellular telomeres in the absence
of TRF2 (Figure 3.7D). In shCtrl cells (+Dox), 65+£23% of IE2 foci were found localizing with telomeres while in
shTRF2 (+Dox) treated cells, 13+6% of IE2 foci were found with telomeres (p<0.0001). Confocal IF-FISH

revealed the lack of localization of IE2 with telomeres in the absence of TRF2 (Figure 3.7E).
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Figure 3.7 - TRF2 is required for IE2 localization with telomeres. U20S cells were transduced with a lentiviral
vector coding for a Dox inducible control shRNA (shCtrl) or a shRNA against TRF2 (shTRF2) and selected with
puromycin +/- Dox for a week. (A) Western blot analysis of TRF2 expression one week post selection.
Membranes were also probed with anti-tubulin antibodies to show the input material loaded. (B) One week post
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selection, +Dox cells were infected with HHV-6A for 48h and processed for IFA using anti-TRF2 (green) and
anti-IE2 (red). Cells with IE2 in punctate form and cells with large patchy IE2, likely to represent VRC, are shown.
Nuclei are outlined by dashed lines. (C) The percentage of HHV-6A infected cells (from B) was estimated after
counting a minimum of 700 cells and scoring the IE2* ones. Results are expressed as mean %IE2* cells + SD.
(D) Mean percentage + SD of IE2 localizing with telomeres in the presence (shCtrl +Dox) and absence (shTRF2
+Dox) of TRF2. Each dot represents the % of IE2 foci localizing with telomeres in one nucleus. ****p<0.0001.
(E) IF-FISH confocal images of shCtrl (+Dox) and shTRF2 (+Dox) cells analyzed for TRF2 (green), IE2 (red)
and telomeres (cyan). Nuclei are outlined by dashed circles. Examples of IE2 localizing with telomeres (top row)
or not found with telomeres (bottom row) are highlighted by the dashed polygons.

3.4.5 Importance of TRF2 for efficient HHV-6A/B chromosomal integration

Considering that TRF2 colocalizes and interacts with viral DNA during HHV-6A/B infections and that IE2
localization at cellular telomeres is influenced by TRF2, we next determined whether TRF2 knockdown would
affect HHV-6A/B chromosomal integration. U20S were transduced with lentiviral vectors constitutively
expressing a scrambled shRNA (shCtrl) or shTRF2. After a week of puromycin selection, TRF2 expression and
efficiency of knockdown was monitored by western blot analysis. Compared to the shCtrl, TRF2 expression was
significantly reduced by the shTRF2 (Figure 3.8A). Control and TRF2 knockdown cells were then infected with
HHV-6A or HHV-6B and infections allowed to proceed for a month, after which cells were analyzed by ddPCR
to assess relative HHV-6A/B integration frequency, as previously described [18]. Integration frequency of HHV-
6A and HHV-6B was reduced by more than 75% (p<0.05) in TRF2 knockdown cells compared to the shCtrl
control (Figure 3.8B), suggesting that TRF2's presence is required for efficient HHV-6A/B chromosomal

integration.
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Figure 3.8. TRF2 knockdown affect HHV-6A/B chromosomal integration. (A) U20S cells were transduced
with lentiviral vectors expressing a scrambles shRNA (shCtrl) or a shTRF2. After a week of selection, cells were
monitored for TRF2 expression by western blot. (B) After a week of selection, shCtrl and shTRF2 treated cells
were infected with HHV-6A or HHV-6B. After 30 days, DNA was isolated and the relative frequency of integration,
relative to shCtrl set at 100%, estimated by ddPCR. *p<0.05.
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3.5 Discussion

Telomeres serve to protect chromosomes from the loss of genetic information. The ends of each chromosome
contain several hundreds, even thousands, of tandemly repeated TTAGGG hexamers. Each time a cell divides
approximately 150 nucleotides are lost due to the end replication problem [52]. When telomeres get short, these
are extended either by the telomerase enzyme complex [53] or alternative lengthening mechanisms [54]. On the

other hand, when telomeres get excessively long, proteins such as TZAP, can trim the excess telomeres [45].

Mechanisms sensing the length of telomeres are therefore present in cells to control telomere length. In the
present study, we report that during HHV-6A/B infection, the number of TTAGGG repeats per cell increases 2.5
to 2.9 fold. The increase in telomeric sequences originates from replication of the viral genomes that contain
between 15 and 180 TTAGGG repeats at each viral extremity [9-12]. An HHV-6A mutant lacking these telomeric

sequences did not show this phenotype.

Chromosome telomeres are consistently bound by shelterin proteins that serve to protect the linear chromosome
end from inappropriate repair through DDR [23]. Three shelterin proteins, TRF1, TRF2 and POT1 recognize and
bind specifically to the TTAGGG motif [26, 32, 33]. Shelterin protein binding to DNA of viruses other than HHV-
6A/B has been reported previously. Binding of TRF2, TRF1 and Rap1 to EBV oriP, that contains three
TTAGGGTTA motifs, was reported to modulate EBV DNA replication. TRF2 also interacts with EBNA1, an EBV
protein essential for episomal maintenance and replication [55]. While TRF2 and Rap1 promote the replication
at oriP, TRF1 inhibits it [55-57]. TRF2, together with Kaposi sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) LANA

protein bind to the latent origin of replication.

Such region does not contain the TTAGGG motif and binding to this region of the viral DNA likely involves a yet
to be identified protein [57]. Unlike EBV, the expression of a dominant negative TRF2 does not affect KSHV
DNA replication. Whether the presence of telomeric repeats within the HHV-6A/B viral genome would initiate the
binding of shelterin proteins was unknown. Our results indicate that during infection, TRF1 and TRF2 localize at
viral replication compartments. Using ChIP, we could demonstrate that TRF2 physically associates with HHV-
6A/B viral DNA during infection. Furthermore, using recombinant TRF2 and HHV-6A BAC viral DNA, we could

show that TRF2 binds directly to viral DNA TMR in the absence of other viral or cellular proteins.

Joining TRF2 at viral replication compartments are the p41 and IE2 viral proteins. p41 is expected to localize
with VRC being a DNA polymerase accessory factor. In contrast, the functions of IE2 are only partially known.

|E2 is a large nuclear protein (~1500 amino acids) that behaves as a promiscuous transactivator in gene reporter
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assays [39, 50]. We have previously reported that truncation of the C-terminus abolishes IE2’s transactivating
potential [39]. Recently, the crystal structure of the IE2 C-terminus revealed that it contains dimerization, DNA-
binding and transcription factor binding domains explaining the importance of this region for I[E2’s transactivation
functions [58]. The IE2 C-terminus core structure resembles those of the gammaherpesvirus factors EBNA1 of
EBV and LANA of KSHV [58], involved in binding to viral DNA [59, 60]. Although IE2 localizes at VRC during
infection, whether it binds viral DNA per se remains to be demonstrated. However, considering that IE2 localizes
at VRC in cells infected with a mutant lacking telomeric repeats (HHV-6A ATMR), suggests that IE2 recruitment
at VRC is independent of viral telomeric DNA sequences. Furthermore, considering that in the absence of viral
DNA, IE2 localizes at cellular telomeres, suggest a potential affinity of IE2 for shelterin complex proteins. Deletion
of the IE2 DNA binding domain had no impact on IE2 localization with telomeres, further strengthens the
hypothesis the IE2 interacts with proteins found near or associated with telomeres. In support for an IE2-shelterin
interaction is the observation that TRF2 knockdown greatly reduces the number of IE2 foci localizing with
telomeres. Validation of a physical interaction between IE2 and TRF2 or other telomeric proteins is complicated
by our difficulty in immunoprecipitating the IE2 protein. To our knowledge, this is the first report identifying an
HHV-6A/B protein localizing at cellular telomeres. Previous work from our laboratory identified IE2 as a Ubc9-
interacting protein [61]. Considering that TRF2 can be sumoylated [62] and that Ubc9 is an E2 SUMO
conjugating enzyme, it is conceivable that by localizing at telomere, |E2 through its interaction with Ubc9, may
influence TRF2 SUMOylation. Knowing that SUMOylated TRF2 is prone to degradation [62], IE2 may therefore

regulate TRF2 levels at chromosomal ends to facilitate integration and/or at VRC to free viral DNA from TRF2.

During infection, many viruses provoke a DNA damage response, either because their unprotected genome is
recognized as damaged DNA or because of viral proteins triggering a damage signal. While several viruses
have ways to evade the DDR pathways, some have developed strategies to make use of the cellular DNA repair
proteins to their advantage. Cellular DNA repair proteins have been observed in VRC in various cases and can
be helpful or even necessary for completion of the infection [63]. During EBV infection, the proteins involved in
the ATM pathway checkpoint and HR repair are found in replication compartments [64]. The use of the DDR
machinery by EBV likely increases the possibility of molecular events, stimulating the damage signals causing

instability and promoting carcinogenic transformations.

Whether viruses can use the DDR proteins in chromosomal integration is controversial, but some studies have
suggested it [63]. One example is the Adeno-associated virus (AAV) that uses the cellular NHEJ mechanism for
its site-specific integration [65]. HHV-6A/B chromosomal integration is not fully understood but it appears
probable that these viruses integrate by HR between the virus’ TMRs and the cellular telomeres. The integration
occurs solely in telomeres and it has been shown that the telomeric sequences within the HHV-6A genome are

essential for efficient integration into chromosomes [6]. Furthermore, the integrated virus has indicate that

132



knockdown of TRF2 impairs the ability of HHV-6A/B to integrate the host chromosomes without affecting the
initial phases of infection. At least two non-mutually hypotheses can explain this result. First, TRF2 is known to
protect telomeres from a DDR [69]. By binding to the viral TMR, TRF2 may play a similar role by shielding the
end of the viral genome from DDR. Second, TRF2 has been shown to participate in HR [70, 71]. We therefore
surmise that the presence of TRF2 at viral DNA favors chromosomal integration by facilitating HR events

between the host telomeres and viral telomeric sequences.

Our studies have focused mostly on TRF2. However, our results indicate that during infection, TRF1 also
localizes with VRC. This is not unexpected considering that TRF1, alike TRF2, binds with high affinity to double-
stranded DNA containing TTAGGG repeats [26]. Considering that both TRF1 and TRF2 are docking sites for
other shelterin proteins [72], it is expected that Rap1, TIN2 and TPP1 are likely to be recruited at VRC during
infection. Furthermore, considering a similar role for TRF1 and TRF2 in maintenance of telomere stability, we

speculate that knockdown of TRF1 would affect HHV-6A/B integration alike our TRF2 knockdown experiments.

Our work has unraveled the potential importance of the TRF2 during infection and integration. However, our
studies are not without limitations. First, the fact that TRF2 null cell are non-viable [29] prevents us from
conducting chromosomal integration studies in the complete absence of TRF2. Considering that the integration
assay lasts a month, our results likely reflect 30 days survival of cells expressing minimal amounts of TRF2 and

containing integrated

HHV-6A/B. At this point it therefore cannot be excluded with certainty that integration of HHV-6A/B in the
absence of TRF2 can occur. Another limitation of our study is the reliance on immortalized cells to study
integration processes. Considering that immortalized cells have telomere elongation mechanisms not typically
observed in most primary cells, results from the use of primary cells could differ from those presented in the
current study. Unfortunately, many of our protocols require prolonged culture periods, preventing us from using
primary cells. Lastly, although our results suggest that shelterin proteins, such as TRF2, likely play a role in
facilitating HHV-6A/B integration, the data provided does not prove it. Additional studies addressing the precise

integration mechanism are needed before such a conclusion can be reached.

In summary, our studies indicate that during HHV-6A/B infection, the number of telomeric repeats increases
significantly, as a result of the replicating viral DNA that contains many TMRs. In the presence of such abundant
viral TMRs, TRF2 is recruited to VRCs where it colocalizes with the viral IE2 protein. Reciprocally, the IE2 protein
efficiently localizes at cellular telomeres in the presence of TRF2. Lastly, knockdown of TRF2 negatively affected
viral integration into host telomeres, highlighting potential new roles for TRF2, and likely IE2, during HHV-6A/B

infection and integration.
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3.8 Materials and Methods

Cell lines and viruses. U20S cells (American Type culture collection (ATCC), Manassas, VA, USA) were

cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Corning Cellgro, Manassas, VA, USA) supplemented
with 10% Nu serum (Corning Cellgro), non-essential amino acids (Corning Cellgro), HEPES, sodium pyruvate
(Multicell Wisent Inc., St-Bruno, Québec, Canada) and plasmocin 5 pg/ ml (InvivoGen, San Diego, CA, USA).
Molt-3 (ATCC, CRL-1552), HSB-2 (ATCC, CCL-120.1), Sup-T1 (ATCC, CRL-1942), all human T lymphoblastic
cell lines, were cultured in RPMI-1640 (Corning Cellgro) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS),
HEPES and plasmocin 5 pg/ ml. J-Jhan (RRID:CVCL_1HO08) cells infected with wild type (WT) HHV-6A-BAC,
HHV-6A mutants lacking telomeric repeats (TMR) termed ATMR and AimpTMR [6] or HHV-6A BAC WT#2

(containing a red fluorescent protein downstream of the U11 gene) were cultured in RPMI-1640 supplemented
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with 10% FBS. HHV-6B (Z29 strain) and HHV-6A (U1102 strain) were propagated and titered on Molt-3 and

HSB-2 cells respectively, as previously described [38].

Plasmids. IE2 expression vectors (WT and A1290-1500) were previously described [39]. pLPC-MYC-hTRF1
(Addgene plasmid #64164) [40], pLPC-NMYC TRF2 (Addgene plasmid # 16066) [41] and pSXneo 135(T2AG3)
(Addgene plasmid#12402) [42] were gifts from Titia de Lange and obtained through Addgene. The generation
of pLKO human shTRF2 was previously described [43]. The shTRF2 coding sequence was cloned into the Tet-
pLKO-puro vector (Addgene #21915). The Tet-pLKO-puro vector was a gift from Dmitri Wiederschain [44].

Western blots. Cells were resuspended in Laemmli buffer and boiled for 5 minutes. Samples were loaded and
electrophoresed through a SDS-polyacrylamide gel. Samples were transferred onto PVDF membranes and
processed for western blot using rabbit anti-TRF2 (Novus Biologicals), mouse anti-tubulin (Sigma-Aldrich) and
rabbit anti-p85 antibodies (Abcam). Peroxidase-labeled goat anti-rabbit IgG and peroxidase-labeled goat anti-

mouse IgG were used as secondary antibodies. The Bio-Rad Clarity ECL reagent was used for detection.

IF-FISH and microscopy. Immunofluorescence (IF) combined with fluorescence in situ hybridization (FISH) (IF-

FISH) was performed as previously described [45]. U20S cells were seeded at 5 x 10* cells per well in 6-well
plates over coverslips, cultured 24 hours and infected with HHV-6A or HHV-6B at a multiplicity of infection (MOI)
of 5 for 4 hours. Cells were then washed with PBS and cultured in media for a set period of time. Cells were
fixed with 2% paraformaldehyde. Molt-3 and HSB-2 cells were infected at a MOI of 1 and cultured for a set period
of time before being deposited on a 10-well microscope slide, dried and fixed in acetone at -20°C for 10 minutes.
The following primary antibody were used: mouse-a-IE2-Alexa-594 [46], mouse-a-p41 (NIH AIDS Reagent
Program), rabbit-a-TRF2 (NB100-56694, Novus Biologicals), and mouse-a-Myc (clone 9E10). Secondary
antibodies used were goat-a-rabbit-Alexa-488, goat-a-mouse-Alexa-488 and goat-a-mouse-Alexa-594 (Life
Technologies). FISH was performed using a PNA probe specific to the telomeric sequence (CCCTAA)s (TelC-
Cy5, PNA BIO). Slides were observed at 40X and 63X using a spinning disc confocal microscope (Leica
DMI6000B) and analyzed with the Volocity 5.4 software. To compare TRF2 expression in uninfected and HHV-
6A-infected cells, cells were dually stained with HHV-6A IE2 protein and TRF2. The relative TRF2 fluorescence
in IE2- and IE2+ individual cell was then determined using the ImageJ software. For colocalization, acquisitions
were deconvoluted using the Volocity 5.4 software and Point Spread Function (PSF) respective to the objective
and the immersion medium to remove the out-of-focus information from the acquisitions. 3D images were
reconstructed using the same software to visualize colocalization. To quantify colocalization of IE2 with
telomeres, TRF1, TRF2 or p41, Image J software with JACoP plugin was used. Briefly, after setting up

thresholds, total fluorescence of IE2 colocalizing with the fluorescence of telomeres, TRF1, TRF2 or p41was
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given by Mander’s colocalization coefficient (MCC) and reported in percentage were a coefficient of 1 represent

100% of colocalization and 0 equal no colocalization.

Telomere restriction fragment (TRF) analysis. DNA from uninfected, HHV-6A/B-infected cells and HHV-6A
BAC (WT and ATMR)-infected cells was isolated using QlAamp DNA blood isolation kits as per the

manufacturer's recommendations. Five ug of DNA were digested overnight with Rsal and Hinfl followed by

electrophoresis through agarose gel and southern blot hybridization. The telomeric DNA probe was obtained
following digestion of the pSXneo135(T2AG3) vector with EcoRI and Notl, gel purification of the 820 bp fragment
and 32P-labeling by nick translation. The HHV-6A U94 probe was obtained by digesting the pMalC2-U94A vector
[47] with BamHI and Hindlll, gel purification of the 1476 bp fragment and 32P-labeling by nick translation. After

hybridization and washes, the membranes were exposed to X-ray films.

ChIP_and dot blot. The experiments were made using the Pierce Magnetic ChIP Kit (Thermo Scientific)

according to the manufacturer’s instructions with a few modifications. Equal quantities of HSB-2 and Molt-3 cells
were used for all samples (4 x 108 cells/sample). Cross-linking lasted 10 minutes at RT. Two pl of diluted MNase
(1:10) were added to each sample for MNase digestion. Sonication was made with a Branson Sonifier 450, with
an Output Control set at 1. Each sample was sonicated with five pulses of 20 seconds, each pulse followed by
a 20 seconds incubation on ice. After sonication, an aliquot was saved for normalization purpose (input). Before
immunoprecipitation, samples were incubated with magnetic beads alone for one hour at 4°C before discarding
the beads. The immunoprecipitation was performed using 4 pg of normal rabbit IgG (negative control), 10 pl of
anti-Polll antibodies (positive control) and 4 pg of rabbit anti-TRF2 antibody (NB100-56694, Novus Biologicals)
with an overnight incubation at4°C. Protein A agarose beads were added for 1h at 4°C followed by three washes.
The DNA was eluted in 50 pl of DNA column elution solution. Eluted DNA was analyzed by quantitative PCR
(qPCR) for GAPDH promoter sequences using reagents and conditions provided by the manufacturers (Pierce
Magnetic ChlP Kit, Thermo Scientific) or analyzed by dot blot hybridization using a telomeric probe or HHV-6A
probe (DR6). The input was analyzed using an Alu probe. For dot blot hybridization, DNA was first denatured
for 10 minutes at room temperature in 0.25 N NaOH and 0.5 M NaCl. Samples were then serially diluted in 0.1
X SSC and 0.125 N NaOH, on ice, loaded onto nylon membrane, neutralized in 0.5 M NaCl and 0.5 M Tris-HClI
pH 7.5 and crosslinked using UV irradiation. Membranes were pre-incubated in Perfecthyb Plus hybridization
buffer (Sigma-Aldrich) for 2h at 68°C before addition of 1 x 108 CPM/ml of 32P-labeled probes. Hybridization was
carried out for 16h at 68°C. Membrane was washed twice with 2X SSC-1% SDS, twice with 1X SSC-1% SDS
and once with 0.5X SSC-1% SDS at 68°C, for 15 minutes each. Membrane was then exposed to X-ray films at

-80°C. Hybridization signals were measured by densitometry.
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Cloning and purification of MBP-TRF2. The TRF2 coding sequence was excised from pLPC-NMYC TRF2
vector using with BamHI and Xhol and cloned in frame with the Maltose-Binding Protein (MBP) coding sequence
of the pMAL-C2 vector (New England Biolabs) using BamHI and Sall enzymes. MBP and MBP-TRF2 proteins
were expressed in BL21 DE3 RIL bacteria and purified by affinity chromatography, as described [47].

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). EMSA was performed essentially as described [47]. In brief,

recombinant proteins (MBP and MBP-TRF2) were incubated with 1 pmole of double-stranded (ds) non-telomeric
or telomeric labeled probes in 20 pl of the following reaction buffer: 20 mM Hepes-KOH pH 7.9, 150 mM KCl, 1
mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 5% glycerol and 0.1 mg/ml BSA. For competition experiments, 10—
1000-fold excess unlabeled double-stranded (ds) non-telo or telomeric probes were included in the reaction
buffer. After a 30 minutes incubation at room temperature, 2 ul of loading dye were added and the samples were
electrophoresed through a non-denaturing 5% acrylamide:bis (29:1) gel. After migration, the gels were dried and

exposed to X-ray films at -80°C.

Detection of TRF2 binding to HHV-6A telomeric sequence. The wells of a 96-well ELISA plate were coated
with 0.6 pmoles of MBP or MBP-TRF2 proteins by overnight incubation at 4°C in pH 9.0 carbonate buffer. After

rinsing, 1% BSA was added to block non-specific sites. Twenty-five nanograms of Haelll-digested digoxigenin-

labeled HHV-6A DNA (Haelll cuts the viral genome 289 times) (approximately 0.16 pmoles) in EMSA reaction
buffer were added. For competition experiments, 2.5 or 5.0 pmoles of non-telomeric or telomeric dsDNA were
added 15 minutes prior to the addition of HHV-6A DNA. The plate was incubated for 2h at room temperature
(RT). After 3 washes with TBS-0.1% Tween-20 (TBS-T), peroxidase-labeled mouse anti-DIG antibodies were
added to each well for 1h at RT. After 3 additional TBS-T washes, TMB substrate was added and the reaction
allowed to develop for 15 minutes before addition of 50 pl of 2N sulfuric acid. Absorbance was measured at 450

nm.

HHV-6A/B integration assay. HHV-6A/B integration frequency in U20S cells was determined by droplet digital
PCR (ddPCR) as previously described [18]. In brief, cells were infected with either HHV-6A or HHV-6B for 5 h

at 37°C and then washed 3x with PBS to remove unadsorbed virions prior to the addition of fresh culture medium.

Upon confluence, cells were passaged into the well of a 6-well plate for a few days and further expanded into a
25-cm? flask for a month until analyzed by ddPCR. ddPCR uses TagMan chemistry but instead of using a
standard curve to estimate copy numbers, it partitions the reaction into thousands of droplets, which are each
read as positive or negative for DNA template allowing absolute quantification of DNA copies [48, 49]. HHV-
6A/B copy numbers were determined. The HHV-6A/B chromosomal integration frequencies were estimated

assuming a single integrated HHV-6/cell and calculated with the following formula: (# of HHV6 copies / (# of
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RPP30 copies | 2 copies per cell)) x 100. Such a procedure and protocol proved equivalent to estimation of

ciHHV-6 frequency using single-cell cloning procedures [18].

Statistical analysis. TRF2 expression levels were compared using unpaired student t-test with Welch’s

correction. Binding of MBP-TRF2 to HHV-6A DNA and HHV-6A/B integration frequency were determined using
the Mann-Whitney test. Colocalization of IE2 WT and A1290-1500 IE2 mutant with telomeres was determined

using a t-test. The % of HHV-6A infected cells in shCtrl and shTRF2 +/- Dox was compared using a one-way

ANOVA with Tukeys multiple comparisons test. A p value <0.05 was considered significant.
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4.1 Résumé

L'intégration de I'ADN viral dans le génome des cellules hotes pour dissimuler l'infection en induisant une latence
virale ou incidemment, déclenche une interaction hote-pathogéne dont les conséquences sont importantes pour
le virus et les cellules infectées. Dans les cellules semi-permissives pour la réplication virale, I'herpésvirus
humain 6B (HHV-6B) s'intégre dans les séquences télomériques des cellules hétes. Contrairement aux
rétrovirus, le mécanisme qui conduit & l'intégration virale des virus & ADN et la conséquence de ces évenements
sur les cellules hétes ne sont pas bien caractérisés. Cette étude rapporte que l'infection par HHV-6B supprime
la signalisation de cassure double brin (CDB) de I'ADN et conduit @ une accumulation concomitante d'instabilité
dans le génome de la cellule héte. A l'aide d'analyses de structure-fonction, nous avons découvert que ce
phénotype est récapitulé par I'expression de la protéine précoce immédiate 1 (IE1) d’'HHV-6B et médié par sa
capacité a se lier, délocaliser et inhiber les fonctions du capteur de dommages a I'ADN, NBS1. Ces résultats
soulévent donc la possibilité que I'expression d'IE1 & partir de génomes intégrés contribue au développement
de la maladie associée a iciHHV-6B en induisant une instabilité génomique dans ces cellules. L'observation est
cohérente avec ce qui est rapporté pour d'autres types de virus, dont l'inhibition de la détection et de la
signalisation de CDB favorise la réplication virale. Cependant, nous avons constaté que l'intégration d’'HHV-6B
n'est pas affectée dans ces conditions, soutenant des modéles ou l'intégration du génome viral aux téloméres

est dictée par des mécanismes qui favorisent I'élongation des télomeres dans une cellule infectée.
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4.2 Abstract

Integration of viral DNA in the genome of host cells, either to dissimulate the infection by inducing viral latency
or incidentally, triggers host-pathogen interaction that has important consequences for the virus and the infected
cells. In cells semi-permissive for viral replication, the human herpesvirus 6B (HHV-6B) integrates into the
telomeric sequences of host cells. Interestingly, HHV-6B integration in the genome of gametes leads to a
condition called inherited chromosomally integrated HHV-6A/B (iciHHV-6A/B), where the newborn carries a copy
of HHV-6A/B in every cell of its body and can transmit it to its offspring. It is estimated that ~1% of the world’s
population, representing almost 80 million people, is affected by such integration. Unlike retroviruses, the
mechanism that leads to viral integration of DNA viruses and the consequence of these events on host cells are
not well characterized. This study reports that HHV-6B infection suppresses DNA double-strand break (DSB)
signaling and leads to concomitant accumulation of instability in the host cell genome. Using structure-function
analyses, we discovered that this phenotype is recapitulated by the expression of the inmediate-early HHV-6B
protein |[E1 and mediated by its ability to bind, delocalize, and inhibit the functions of the DNA damage sensor
NBS1. These results thus raise the possibility that the expression of IE1 from integrated genomes contributes to
the development of iciHHV-6B associated disease by inducing genomic instability in these cells. Consistent
observation reported for other types of viruses, the inhibition of DSB sensing and signaling promotes viral
replication. However, we found that HHV-6B integration is not affected in these conditions, supporting models
where integration of the viral genome at telomeric sequence is dictated by mechanisms that promote telomere-

elongation in a given infected cell.
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4.3 Introduction

Human herpesvirus 6B (HHV-6B) is a betaherpesvirus that infects nearly 90% of the world’s population in the
first two years of life and is responsible for Roseola Infantum, a pathology defined by skin rashes, high fevers
and respiratory distress [1-3]. In this DNA virus subfamily, HHV-6B shares 94% homology with HHV-6A, another
lymphotropic virus. Like other herpesviruses, HHV-6A and HHV-6B (HHV-6A/B) establish lifelong latency in
infected hosts and can reactivate occasionally. However, whereas most herpesviruses achieve latency through
the circularization and silencing of their genome, HHV-6A/B viruses can integrate their genome at the host’s
chromosome terminal repeats called telomeres (chromosomally integrated HHV-6B (ciHHV-6B)) [4-5]. If
integration occurred in gametes before fertilization, the newborn carries a copy of HHV-6A/B in every cell of its
body and can transmit it to its offspring. This condition called inherited chromosomally integrated HHV-6A/B
(iciHHV-6A/B) concerns ~1% of the world’s population, representing almost 80 million people [6,7]. iciHHV-6A/B
is more prevalent in diseased individuals compared to healthy subjects (reviewed in [8]). However,

consequences of iciHHV-6A/B are still poorly understood due to lack of clinical associations.

The linear double-strand DNA (dsDNA) genome of HHV-6B is flanked by an array of direct repeats containing
15 to 180 reiterations of 5-TTAGGG-3’ perfect telomeric repeats (pTMRs) that are identical to human telomeric
sequences, and which are important for HHV-6A integration [9]. HHV-6A/B genome integration occurs at
telomeres in a process that is dependent on the integrity of these pTMRs [9]. Based on this observation, current
models propose that viral integration is mediated through homology-directed repair (HDR) processes including
single stranded annealing (SSA) or break-induced replication (BIR) [10] These HR pathways are favored given
that the integration occurs in an oriented manner that is driven by one of the pTMR [9,11]. Briefly, HHV-6 genome
would integrate at sites of DNA double-stranded break (DSB) that are caused following replication fork collapse
at telomeres upon replication stress. In both scenarios, the annealing of the pTMR sequence to the 3’ overhang

generated by partial resection of DNA-ends of the telomere would drive integration [10,12].

In mammalian cells, HDR uses homologous sequences as template to repair breaks in a faithful manner. During
this process, broken DNA ends are first detected by the MRN complex (MRE11, RAD50, NBS1) [13]. The
accumulation of the MRN complex at the break induces a signaling cascade that leads to the activation of the
serine-threonine kinase ataxia-telangiectasia mutated (ATM) and concomitant phosphorylation of the histone
variant H2AX on Ser139 (y-H2AX). The interaction of MDC1 with y-H2AX then triggers the ubiquitylation of the
chromatin that surrounds the break by promoting the accumulation of the E3-ligases RNF8 and RNF168 [14,15].
In S/G2 phase of the cell cycle, the recruitment of the DNA repair factor BRCA1 and the nuclease CtIP to

ubiquitylated chromatin cooperates with EXO1 and BLM-DNA2 nucleases to facilitate extensive end resection.
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Extensive accumulation of single-strand DNA (ssDNA) is generated through this process or by uncoordinated
DNA unwinding and DNA synthesis that occurs at stalled replication forks, ultimately lead to the recruitment of
recombinases that drives homology search [16]. RAD51 or RAD52 recombinases promote DNA repair by
homologous recombination and SSA [17]. Both recombinases also promote DNA repair of one-end DSB, but

their exact contribution to that latter pathway is still unclear [18].

HHV-6B expresses sequentially more than 97 proteins during the lytic cycle. Immediate early (IE) proteins are
expressed early in the viral cycle and exhibit functions that regulate viral gene expression and promote the
establishment of a favorable environment for infection. Interestingly, immediate early protein 1 (IE1) transcripts
are detected in RNA-seq analysis on tissues extracted from iciHHV-6B+ individuals [19] suggesting that IE1 is
expressed during latency. IE1 is the first protein expressed following HHV-6B infection [20] and although it is
known to control the antiviral immune response by compromising type | interferon production and signaling
[21,22], its role during infection and the integration of the viral genome is still poorly defined. In infected cells,
IE1 is exclusively localized within promyelocytic leukemia (PML) nuclear bodies (PML-NBs) [23], a nuclear
structure that was recently implicated in DNA repair mediated by HDR [24-27]. Interestingly, depletion of PML
reduces HHV-6B integration [28], suggesting that the IE1/PML-NBs may participate to viral integration.

In this study, we found that viral infection and more specifically the expression of IE1, leads to the accumulation
of micronuclei and numerous DNA DSBs in cells. Further investigation revealed that the viral protein specifically
prevents H2AX phosphorylation through a bipartite mechanism that relies on the ability of IE1 to interact with
NBS1. While this function is independent of PML, structure function analysis identified a NBS1-interacting
domain (NID) as well as NBS1-inhibitory domain (NBS1i) in the N-terminus and the C-terminus regions of IE1,
respectively. Although current models propose that viral integration occurs through HDR DNA repair, we show
that the expression of IE1 strongly inhibits all types of repairs that rely on homology. Consistently, we show that
both viral replication and integration are not affected by the depletion of NBS1 in cells where telomeres are
elongated in a human telomerase reverse transcriptase ("TERT) dependent manner, a finding that is coherent
with a role of the telomerase complex in this process [29]. In contrast, in telomerase negative cells that rely on
alternative telomere lengthening (ALT) mechanisms involving HR events, knockdown of NBS1 negatively
affected HHV-6B integration. Thus, in addition to identifying a new bipartite mechanism for the inhibition of NBS1
by a viral protein, our findings reveal that viral integration relies on biological pathways that safeguard telomere
extension in infected cells. Importantly, as IE1 expression has been detected in cells where HHV-6A/B is
integrated [30], our results suggest a potential role of genomic instability in the development of diseases
associated with iciHHV-6A/B.
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4.4 Results

4.4.1 HHV-6B infection and IE1 expression induce genomic instability

Infection of the lymphoblast T cell line MOLT-3 by HHV-6B induces the formation of micronuclei (MN), suggesting
that the virus leads to genomic instability during infection (Figure 4.1A and Figure S4.1A). Among the early
HHV-6B proteins that are expressed upon infection, expression of IE1 in U20S cell line is sufficient to promote
the accumulation of MN over time (Figure 1B and Figure $4.1B-C). Such MN are compartmentally separated
from the primary nucleus that are surrounded by an envelope (Figure $4.1D-E). They arise from unresolved
genomic instability such as DSBs (i), lagging chromosome (ii) or by the rupture of anaphase bridges (ABs) (iii)
(Figure 4.1C) [31]. Further analysis of the IE1-induced MN revealed that a much lower proportion of these MN
exhibit centromere staining (Figure 4.1D et Figure S4.1F), suggesting that they are not induced by chromosome
segregation defects. Although IE1 colocalizes with telomeres [32], fluorescence in situ hybridization revealed
that IE1-induced MN accumulate similar levels of telomeric DNA than the micronuclei observed in parental U20S
cell (Figure 4.1E and Figure S4.1G). Moreover, IE1 is only detected in approximately 5-10% of these
micronuclei (Figure 4.1G), suggesting that micronuclei are not arising from IE1-induced genomic stability at
telomeres. Interestingly, metaphase spread assays revealed that IE1-expressing cells exhibit higher frequency
of DNA breaks (Figure 4.1F-G), supporting the hypothesis that the micronuclei accumulation result from the

accumulation of DSBs.
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Figure 4.1. HHV-6B infection and IE1 expression leads to micronuclei formation. (A) Left panel:
Representative images of micronuclei observed in HHV-6B infected MOLT-3 cells. Cells were infected and fixed
24 hours post-infection. DNA was counterstained with DAPI. Micronuclei are indicated by white arrows (scale
bar, 5 ym). Quantification of micronuclei are presented on the right panel. Data are presented as the mean (n =
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2,>100 micronuclei/condition). (B) Left panel: representative images of U20S cell line and U20S clones stably
expressing doxycycline (Dox)-inducible HHV-6B IE1 protein (C10 and C102). Expression of IE1 was induced for
48 hours with 1 pg/ml of Dox prior to fixation. Cells were then processed for IE1 immunofluorescence and
counterstained with DAPI. Micronuclei are indicated by white arrows (scale bar, 5 um). Quantification of
micronuclei are presented on the right panel. The parental cell line (Par.) was used as a negative control and
data are presented as the mean + SD (n = 3). (C) Schematic representation of the mechanisms leading to
micronuclei formation. Events leading to the formation of micronuclei induced by DNA double-strand breaks
(DSBs) (i) and lagging chromosome (ii) or by anaphase bridges (ABs) (iii) are represented. (D-E) Quantification
of micronuclei containing centromere (D) and telomere (E). Cells were treated as described in B and either
processed for centromere immunofluorescence or by FISH for the detection of telomeres. Data are presented
as mean £ SD (n = 3) (D) and as the mean (n = 2, >100 micronuclei/condition) (E). (F) Representative image of
a metaphase from IE1 expressing cells. Cells were exposed to 1 pg/ml of dox for 48 hours, metaphase spread
were prepared, fixed and processed for DNA counterstaining. (G) Quantification of chromosomal aberrations
per metaphase. Data were analyzed with an unpaired t-test and are presented as mean + SD (n = 31). When
indicated, statistical significance was assessed using unpaired t-tests, **p<0.01, ****p<0.0001.

4.4.2 HHV-6B impairs DSB-signaling by interacting with NBS1

Accumulation of DSBs is either caused by increased source of DNA breaks or by defective DNA DSB-signaling
and repair. To determine how IE1 promotes genomic stability, we first investigated whether U20S clones that
stably express the viral protein accumulate the DSB y-H2AX marker. Surprisingly, y-H2AX is dramatically
reduced following exposure to irradiation (IR) in cells that express IE1 (Figure 4.1A-B). This inhibition is
independent of the accumulation of IE1 within PML-NBs as a similar phenotype is observed in PML-deficient
U20S that transiently express IE1 (PML"*, Figure 4.1C and Figure $4.2A-C). Importantly, the inhibition of y-
H2AX by IE1 is recapitulated in irradiated HHV-6B-infected MOLT-3 cells (Figure 4.2D-E), indicating that DSB-

signaling is also impaired by IE1 in the context of a natural infection.
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Figure 4.2. Phosphorylation of H2AX (y-H2AX) is inhibited in HHV-6B infected and IE1 expressing cells.
(A) Representative images of y-H2AX in irradiated U20S parental (Par.) and IE1-expressing cells. Cells were
treated as described in Fig. 1B and irradiated with 1 Gy. One-hour post-irradiation, cells were fixed and
processed for IE1 and y-H2AX immunofluorescence (scale bar, 5 um). (B) Quantification of cells with more than
10 y-H2AX foci in irradiated U20S Par. and IE1expressing cells. Data are presented as the mean + SD (n = 3).
(C) Quantification of cells with more than 10 y-H2AX foci in U20S PML** and - irradiated cells (1 Gy) that
transiently express untagged IE1. An empty vector (EV) was used as negative control. Data are presented as
the mean + SD (n = 3). (D) Representative images of y-H2AX in HHV-6B infected MOLT-3 cell lines. Cells were
iradiated with 4 Gy. One-hour post-irradiation, cells were fixed and processed for IE1 and y-H2AX
immunofluorescence (scale bar, 5 um). Mock-infected cells were used as a negative control. (E) Quantification
of cells with more than 10 y-H2AX foci in irradiated MOLT-3 infected cells. Data are presented as the mean +
SD (n = 3). When indicated, statistical significance was assessed using unpaired t-tests, ****p<0.0001.

The histone variant H2AX is phosphorylated at DSBs following the activation of ATM by the MRN complex [13].

To determine how IE1 interferes with DSB-signaling, we first investigated the localization of NBS1 and MRE11

in U20S clones expressing |IE1. In the absence of irradiation, both NBS1 and MRE11 proteins colocalize with
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IE1 foci (Figure 4.3A-D and Figure S4.3A). Interestingly, only NBS1 is relocated to IE1 foci following irradiation
suggesting that the recruitment of MRE11 in absence of irradiation is mediated by NBS1 (Figure $4.3B-C).
Consistent with this model, the recruitment of MRE11 to IEI foci is impaired in NBS1-depleted U20S cells that
transiently express IE1 (Figure S4.3D-F). Furthermore, when mCherry-LacRnls-IE1 fusion protein is recruited
to a LacO array in U20S 2-6-5 transfected cells [33,34], only NBS1 is recruited to the array with an efficiency
that is similar to its recruitment to the DSBs induced by the ER-mCherry-LacR-FOKI-DD endonuclease, which
is used as a positive control in this assay (Figure 4.3E-F and Figure S4.3G-H). The absence of y-H2AX signaling
at the array upon the recruitment of mCherry-LacRnls-IE1 shows that the viral protein recruits NBS1
independently of DSB signaling. Altogether, these results suggest that IE1 recruits NBS1 and inhibits y-H2AX
signaling by preventing its recruitment to endogenous DNA breaks. As observed in Figure 4.2, the interaction
of IE1 with NBS1 is independent of its localization to PML-NBs as NBS1 is recruited to IE1 foci with a similar
efficiency in PML U20S cells (Figure $4.3I-J).
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Figure 4.3. HHV-6B IE1 interacts with NBS1 and prevents its recruitment to DSBs. (A, C) Representative
images of the colocalization between NBS1 (A) and MRE11 (C) with IE1. IE1-expressing cells were treated as
described in Fig. 1B, fixed and processed for IE1, NBS1, or MRE11 immunofluorescence as indicated. As a
positive control, irradiated U20S cells (+IR) were fixed 15 minutes post-irradiation (1 Gy) and processed for y-
H2AX, NBS1, or MRE11 immunofluorescence as indicated (scale bar, 5 um). The parental cell line (Par.) was
used as a negative control. (B, D) Quantification of y-H2AX or [E1 foci that colocalized with NBS1 (B) and MRE11
(D) are presented as percentage of foci per cells that colocalized with the indicated protein. Data are presented
as the mean £ SD of three independent experiments. Statistical significance was assessed by a t-test,
****n<0.0001. (E) U20S 2-6-5 cells transfected with plasmids expressing the indicated mCherry-LacR fusion
protein or induced for the expression of ER-mCherry-LacR-Fokl-DD were fixed and processed for NBS1
immunofluorescence (scale bars, 5 um). The mCherry-LacR backbone was used as a negative control (--). (F)
Quantification of the mCherry-LacR foci colocalizing with NBS1 (E), y-H2AX (Figure S$4.3F), and MRE11
(Figure S4.3G). Data are presented as the mean + SD (n = 3). Unless stated otherwise, statistical significance
was assessed using unpaired t-tests, ****p<0.0001.
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4.4.3 Identification of NBS1 bipartite interaction and inhibition domain in IE1

The functional domains of IE1 are not well characterized aside from a STAT2 binding domain that was mapped
in the N-terminal domain of the protein (amino acids 270-540) [21]. Guided by a secondary structure analysis of
the protein, a series of IE1 fragments were fused to mCherry-LacRnls to assess their ability to recruit
endogenous NBS1 to the LacO-array (Figure 4.4). Using this approach, we observed that the fragment
comprising amino acids (aa) 1-540 is sufficient to recapitulate the level of NBS1 recruitment observed with the
full-length protein (Figure 4.4B and Figure S4.4A-B). In this assay, the C-terminal domain of the viral protein
aa 541-1078 was also able to partially recruit NBS1 to the LacO-array. As the fragment composed of aa 541-
809 does promote NBS1 recruitment, we concluded that the domain 810-1078 also interacts with NBS1.
Interestingly, we found that only WT and the C-terminal (aa 541-1078) domain of IE1 were able to inhibit y-H2AX
signaling in irradiated U20S cells (Figure 4.4C-D and Figure S4.4C-D). Together, these results suggest that
IE1 interacts and inhibits NBS1 using bipartite motifs. The N-terminal of IE1 is composed of a NBS1-interacting
domain (NID) and the C-terminal domain independently inhibits the ability of NBS1 to activate ATM (Figure
4.4A).
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Figure 4.4. Bipartite binding and inhibition of NBS1 by HHV-6B IE1. (A) Schematic representation of HHV-
6B IE1 protein and the fragments of the protein used in this study. NID, NBS1-interacting domain; NBS1i, NBS1
inhibitory domain, STAT2-BD: STAT2 binding-domain (aa 270-540). (B) U20S 2-6-5 cells transfected with the
plasmids expressing the indicated mCherry-LacR fusion protein or induced for the expression of ER-mCherry-
LacR-Fokl-DD were fixed and processed for NBS1 immunofluorescence (Figure S4.4A-B). The mCherry-LacR
backbone was used as a negative control (--). (C) Representative images of the inhibition of y-H2AX by IE1.
Cells were transiently transfected with the indicated mCherry-LacR fusion protein and irradiated 24 hours later.
One hour post-irradiation (1 Gy), cells were fixed and processed for y-H2AX immunofluorescence. The mCherry-
LacR backbone was used as a negative control (--) (scale bar, 5 ym). (D) Quantification of cells with more than
10y-H2AX foci. UT, untreated. When indicated, statistical significance was assessed using unpaired t-tests,
**p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001.
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4.4.4 |E1 inhibits HDR repair pathways

DSBs signaling is essential to trigger the activation of DNA repair pathways that have been proposed to drive
HHV-6B integration [10]. As the functions of NBS1 are essential to promote the resection of DNA-ends that
trigger homology-directed DNA repair (HDR), we investigated whether IE1 interferes specifically with this
process using a panel of well-characterized DNA repair reporter assays. The efficiency of pathways that rely on
homology-based DNA repair was assessed using DR-GFP and CRISPR-LMNA assays (homologous
recombination) [37,38], a SA-GFP assay (single-strand annealing) [37] and a RAD51-dependent BIR-GFP assay
(break-induced replication) [39] (Figure 4.5A-C and Figure S4.5A, top panels). In all assays, a condition without
the endoculease I-Scel was used as a negative control and the percentage of fluorescent-positive cells obtain
with |-Scel was set to 1. Consistent with the ability of IE1 to inhibit the function of NBS1, both transient and stable
expression of the viral protein drastically abolished all types of homology-directed DNA repair (Figure 4.5A-C,
lower panel, and Figure S4.5A-C). As the clonal BIR-GFP U20S cell line was generated in this study using
previously described BIR-GFP reporter plasmid [39], we used siRNAs against RAD51 and RAD52 as additional
controls (Figure S$4.5D-F) [18]. As expected, BIR-GFP signal was specifically inhibited in cells depleted for
RAD51 [39]. In contrast to homology-based DNA repair, IE1 only slightly decreased or increased DNA repair in
reporter assays that assess the efficiency of NHEJ (NHEJ-GFP EJ7 Figure 4.5D, and NHEJ-pc222 Figure
$4.5G). Altogether, these results are consistent with a model where homology-based DNA repair is specifically
inhibited in cells that express HHV-6B IE1 and raise the point that either integration occurs in a context when

the expression of the viral protein is minimal, absent or driven through a homology-independent mechanism.
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Figure 4.5. HHV-6B IE1 inhibits HR-mediated repair. DNA repair reporter assays for (A) homologous
recombination (DR-GFP), (B) Single-strand annealing (SA-GFP), (C) Break-induced replication (BIR-GFP) and
(D) Non-homologous end-joining (NHEJ-GFP (EJ7)). For each condition, a schematic representation of the
assay is presented in the top panel and quantification of the GFP+ cells analyzed by flow cytometry is presented
in the bottom panel. GFP-positive cells are normalized over GFP-positive cells quantified in the positive control
(I-Scel+, set to 1.0) in each replicate. Data are represented as the mean + SD (n = 3). Statistical significance
was assessed using unpaired t-tests, ***p<0.001, ****p<0.0001.

4.4.5 Integration of HHV-6B relies on the pathway that safeguards telomere elongation

The MRN complex is commonly targeted by viruses to promote viral replication [40] however, the requirement
of this complex for viral integration is unclear. HHV-6B infection leads to different outcomes depending on the
nature of the infected cells (Figure 4.6A). In permissive cells, the expression of viral proteins promotes viral
replication (lytic state). In contrast, in semi-permissive cells, integration of the viral genome at host's
chromosome telomere is favored. The factors that lead to the reactivation of the integrated viral genome are still
misunderstood. The fact that HHV-6B IE1 evolved to inhibit the function of NBS1 raises the possibility that the
DNA repair protein negatively impact viral replication and/or integration. To investigate the role of NBS1 in these

processes, permissive cells (MOLT-3) and semi-permissive cells (U20S, HeLa, and GM847) depleted or not for
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NBS1 were infected with HHV-6B (Figure S4.6A-D). In MOLT-3, increased replication is measured in cells
depleted for NBS1, suggesting that the protein is detrimental for HHV-6B replication (Figure 4.6B). Interestingly,
our results suggest that viral integration in semi-permissive cells relies on the molecular mechanisms that drive
telomere elongation in these cells. Indeed, integration was not affected by the depletion of NBS1 in cells where
telomeres lengthening is secured by hTERT (Table 4-1). However, integration is significantly reduced upon
NBS1-depletion in both cell lines that rely on ALT to maintain telomere length (Table 4-1). In ALT-positive (ALT+)
cells, telomere maintenance occurs on break-induced telomere synthesis, a RAD51-independent homology-
directed DNA repair pathway [41]. Thus, our data support a model in which the mechanism of viral integration is
dictated by the telomere lengthening pathway of the infected semi-permissive cell rather than a common
mechanism only driven by viral protein. Importantly, our data also imply that the expression of IE1 must be

repressed to promote integration in ALT+ cells.
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Figure 4.6. Depletion of NBS1 impairs viral integration in cells maintaining telomere by homology-
directed repair. (A) Schematic representation of HHV-6B infection in permissive and semi-permissive cells. In
semi-permissive cells for HHV-6B, where replication is inefficient, and the viral genome integrates at telomeres.
(B) MOLT-3 cells depleted or not for NBS1 were infected at a MOI of 1 with HHV-6B and harvested at the
indicated time points. Following cell lysis, DNA was extracted and the number of copies of HHV-6B were
determined by gPCR using primers for U67-68 gene for HHV-6B and RPP30 as a cellular reference gene. Data
presented are the mean of three independent experiment and presented as mean + SD (n = 3).
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Table 4-1. Importance of NBS1 for HHV-6B chromosomal integration in ALT + and - cells.

Celllines | ALT status shRNA % of cells integrated HHV-6B? (n)° P valuec
CTRL 0.96 (36320)

Hela Negative <2.2e16
NBS1 6.11 (33280)
CTRL 0.65 (21820)

GM847 Positive <2 216
NBS1 0.01 (18320)
CTRL 1.60 (20000)

U20S Positive <2 216
NBS1 0.69 (21520)
, g CTRL 0.71 (28220)

U20S PML Positive NBS T 0.78 (30460) ns

a mean of three independent cultures
b total number of cells analyzed
¢ Pearson’s Chi-squared test with Yates’ continuity correction

4.5 Discussion

In this study, we set out to understand how HHV-6B induces genomic instability in infected cells and how these
processes contribute to the establishment of the latent state in semi-permissive cells. Using a series of
microscopy and cytometry-based approaches to track the source of DNA breaks in infected cells and in cells
expressing the immediate-early protein IE1, we discovered that in both conditions, DNA double-strand break
signaling and repair are strongly inhibited through interference with the recruitment of the DNA repair protein
NBS1 at the breaks. Specifically, we defined the molecular mechanism by which IE1 triggers the redistribution
of the MRN complex to IE1-PML NBs by using a single-cell assay in which the colocalization of DNA repair
factors with mCherry-tagged viral proteins is restricted to an integrated LacO-array. These findings revealed that
IE1 specifically interacts with NBS1 through a NBS1-interacting domain (NID) hat is located in the N-terminal
part of the viral protein. We found that the expression of IE1 specifically abolishes NBS1-dependent DNA repair
pathways by using an array of well-established DNA repair reporter assays. Altogether, our work argues against
a model where viral integration is promoted solely by homology-based repair, but rather supports models where
integration of the viral genome at telomeres is dictated by mechanisms that promote telomere-elongation in a
given infected cell. Our work suggests that IE1 expression must be tightly regulated to enable viral integration
in cells where telomeres are elongated by ALT. Finally, our results raise the possibility that expression of IE1
from integrated genomes might contribute to the development of iciHHV-6B associated disease by inducing
genomic instability in these cells. Using an RNA-seq approach, Peddu et al reported that the IE1 gene is among

the most abundantly expressed genes in a variety of tissues from iciHHV-6+ individuals [42]. Spontaneous and
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inducible IE1 protein expression from integrated HHV-6 genomes was also documented [30]. At present,
diseases associated with iciHHV-6A/B status include increased spontaneous abortion rates [43], pre-eclampsia
[44] and angina pectoris [45]. Further characterization of the proteins expressed from integrated genomes as
well as the disease associated with these conditions will be required to strengthen our understanding of the

consequences associated with viral latency in iciHHV-6B subjects.

The functions of the MRN complex are required at DSBs, stalled replication forks and dysfunctional telomeres
to safeguard genomic stability in cells [13]. Viruses have evolved different strategies to adapt to their host cell
environment. Many of them develop specific mechanisms to manipulate DNA damage signaling to either
promote viral processes such as replication and integration, or to protect the integrity of their genome upon
infection [40]. A classic example comes from adenoviruses, where the MRN complex is targeted by concomitant
viral protein to inhibit its function. Specifically, E4-ORF3-dependent relocalization of MRN proteins and E4-
ORF6/E1B-55K-dependent degradation of MRN components is essential to enable efficient viral replication [46-
50]. In contrast, other viruses rely on the activity of the complex to promote the integration of their genomes
(adeno-associated virus (AAV)) [51,52] or to promote a DNA damage response that enhances infection levels
(Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) and Human Papillomavirus (HPV)) [53-56]. While these findings demonstrate
that some viruses hijack the function of DNA repair protein to support different steps of the infection, the
mechanisms by which these processes benefit viral replication remains a long-standing mystery in the field [40].
In this study, we report that depletion of NBS1 results in increased HHV-6B replication in permissive cells,
suggesting that HHV-6B also evolved to interfere with NBS1, or with the MRN complex, to prevent undesired
recognition of viral DNA as broken DNA. This makes sense considering that during viral replication, numerous
double-stranded linear genomes, which can be perceived as broken DNA, are generated. Interestingly, it has
been proposed that the viral protein HSV-1 ICPO0 interacts with NBS1 to redirect HDR to specific loci during the
infection [58]. Here, the ability of IE1 to actively inhibit the NBS1-dependent activation of ATM at the LacO
demonstrates that this is not the case for IE1 unless the NBS1i domain is post-translationally regulated during
the infection. In contrast to AAV integration at the AAVS1 locus, the integration of HHV-6B at telomere is not
strictly dependent on the MRN complex but rather on the processes used by infected cells to elongate telomeres
(discussed below). Recent work by Tan et al. revealed that activation of DNA damage response is required to
trigger a robust type | interferons response (IFNs) following mitochondrial DNA damage [59], it is plausible that
viruses evolved to interfere with the activation of the DDR in order to counteract the activation of an efficient
antiviral response in infected cells. This type of IFNs activation is different from the nuclear factor k3 (NF-k[3)-
dependent IFNs production that rely only on MRE11 and RAD50 [13]. Further studies will be required to

investigate this possibility as well as the requirement of NSB1 for this process.
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In germline, hematopoietic, stem and rapidly renewing cells, telomere elongation relies on the hTERT, a
polymerase that catalyzes the extension of telomeric DNA repeats using RNA as template [60]. While hTERT is
negatively regulated in somatic cells, senescence is overcome in cancer cells either through the re-activation of
the hTERT enzyme or by an alternative homology-directed mechanism called ALT [61]. HHV-6B genomes
contains conserved telomeric sequences that are required for viral integration [9]. In this study, we show that
HHV-6B integration is independent of NBS1 in ALT- cells while it is dependent on NBS1 in ALT+ cells. These
findings are consistent with previous report showing that the telomerase complex is required for optimal HHV-
6B integration [29] as well as with the role of NBS1 in ALT [62,63]. While PML is not requires for the interaction
of IE1 with NBS1 and its concomitant ability to inhibit the phosphorylation of H2AX (this study), NBS1 is required
for the assembly of functional ALT-associated PML bodies [64]. These concomitants roles are in line with the
absence of phenotype associated with NBS1-depletion in integration assay performed on PML"- ALT+ U20S.
Intriguingly, we previously report that PML KO also reduces integration in the ALT- HeLa cells, reinforcing the
hypothesis that PML plays ALT-independent role in this process [28]. Further studies will be required to elucidate

this function.

In line with previous findings showing that HHV-6B integration is not altered upon inhibition of RAD51 [65,66],
we found that IE1 inhibits homology-driven repair processes, and that integration is independent of NBS1 in
ALT- cell lines. Together, these observations argue against models where integration mechanisms rely on
RAD51-dependent BIR or SSA [67]. However, it is important to note that all homology-directed reporter assays
used in this study rely on extensive DNA-end resection following the induction of breakage by the nucleases I-
Scel or Cas9, a process that is dependent on NBS1 [57]. Thereby, integration models where SSA or RAD51-
independent BIR trigger integration following extensive accumulation of single-strand DNA generated at stalled
replication fork are still plausible. One attractive model is that integration of HHV-6B occurs during mitotic DNA
synthesis (MiDAS), a RAD52-dependent BIR mechanism that is initiated upon replication fork stall that remain
unresolved at the start of mitosis, a problem often observed at DNA locus that are hard to replicate such as
telomeres [18,43,68]. Such mechanism is NBS1 and RAD51-independent and is mediated by RAD52, POLD3
as well as the structure-specific nuclease MUS81-EME1. Alternatively, upon entry into a cell and before the viral
genome circularizes (and before IE1 is expressed), the viral DNA can be perceived as broken DNA. Under such
circumstances, the MRN complex would be recruited to the ends of the viral genome and initiate 3'— 5’
resections. The ssDNA-ends of eroded telomere (no longer efficiently protected by the shelterin complex) could
anneal to the near terminal telomeric sequence at the right end of the genome in a process analogous to an ALT
mechanism described in yeast (reviewed in [18]). Once the entire viral genome is copied, the telomeric repeats
at the left end of the genome would serve as template for telomerase or ALT mechanisms to regenerate a

telomere of appropriate length [69].
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In conclusion, we provide a detailed characterization of the HHV-6B IE1 protein as an efficient inhibitor of DSB-
signaling through the recruitment of NBS1. As such, IE1 contributes to the favorable establishment of a
productive infection. Despite being a relatively abundant protein expressed very early upon entry, the functions
of IE1 remain poorly defined. IE1 shares very little sequence homology with proteins from other herpesviruses
(except HHV-6A and HHV-7) meaning that deductions based on primary sequence analysis are very limited.
Our work adds to the growing knowledge surrounding HHV-6B integration processes and the potential

importance of the IE1 protein during the infectious process.
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4.8 Material and methods

Plasmids and virus pcDNA4/TO/myc-His-HHV-6B |IE1 was previously described [22]. The PiggyBac
transposon-based (PB)-TetO and the PB-CA-rtTA-IRES-NEO plasmids were generated as previously described

[70]. PB-TetO-HHV-6B IE1, mCherry-LacR and GFP expression vectors were generated using Invitrogen™

Gateway™ recombination cloning (Invitrogen) and the following destination vectors: pDEST-PB-TetO [70],
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pDEST-mCherry-LacR [71] or pDEST-FRT-TO-GFP [72]. HHV-6B |IE1 was PCR amplified from pcDNA4/TO-
HHV-6B IE1. HHV-6B IE1 fragments (aa1-1078, aa1-809, aa1-540, aa1-182, aa183-363, aa364-540, aa541-
809, and aa541-1078) and NBS1 fragments (aa1-754, aa1-733, aa1-638, aa1-327, aa109-754, aa201-754, and
aa328-754) were PCR amplified from pcDNA4/TO-HHV-6B IE1 and pLXIN2-NBS1, a kind gift from Cary A.
Moody (University of North Carolina at Chapel Hill, North-Carolina) [73]. HHV-6B strain Z29 [74] was produced
by our laboratory, as previously described [75]. A list of the plasmids that were used in this study is provided in
Table S4-1.

RNA interference SMARTPool siRNA targeting RAD51 and a non-targeting single siRNA duplex sequences

were purchased from Dharmacon. Single siRNA duplexes targeting RAD52 was a kind gift from Jean-Yves
Masson (Université Laval, Québec, Canada). siRNAs were transfected in a forward transfection mode 24 hours
prior to cell processing using RNAimax (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Plasmids carrying
a NBS1 short hairpin RNA (shNBS1) (TRCN0000010393, Open Biosystems) or a control shRNA (shCTRL)
(Mission® TRC2 pLKO.5-puro non-mammalian shRNA control plasmid DNA, Sigma #SHC202) in the pLKO
background backbone were a kind gift from Cary A. Moody (University of North Carolina at Chapel Hill, North-
Carolina) [73]. Lentiviruses were produced as previously described [73]. Briefly, plasmids expressing shRNAs
with vesicular stomatitis virus G (pMD2.g) and lentiviral packaging (pPAX) plasmids were co-transfected into
HEK-293T cells using polyethyleneimine (PEI). 48-72 hours post-transfection, supernatants containing lentivirus
were harvested and U20S, MOLT-3, HelLa, and GM847 were transduced in the presence of 8 ug/ml
hexadimethrine bromide (Polybrene) (Sigma). Knockdown of RAD51, RAD52 and NBS1 were confirmed for

each experiment by Western blotting or gPCR analyses.

Cell Culture and transfections Cell lines were maintained at 37°C and 5% CO,. All culture media were

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS). MOLT-3 (American Type Culture Collection, ATCC) were
cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640; Corning Cellgro), 8.85 mM HEPES and 5 ug/ml
plasmocin (Invivogen). GM847 and HelLa cell lines were obtained from ATCC and cultured in Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM; Corning Cellgro), NEM (Corning Cellgro), 8.85 mM HEPES, and 5 ug/ml
plasmocin (Invivogen). U20S (U20S, obtained from ATCC), U20S PML-[32], U20S 2-6-5 (Gift from Roger
Greenberg, University of Pennsylvania, Philadelphia) [76], U20S DR-GFP, NHEJ-GFP (EJ7), and SA-GFP (Gift
of Jeremy Stark (City of Hope National Medical Center, California) [77,78], and U20S NHEJ-pc222 (Gift from
Jacques Coté (Université Laval, Québec) [79] cell lines were cultured in McCoy’s medium (Life Technologies).
Doxycyclin-inducible U20S HHV-6B IE1 clones 10 and 102 (C10 and C102) were established by co-transfecting
PB-TetO-HHV-6B IE1, pCMV-hypBAse and PB-CA-tTA-IRES-NEO plasmids, at a DNA ratio of 1:1:1 in the
U20S SA-GFP cell line using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. Clones

were selected using 40 mg/mL of G418 and isolated using a limit dilution approach. U20S BIR were established
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with a GFP-based reporter plasmid (pBIR-GFP) containing already characterized |-Sce1 reporter cassette to
monitor BIR [80]. Plasmid transfection was carried out using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the
manufacturer’'s protocol. Clones were selected using 2 pg/ml puromycin and isolated using a limit dilution
approach. Experiments were performed with a stable reporter clone which produce between 1.5% and 3% of
GFP-positive cells after DSBs induction. Unless indicated otherwise, expression of IE1 was induced by adding
1 pg/ml doxycycline for 48h. HeLa DR-GFP (Gift from Roger Greenberg, University of Pennsylvania,
Philadelphia) and HEK293T cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Life
Technologies). All cell lines were validated using short tandem repeat (STR) markers and tested negative for

mycoplasma contamination.

Chemicals and sources of DNA damage Doxycycline (Dox, 1 ug/ml, D3447, Sigma) was used to induce the
production of HHV-6B IE1 in stable U20S cell lines C10 and C102 for 48h. In the FOK1 system, DSBs were
created at the LacO array by promoting the nuclear localization (4-Hydroxytamoxifen (4-OHT, 100 nM, #3412,
Tocris)) and stabilization (Shield-1 ligand, 0.5 yM, CIP-S1-0001, CheminPharma)) of mCherry-LacR-FOK1

nuclease fused to a destabilization domain (DD) and to a modified estradiol receptor (ER) (ER-mCherry-LacR-

FOKI-DD) for six hours prior to immunofluorescence sample preparation. DNA damage were induced by
exposing cells to ionizing irradiation (IR). U20S were exposed to 1 Gy with a CellRad (Precision X-Ray Inc.) and
MOLT-3 to 4 Gy with the Gammacell® 40 Exactor (Best Theratronics Ltd.).

Viral infection and integration assays Forimmunofluorescence assays on viral infection, 1 x 108 MOLT-3 cells
were pelleted, infected or not (Mock) at a multiplicity of infection (MOI) of 1 with HHV-6B (strain Z29) and

resuspended at final concentration of 1 x 107 cells/ml with fresh RPMI in a 1.5 ml tube for 5 hours at 37°C, 5%.

The MOLT-3/HHV-6B prep was mixed every 30 minutes by flickering the tube. Cells were then washed three
times in phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in 1 ml of fresh RPMI in a 12-well plate. Twenty-four
hours post-infection, cells were processed for immunofluorescence. For viral replication, 1.5 x 108 of MOLT-3
cells were pelleted into a 1.5 ml tube and infected or not (Mock) at a MOI of 1 with HHV-6B for 5 hours as
described above. After 3 washes with PBS cells were resuspended in 3 ml of fresh RPMI, in a 6-well plate. At
the indicated time point, 0.5 x 108 cells were harvested and processed for DNA extraction using QlAamp DNA
Blood Mini Kit as described by the manufacturer (Qiagen Inc.) and analysed by gPCR. Integration assays were
performed as described previously [81]. Briefly, 1 x 10 cells/well (U20S shCTRL, U20S shNBS1, Hela
shCTRL, HeLa shNBS1, GM847 shCTRL, GM847 shNBS1), cells were infected at MOI of 1 with HHV-6B in a
24-wells plate for 24 hours and washed with PBS 1X 3 times. Cells were then seeded in 6-well plates and
passaged for 4 weeks prior to DNA extraction with the QIAamp DNA Blood Mini Kit as described by the
manufacturer (Qiagen Inc.) and analyzed by ddPCR.
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Quantitative PCR (qPCR) and droplet digital PCR (ddPCR) analyses qPCR was performed as previously
described [75]. DNA was analyzed using primers and probes against U67-68 (HHV-6B) and RPP30 (reference
gene). Data were normalized against the corresponding genome copies of the cellular RPP30 gene. ddPCR was
used to quantify integration frequency as previously described [81]. Briefly, the HHV-6B chromosomal integration
frequencies were estimated assuming a single integrated HHV-6/cell and calculated with the following formula:
(number of HHV-6 copies)/(number of RPP30 copies/2 copies per cell) x 100, as previously described. This

assay was previously extensively validated and provide comparable data to single cell cloning and quantification.

RNA extraction and RT-gPCR Total RNAs were extracted with the RNeasy mini kit following manufacturer’s

instructions (QIAGEN) and quantified by nanoDrop. 250-500 ng of total RNA was reverse transcribed with the
High-Capacity cDNA reverse transcription kit (Invitrogen) according to the manufacturer's instructions.
Contaminant genomic DNA was removed by DNasel (ThermoFisher) incubation prior to the reverse transcription
(RT) reaction and confirmed by GAPDH RT-PCR performed on DNasel treated reactions. gPCR was performed
using the LightCycler 480 apparatus (Roche) with the LightCycler 480 SYBR Green 1 qPCR master mix (Roche)
using the following program: 40 cycles of 94 °C denaturation for 15 sec, 56 °C annealing for 5 sec and 72 °C
elongation for 15 sec. 5% of the RT-PCR reaction was used as template. Standard curve was performed with
serial dilution using the U20S cDNA as template. Relative expression of each gene was determined using the

standard curve and normalized to the relative expression of the GADPH. The primers are listed in Table S4-1.

Immunofluorescence microscopy One hour post-irradiation, MOLT-3 cells were pelleted, washed 3 times in

PBS and 1 x 10* cells were added to each well of a microscope slide with 10 reaction wells (MP Biomedicals™
Multitest Slides, Fisher Scientific # ICN6041805). Once dried, cells were fixed for 20 minutes at room
temperature with 2% paraformaldehyde (PFA), hydrated for 5 minutes with PSB and processed for
immunofluorescence. U20S and U20S 2-6-5 cells were grown in 24-well plates on glass coverslips and fixed
24 hours later with either 2% (wt/vol) PFA in PBS for 20 minutes at room temperature or with 100% MeOH for
20 minutes at -20°C. When indicated, cells were treated with the indicated amount of Gy, 15 min or 1 hour prior
to fixation. Forimmunostaining with anti-NBS1 and anti-MRE11 antibodies, nuclear extraction with ice-cold NuEx
buffer (20 mM HEPES pH 7.4, 20 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.5% NP-40, protease inhibitors (Complete, EDTA-
free protease inhibitor, Sigma), and 1 mM DTT) for 20 min on ice for prior to fixation. U20S PFA-fixed cells were
further permeabilized with 0.3% (vol/vol) Triton X-100 for 20 minutes at room temperature. MOLT-3 and U20S
fixed cells were incubated with blocking buffer (2% BSA in PBS or 0.1% BSA, 3% goat serum, 0.1% Triton, 1
mM EDTA pH 8.0 in PBS) for 30 minutes at room temperature and then incubated with primary antibodies (Table
S4-2) diluted in blocking buffer for 2 hours at room temperature, followed by washes in PBS. Next, cells were
incubated for 1 hour at room temperature with secondary antibodies diluted in blocking buffer and counterstained
with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 0.4 pyg/mL) in PBS. Cells were washed with PBS 1X and the coverslips
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were mounted onto glass slides with Prolong Diamond mounting agent (Invitrogen). To visualize micronuclei in
MOLT-3 infected or control cells, cells were collected processed with an hypotonic solution (75 mM KClI) for 20
minutes at 37°C. Cell were then fixed with fresh 3:1 methanol:acetic acid for 5 minutes and washed three time
with 3:1 methanol:acetic acid solution. Washed pellets were resuspended in 500yl of 3:1 methanol:acetic acid,
dropped on a microscope slide and air dried prior to DNA counterstaining with DAPI. Images were either taken
using a Zeiss LSM700 (and LSM900 recently acquired) laser-scanning microscope equipped with a 63x oil lens
or a Wave FX-Borealis - Leica DMI 6000B microscope with the camera Image EM (Hamamatsu, 512x512 pixels)
and Orca-R2 (Hamamatsu, 1344x1024 pixels) with a 40x (Quorum Technologies). Images were analyzed and
quantified using ImageJ software [National Institutes of Health (NIH)]. In micrographs, dashed lines indicated
nucleus outlines when DAPI is not shown. Unless stated otherwise, insets represent 10 X magnifications of the

indicated fields.

in situ hybridization (FISH) Fixed cells were processed as described for immunofluorescence staining and

then fixed for 2 minutes at room temperature with 1% PFA/PBS. Coverslips were washed twice with PBS for 5
minutes and dehydrated for 5 minutes in successive ethanol baths (70%, 95%, 100%). Once dried, coverslips
were placed upside down on a drop of hybridizing solution (70% formamide; 0.5% blocking reagent; 10 mM Tris-
HCI pH 7.2; 1/1000 Cy5-TelC PNA probe (F1003, PNABio, Newbury Park, CA, USA)). Sample were denatured
for 10 minutes at 80°C on a heated block. Coverslips were incubated over night at 4°C and kept in the dark. After
hybridization, coverslips were washed two times for 15 minutes in washing solution (70% formamide; 10 mM
Tris-HCI pH 7.2) and then washed 3 times for 5 minutes with PBS. Sampled were air dried, counterstained with
DAPI, washed with PBS and coverslips were mounted onto glass slides with Prolong Gold mounting agent

(Invitrogen).

Metaphase spread analysis U20S SA-GFP HHV-6B IE1 cells were arrested in mitosis using 1 uM nocodazole

for 3 hours at 37°C and 5% CO.. Cells were then resuspended and incubated in pre-warmed hypotonic solution
(KCI 75 mM, 15% SVF) at 37°C for 15 minutes to induce swelling and fixed in (75% ethanol, 25% acetic acid)
overnight at 4°C. Droplet of cells were spread onto glass slides pre-cooled at -20°C and dried overnight in the
dark at room temperature. Slide were then mounted with Vectashield Antifade Mounting Medium containing
DAPI (VECTH20002, MJS BioLynx Inc.). Images were taken using a Zeiss LSM700 laser-scanning microscope
equipped with a 40x water lens. Quantification was done on 3 biological replicates and 10 spreads were

quantified per experiments.

Reporter-based DNA repair assays For DR-, NHEJ-, SA-, and BIR-GFP reporter assays in which HHV-6B |E1

was transiently transfected, U20S or HeLa cells carrying the respective GFP expression cassette were plated

at 125000 cells/well in a 6 well plates. Twenty-four hours later, cells were co-transfected with the indicated
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combination of plasmids: pcDNA4/TO-HHV-6B IE1 along with I-Scel plasmid (pCBAScel, Addgene #26477).
The pcDNA4/TO/myc-His vector was used as negative control for conditions without I-Scel or IE1. A plasmid
expressing iRFP was also transfected to correct for transfection efficiency in each assay. For the NHEJ-GFP
(EJT7) assay, cells were co-transfected with Cas9 and sgRNA-expressing vectors p330X-sgRNA7a and p330X-
SgRNATDb expressing plasmids instead of I-Scel [78]. After 48 hours (or 72 hours for NHEJ-GFP (EJ7)), cells
were trypsinized, harvested, washed and re-suspended in PBS. The percentage of GFP-positive in iRFP-positive
cells was determined by flow cytometry using an Accuri C6 (BD Biosciences). The data were analyzed using the
FlowJo software (Flow Jo LLC). When indicated, cells were transfected with siRNA 24 hours prior to transfection
with [-Sce1 expression plasmid. For SA-GFP and the CRISPR-LMNA HR assay that were done in U20S SA-
GFP HHV-6B IE1, cells were seeded at 10 000 cells per well in 24-well plates and induced with 1 pg/mL of
doxycycline 24 hours post transfection with either I-Sce1 for SA-GFP assay or plasmid expressing Cas9 and
LMNA sgRNA (pX330-LMNAgRNA1) and CR2.1-mRuby-2-LMNA-Donor for CRISPR-LMNA HR assay [38]. At
48 hours post-transfection, cells were harvested and GFP-positive cells quantified by flow cytometry. mRuby-

positive cells were analyzed by microscopy using a TIRF Ti-LAPP microscope (Nikon).

Statistical analysis Quantification was done on 3 biological replicates. Unless stated otherwise, unpaired t-

tests were realized to assess statistical significance.
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Figure S4.1. (A-B) Whole cell extracts (WCE) from infected MOLT-3 (A) and U20S cells treated or not with 1
pg/ml of Dox (B) were analyzed by immunoblotting with an antibody against IE1. B-tubulin was used as loading
control. NI: non-infected, Par.: parental cell line. (C, F, G) Representative images of the U20S (Par.) and U20S
|E1 stable cell lines with or without Dox induction (as indicated) for Figure 4.1B, D and E. Cells were treated as
described in Figure 4.1B and either processed for IE1 (C, G) or centromeres (CREST) immunofluorescence (F)
or by FISH for the detection of telomeres (G) (scale bar, 5 ym). (D-E) U20S (Par.) and U20S IE1 stable cell
lines with Dox induction were treated as described in Figure 4.1B and processed for Lamin B fluorescence.
Quantification of micronuclei with Lamin B signal is presented in (D) and representative images in (E). In (D),
data are represented as mean £ SD (n = 3) and analyzed with a t-test, **p<0.01. (H) Quantification of micronuclei
colocalizing with IE1 foci. IE1-expressing cells were treated as described in Figure 4.1C, fixed and processed
for [E1 immunofluorescence. Data are presented as the mean + SD (n = 2, >100 nuclei/condition).
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Figure S4.2. (A) Representative images of untreated U20S PML** and - cells fixed and processed for PML
immunofluorescence. (B) Western blot analysis of U20S transfected with untagged IE1 or an empty vector (EV)
plasmids WCE. B-tubulin was used as loading control. (C) Representative images of U20S PML** and - cells
transiently transfected with a plasmid expressing untagged IE1 or an empty vector (EV) as negative control.
Cells were irradiated with 1 Gy, fixed 15 minutes post-irradiation and processed for IE1 and y-H2AX
immunofluorescence (scale bar, 5 ym).
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Figure S4.3. (A) WCE from U20S cells (Par.) and IE1-expressing U20S stable cell lines treated or not with 1
Mg/ml of Dox were analyzed by immunoblotting with antibodies against RAD50, NBS1 and MRE11. GAPDH was
used as loading control. (B-C) Representative immunofluorescence of IE1-expressing U20S stable cell lines
induced with Dox and irradiated with 1 Gy. Cells were fixed 1 hour post-irradiation and processed as described
in Figure 4.3A and C, respectively. (D) Quantification of IE1 foci that colocalize MRE11 in stable U20S control
cells (shCTRL) or depleted for NBS1 (shNBS1). Cells were transiently transfected with untagged IE1 and treated
as described in Figure 4.3B. Percentage of IE1 foci per cells that colocalize with NBS1 are presented as the
mean + SD (n = 2, at least 40 nuclei/condition). (E) Representative immunofluorescence of the data presented
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in Figure S4.3D. (F) WCE from U20S shCTRL and shNBS1 stable cell lines were analyzed by immunoblotting
with antibodies against NBS1 and MRE11. GAPDH was used as loading control. (G-H) Representative
immunofluorescence of the quantification presented in Figure 4.3F. (l) Quantification of IE1 foci that colocalize
with NBS1 in U20S PML** and - cells transiently expressing untagged IE1. Cells were treated as described in
Figure 4.3A. Percentage of IE1 foci per cells that colocalize with NBS1 are presented as the mean £ SD (n = 3).
(J) Representative immunofluorescence of the quantification presented in Figure S4.31. Statistical significance
was assessed by unpaired t-tests, ****p<0.0001.

A B mCherry- mCherry-
LacR NBS1 Merge LacR NBS1 Merge
mCherry-LacR

IE1 ZE o
o
o R O @
o S o L —
N~ o O [¢e] -~
o ¥ © I _
TR R v o« o
245 . H - - « 0 v = 8
1801 — w .z
135 L - <t
100 . - . [to)
751 o Gl o o
63- . “a — =]
a-mCherry o
<
35 s = - s s I L3
a-GAPDH
C mCherry- D

LacR y-H2AX Merge

NBS1
N
o o
s = 0 o
N < O S S TR Ta T
P2 3 9 9 9 S <
%8_ —
135 e ™
100+ - .
- | > -mCherr
0 Sl =2 B = ae ¢ y
= —— -
35

u20S

Figure S4.4. (A, D) WCE from U20S cells that transiently express the indicated mCherry-LacR fusion protein
were analyzed by immunoblotting with antibodies against mCherry. GAPDH was used as loading control. The
mCherry-LacR backbone was used as a negative control (--) in (A). (B-C) Representative immunofluorescence
images used for the quantification presented in Figure 4.4B (B) and Figure 4.4D (C) (scale bar, 5 pym).
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Figure $4.5. (A) CRISPR-LMNA HR assay was analyzed in Dox-inducible IE1 U20S SA-GFP stable cell lines.
Cell lines were plated and induced for IE1 expression for 24 hours prior to transfection with plasmids encoding
Cas9, LMNA sgRNA, and mRuby2-LMNA donor. Percentage of mRuby-positive cells were analyzed by flow
cytometry 48 h post-transfection and normalized over percentage of mRuby-positive U20S SA cells (Par.) in
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each replicate. (B) DNA repair assay for homologous recombination in HeLa cells were performed as described
for U20S cells in Figure S4.5A. (C) Single-strand annealing (SA) assay was analyzed in Dox-inducible IE1 U20S
SA-GFP stable cell lines. Cell lines were plated and induced for IE1 expression for 24 hours prior to transfection
with plasmids encoding |-Scel endonuclease. Percentage of GFP-positive cells were analyzed by flow cytometry
48 h post-transfection and normalized over percentage of GFP-positive U20S SA cells (Par.) in each replicate.
Data are represented as the mean + SD (n = 2). (D) Validation of the BIR repair assay using siRNA against
RAD51 and RAD52. A non-targeting siRNA (NT) was also used as control. (E-F) RT-qPCR was performed on
U20S BIR cells using gene-specific primers for RAD51(E) and RAD52(F). Expression of each transcript has
been normalized against GADPH. (G) DNA repair assay for non-homologous end-joining (NHEJ-pc222) in U20S
cells were performed as described in Figure S4.5D. Unless stated otherwise, data are represented as the mean
+ SD (at least n = 3). Statistical significance was assessed by unpaired t-tests,**p<0.01,****p<0.0001.
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shNBS1
shCTRL
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MOLT-3 Hela u20S GM847
Figure S4.6. (A-D) WCE from MOLT-3 (A), HeLa (B), U20S (C), and GM847 (D) cell lines expressing a sShRNA
against NBS1 (shNBS1) or control (shCTRL) were analyzed by immunoblotting with an antibody against NBS1.
[-Tubulin was used as loading control.
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Table S4-1. Primers, siRNA, shRNA and FISH probes sequences used in this study.

Name sequence 5’-3’ Used for
ShCTRL CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCA | Control SiRNA in
(Sigma: TCTTGTTGTTTTT U20S, MOLT-3,
SHC202) Hela, GM847
shNBS1 KD NBS1 in U20S,
(TRCN0000010 | GAAGAGTGGCTAAGGCAGGAA MOLT-3, Hela,
393) GM847
U67-68 FW TTCCGGTATATGACCTTCGTAAGC gPCR and ddPCR
U67-68 RV GATGTCTCACCTCCAAATCTTTAGAAAT gPCR and ddPCR
U67-68 Probe FAM-ACATTATAT-ZEN-RTCGAAYYTGACR CTACCTTCCG-IABKFQ

Mix probe where R=A ou G, Y = C ou T to accommodate the ddPCRe
sequence of HHV-6A and -6B
RPP30 FW GATTTGGACCTGCGAGCG gPCR and ddPCR
RPP30 RV GCGGCTGTCTCCACAAGT gPCR and ddPCR
RPP30 Probe HEX-TCTGACCTG-ZEN-AAGGCTCTGCGCG-IABKFQ ddPCRe
GAPDH FW CAACGTGTCAGTGGTGGACC RT, gPCR®
GAPDH RV TCGTTGAGGGCAATGCCAGC RT, gPCR®
RAD51 FW TCTCTGGCAGTGATGTCCTGGA gPCR
RAD51 RV TAAAGGGCGGTGGCACTGTCTA gPCR
RAD52 FW ATGCTTTGGACAGTGCCAGT gPCR
RAD52 RV CCAGCCATGCGGCTACTTAT gPCR
siRAD52 ,
(S0-2651934G) GGUACAAUCUUCAUUUAAATAT KD in U20S BIR
SiRAD51 Smart pool :
(M-003530-04- | D-003530-02: GAAGCUAUGUUCGCCAUUA
0005) D-003530-05: GCAGUGAUGUCCUGGAUAA KD in U20S BIR

D-003530-07: CCAACGAUGUGAAGAAAUU
D-003530-08: AAGCUAUGUUCGCCAUUAA

SICTRL .
(D-001210-02- | UAAGGCUAUGAAGAGAUAC gﬁﬁLUﬁw'nU2OS
02)

Cy5-TelC PNA

probe [Cy5]-00-CCCTAACCCTAACCCTAA FISH

(F1003)

2 KD: knockdown, gDNA: genomic DNA
® Used to validate the efficiency of DNAse treatment prior to RT-PCR
¢ FAM: fluorescein, HEX: HEX fluorophore, ZEN: ZEN™ quencher, IABKFQ: 3' lowa Black® forward quencher
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Table S4-2. Antibodies used in this study

Primary antibodies
Target Catalog numbers Used fora
?;‘;ﬁg;;“(t\'('_‘f_lhzﬁg‘o"*'ﬁ°”e HZAX 05-636 (Miipore) F
E\e{tb}_tl)lzt :Q)tl-phospho-Hlstone H2A.X (Ser139) 25771 (Cell signaling) IF
oK (S50, ogiapoar PO 1SN | 05.636-F555 (Milipore) F
rabbit anti-RAD51 70-001 (Bio Academia) IF
mouse anti-b-Tubulin CP06 (Sigma) WB
mouse anti-GAPDH 39-8600 (Invitrogen) WB
rabbit anti-E1 Homemade [75] IF, WB
rabbit anti-Lamin B1 Ab16048 (Abcam) IF
human CREST anti-centromere serum HCT-0100 (Immunovision) IF
mouse anti-PML (PG-M3) Santa Cruz Biotechnology (sc-966) IF
mouse anti-GFP IgG1k (clones 7.1 and 13.1) | 11814460001 (Millipore Sigma) WB
mouse anti-NBS1 1D7 GTX70224 (GeneTex) IF, WB
mouse anti-MRE11 12D7 GTX70212 (GeneTex) IF, WB
mouse anti-RAD50 13D3 GTX70228 (GeneTex) WB
rabbit anti-KAP1 A300-274A (Bethyl) WB
rabbit anti-mCherry NBP2-25157 (Novus) WB
Secondary antibodies
Target Catalog numbers Used for a
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit A-11034 (Thermo Fisher Scientific) IF
Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit A-21428 (Thermo Fisher Scientific) IF
Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit A-21244 (Thermo Fisher Scientific) IF
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse A-11029 (Thermo Fisher Scientific) IF
Alexa Fluor 555 goat anti-mouse A-21424 (Thermo Fisher Scientific) IF
Alexa Fluor 647 goat anti-mouse A-21236 (Thermo Fisher Scientific) IF
Alexa Fluor 647 donkey anti-human A-21445 (Thermo Fisher Scientific) IF
Goat anti-rabbit HRP 7074 (Cell Signaling) WB
Sheep anti-mouse-HRP A-9044 (Sigma) WB

2 [F: immunofluorescence, WB: Western blotting
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Table S4-3. Plasmids used in this study

Plasmid Source
pcDNA4/TO/ myc-His-HHV-6B IE1 Previously described [22]
pcDNA4/TO/myc-His ThermoFisher, V103020
pDESTPB-TetO Previously described [70]
PB-CA-rtTA-IRES-NEO Previously described [70]
PB-TetO-HHV-6B IE1 This study
pDEST-mCherry-LacRnls Previously described [71]
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 1-1078 This study
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 1-809 This study
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 1-540 This study
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 1-182 This study
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 183-363 This study
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 364-540 This study
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 541-809 This study
mCherry-LacRnls HHV-6B IE1 541-1078 This study
pDEST-FRT-eGFP-NLS Previously described [72]
mCherry-LacRnls NBS1 1-754 This study
mCherry-LacRnls NBS1 1-733 This study
mCherry-LacRnls NBS1 1-638 This study
mCherry-LacRnls NBS1 1-327 This study
mCherry-LacRnls NBS1 109-754 This study
mCherry-LacRnls NBS1 201-754 This study
mCherry-LacRnls NBS1 328-754 This study
pLXIN2-NBS1 Gift from Cary A. Moody [73]
pLKO.1-Scramble Addgene 136035
pLKO.1-shNBS1 Gift from Cary A. Moody [73]
pMD2.g Addgene 12259
psPAX Addgene 12260
pBIR-GFP Addgene 49807
pCBAScel Addgene 26477

pDEST-FRT-TO-3xFLAG

Gift from Anne-Claude-Gingras (V4978) [81]

pX330-LMNA-gRNA1

Gift from Jean-Yves Masson [38]

pCR2.a-mRuby2-LMNA-Donor

Gift from Jean-Yves Masson [38]

pX330-7a sgRNA (EJ7-GFP reporter)

Addgene 113620

pX330-7b sgRNA (EJ7-GFP reporter)

Addgene 113624
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Discussion

5.1 Mise en contexte

L’établissement de la latence par I'intégration chromosomique du génome viral aux téloméres est un mécanisme
unique qui définit les HHV-6A/B parmi les herpésvirus humains. Outre l'intégration dans les cellules somatiques,
on estime qu’environ 1.1 % de la population mondiale posséde la forme héritée (iciHHV-6A/B), ce qui signifie
qu’environ 80 millions de personnes possédent un génome d’'HHV-6A/B dans un télomere de chaque cellule.
Toutefois, l'identification des mécanismes associés a l'intégration d’'HHV-6A/B fait face a plusieurs barriéres au
niveau des réalisations expérimentales ainsi que les connaissances actuelles disponibles en matiére de biologie
des téloméres. Face a ces contraintes, peu d’équipes de recherche osent s'investir dans cette question. Depuis
2014, I'équipe du Dr Flamand s'est engagée a relever le défi d'élucider le processus d'intégration d’'HHV-6A/B
ainsi que les conséquences associées sur la santé humaine. Mon doctorat fait partie intégrante de ce volet.
Cette discussion a comme objectif d’établir un sommaire des découvertes importantes respectives aux objectifs
fixés en début de these. Elle permettra d’ouvrir une discussion sur les résultats présentés, notamment en lien

avec la littérature actuelle, les limites et les alternatives, ainsi que les hypothéses et les perspectives sur 'avenir.

5.2 Les PML-NBs représentent des complexes importants pour I'intégration
d’HHV-6B et pour I'état de SUMOylation d’IE1B

5.2.1. La biologie des cellules U20S, I'élement catalyseur

Avant d’entreprendre une analyse sur les résultats présentés dans cette thése, il est essentiel de souligner
l'utilisation de différentes lignées cellulaires en fonction du but d'une expérience. Tel que mentionné dans
lintroduction, HHV-6A/B exécutent leur cycle lytique dans les LT CD4+, mais peuvent toutefois infecter d'autres
types cellulaires dans lesquelles les capacités de réplication virale sont limitées. Selon le dogme des
herpésvirus, lorsque la réplication n'est pas favorable, ces derniers deviennent latents. Sachant que la latence
chez HHV-6A/B se réalise par l'intégration de leur génome entier, il est anticipé que dans une cellule semi-
permissive et infectée par HHV-6A/B, ceux-ci s’y intégreront. Effectivement, il est difficile d’effectuer des essais
d’intégration in vitro a partir de cellules LT CD4+ immortalisées puisque I'environnement est adéquat a la
réplication virale. Dans ces conditions, les virus sont généralement en phase lytique ce qui méne éventuellement
a la mortalité cellulaire de la culture en laboratoire. Il est donc difficile d’obtenir de hauts taux d'intégration in

vitro en raison des capacités semi-permissives des cellules susceptibles a 'intégration d’HHV-6A/B. De ce fait,
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le laboratoire a établi en 2017 une méthode qui permet la détection de cellules ciHHV-6A/B grace a la
technologie ddPCR [371]. L'arrivée de cet appareil sur le marché a révolutionné la fagon de quantifier
lintégration d’HHV-6A/B puisqu'il est maintenant possible de détecter des événements rares dans une culture
cellulaire de masse. Dans cette étude, différentes lignées cellulaires immortalisées ont été caractérisées pour
lintégration d’HHV-6A/B dont les cellules HEK293T, HeLa, MCF-7, U20S, GM847 et HCT-116. Notamment, les

En 2017, Gilbert-Girard et les collégues du laboratoire ont évalué 'importance de la hTERT dans l'intégration
d’HHV-6A/B [117]. Bien que cette enzyme ait un effet important sur l'intégration d’HHV-6A/B dans des cellules
immortalisées hTERT, HHV-6A/B peuvent toutefois s'intégrer dans les cellules qui utilisent un mécanisme
alternatif d’élongation des télomeres, le mécanisme ALT [117]. Ces résultats ont également été validés lors
d'une autre étude du laboratoire [371]. Ce mécanisme alternatif est présent chez 10-15% des cellules
cancéreuses [372,373]. Ces cellules sont particulierement connues pour la surreprésentation de PML-NBs a
leurs télomeres, les APBs [374]. Les APBs permettent ainsi I'élongation des téloméres par la présence de

protéines impliquées dans la recombinaison homologue [333].

En caractérisant les complexes IE1B/PML-NBs dans les cellules U20S (cellules ALT), nous avons noté que les
foyers IE1B s’associent majoritairement avec les PML-NBs. A I'encontre d’un contexte de réplication virale
active, 'association IE1B/PML-NBs dans ces cellules ne conduit pas a la fusion des PML-NBs. Cette observation
évoque la pertinence de caractériser une association cible dans le modéle cellulaire approprié. L'absence du
cycle lytique d’HHV-6B pourrait expliquer I'absence de fusion des complexes IE1B/PML-NBs dans les U20S. A
ce sujet, lors d’une infection lytique, les PML-NBs servent de facteurs principaux dans la réponse immunitaire
intrinséque face aux génomes viraux présents dans le noyau de I'hote [347,375]. Ce role est réalisé par la
présence de protéines clés aux PML-NBs, soit PML, Sp100 et hDaxx qui répriment I'expression des génes
viraux [347,376,377]. Par conséquent, la réplication virale ne peut étre accomplie. En 2017, Sanyal et collégues
ont étudiés I'effet de la déplétion simultanée des protéines PML, Sp100 et hDAXX sur le pouvoir réplicatif I’ HHV-
BA [353]. Ces résultats suggérent que I'absence du complexe, et par conséquent I'absence de PML-NBs,
favorise la réplication d’HHV-6A. En tenant compte du phénotype similaire des PML-NBs lors de l'infection
lytique d’'HHV-6A/B, il est possible que la fusion des PML-NBs par le virus vise a tenir ces complexes a I'écart

du génome d’HHV-6A/B, ce qui n'est pas le cas en contexte de latence.
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5.2.3 La SUMOylation, I'élément central des liaisons PML-IE1B

Avec I'intention de déterminer la présence d’une interaction physique entre la protéine PML et IE1B, nous avons
réalisé des essais de co-immunoprécipitation (co-IP) qui n'ont pas été présentés dans le chapitre 1. En effet,
nous n'avons pas été en mesure de démontrer la présence d'lE1B dans limmunoprécipitation (IP) de PML et
vice-versa. Nous suggérons que l'interaction entre PML et [E1B peut étre indirecte, c’est-a-dire par des liaisons
SIM-SUMO entre PML et IE1B, a l'instar de plusieurs autres protéines qui localisent aux PML-NBs [292,315)].
Dans cette situation, l'interaction peut ne pas étre détectée par une co-IP puisque les interactions SIM-SUMO
sont non covalentes et possiblement abolies dans le tampon de lyse cellulaire. Nous nous sommes donc tournés
vers la spectrométrie de masse (MS pour « mass spectrometry ») afin d'identifier si PML était présente dans
I'IP IE1B. Afin d’augmenter la spécificité, nous avons choisi la méthode de BiolD en utilisant des lignées
cellulaires générées a partir d'un lentivirus codant pour la biotine ligase (BirA) en fusion avec IE1B. L'ajout de
la biotine dans le milieu de culture permet a la biotine ligase en fusion avec IE1B de biotinyler les protéines qui
se trouvent a proximité d’lE1B. Une IP anti-streptavidine qui lie fortement la biotine et corollairement les
protéines biotinylées permet d'identifier les partenaires d'interaction possible par une analyse de I'lP par MS.
Dans notre étude, nous avons repéré la présence de PML dans l'interactome d’IE1B. Cependant, cette méthode
ne confirme pas linteraction physique entre PML et IE1B. Cette étude a permis d'identifier les protéines
présentes dans un rayon de 10 nm, dont PML [378]. Dans le cadre de notre objectif, ce résultat était suffisant
puisque notre objectif était de caractériser I'effet de PML/PML-NBs sur IE1B. Les résultats qui suivent ont

également permis de dresser un meilleur portrait des interactions PML-IE1A/B.

Afin d’étudier la SUMOylation d'IE1B, nous avons arrété notre choix sur la technique de co-IP puisque la liaison
SUMO-lysine est covalente et est détectée par des protéines de plus hauts poids moléculaires que celui connu
pour la protéine cible. De plus, cette technique permet d'étudier la SUMOylation de différents mutants plus
rapidement puisque des protéines recombinantes n’ont pas a étre générées. Nous avons observé un doublet
de bandes SUMOylées en présence de PML, suggérant un état de polySUMOylation ou de multiSUMOylation.
La polySUMOylation est associée aux paralogues de SUMO2 et 3, ainsi nous avons confirmé par des
expériences de surexpression de SUMO-2/3 que le doublet de SUMOylation d’'IE1B en présence de PML-NBs
n'était pas associé a de la ramification de protéines SUMO-2/3 & un seul site d'IE1B. A la lumiére de ce résultat,
nous avons émis I'hypothése qu’en plus de K802, un site SUMO accepteur supplémentaire existe dans la
séquence d'acides aminés d'lE1B, ce qui fiit validé a l'aide de nos mutants. Dans notre étude, vous aurez
remarqué que tout au long de cet article le site SIM 77SVIV7"7 est mentionné a titre de site SIM potentiel.
Puisqu'aucune méthode pour déterminer l'interaction physique entre le motif 775VIV7’” d'IE1B et les protéines

SUMO n’a été réalisée, nous ne pouvons qu'affirmer qu'il s’agit d’'un potentiel site SIM. Dans cette optique, nous
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aurions pu générer et utiliser des vecteurs d’expression pour des protéines recombinantes sauvages et
mutantes pour chaque site d'intérét a étudier, et tester les interactions entre IE1B et SUMO-1/PML dans le
systeme « Yeast Two-Hybrid » [379]. Nonobstant, nos analyses de phénotypes en immunofluorescence des
différents mutants sont convaincantes indiquant que le site 775VIV™ représente bel et bien un site SIM

fonctionnel.

D’autre part, aucun autre site accepteur de SUMO n’est apparu dans notre analyse in sillico d'IE1B. Or, il est
maintenant connu que le site consensus n'est pas restreint a la séquence d’acides aminés précédemment
identifiée. Dans certains cas, les protéines SUMO peuvent étre liées de fagon covalente a d’autres acides
aminés qu’une lysine [380,381]. Une perspective de ce projet serait d'identifier le site additionnel de SUMO dans
la séquence d’IE1B. Récemment, une nouvelle méthode impliquant la MS permet d'identifier les sites SUMO et
SIM des protéines. Cependant, cette méthode implique plusieurs défis. L'un d’eux est la signature que la
digestion a la trypsine laisse sur la protéine cible avant de procéder a la MS. Une fois digérée, la protéine SUMO
laisse une étiquette de 19 acides aminés sur la protéine cible, causant une interférence lors de l'identification
des peptides [382]. De plus, puisque la SUMOylation est une modification réversible, la deSUMOylation des
protéines par la présence de protéases et la faible abondance de certaines protéines SUMOylées inférieures a
la limite de détection représentent des défis supplémentaires [383]. A ce jour, la méthode la plus efficace pour
identifier des sites SUMO et SIM est celle décrite par Lumpkin et collégues en utilisant une digestion avec la
protéase lytique alpha sauvage (WaLP) [384]. Une digestion avec la WaLP permet de cliver tous les paralogues
de SUMO a leur région C-terminale en relachant une séquence TGG qui s'associe au site SUMO d’'une protéine
cible, identifié par MS/MS. Cependant, a la suite de cette digestion, I'échantillon doit étre enrichi par purification
en utilisant un anticorps spécifique qui reconnait la liaison K-g-GG entre une protéine SUMOylée et le peptide
de SUMO [385]. Dans un autre ordre d'idée, il serait pertinent d'étudier la SUMOylation des différents mutants
d’'IE1B dans un contexte plus physiologique. Ainsi, la génération de lignée cellulaire « knock-in » pour une
protéine SUMO avec une étiquette, dans une lignée exprimant des niveaux moyens de PML permettrait
d’éliminer la surexpression des protéines SUMO et PML. Néanmoins, avec a notre disposition un mutant IE1B
dont la SUMOylation est affectée, nous avons validé I'importance de cette modification post-traductionnelle dans
la nucléation d’lE1B en foyers ponctuels, un phénotype jamais rapporté auparavant. Ainsi, nous suggérons que
le site SIM potentiel identifié 775VIV7"7 et la lysine 802 sont essentiel a I'oligomérisation d’'IE1B bien qu’un site

supplémentaire demeure a étre identifié.
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5.2.4 Les PML-NBs, un complexe pro-intégration virale ?

Nous avons évalué I'importance des PML-NBs dans l'intégration d’HHV-6B en utilisant deux modéles cellulaires
différents [117,371]. Comme mentionné au début de la discussion, la lignée U20S maintient et allonge ses
télomeéres par le mécanisme ALT et ce, par la présence de PML-NBs aux téloméres (APBs). Dans les APBs se
trouvent les protéines impliquées dans une voie de la RH, la voie de BIR [386,387]. Dans les cellules U20S, on
estime que 75% des PML-NBs sont des APBs [322]. A l'nverse, dans la lignée Hela exprimant la hTERT,
seulement 25-35% des PML-NBs se trouvent aux télomeres [322]. Dans des cellules primaires, 4-14% des PML-
NBs se trouvent aux télomeres [322,332,388]. Le role exact des PML-NBs aux téloméres dans les lignées
cellulaires hTERT+ et non néoplasiques n’est pas bien défini, mais ils sont essentiels pour maintenir la stabilité
de ceux-ci puisque I'absence des PML-NBs cause une attrition prématurée de leurs téloméres [322,332,388].
En effet, Marchesini et collegues ont souligné I'importance des PML-NBs dans les cellules ALT et non-ALT

(hTERT+ et cellules normales) aux téloméres endommagés [322].

Nos résultats révélent que les PML-NBs sont importants pour l'intégration ’HHV-6B dans les lignées ALT+ et
hTERT+. Cependant, I'intégration n’est pas abolie, ce qui suggere que le mécanisme d'intégration n'est pas
strictement dépendant des PML-NBs. Ceci nous a amenés a nous questionner sur la présence d'lE1B aux
télomeres avec les PML-NBs ainsi qu’en absence de ceux-ci. Nous avons identifié que I'absence de PML-NBs
réduit I'absence d'IE1B aux téloméres, en accord avec les résultats d'intégration. Nous n'avons pas été en
mesure de valider la fréquence de localisation d'IE1B aux téloméres dans les lignées Hela sauvages et PML
KO en raison du faible signal télomérique dans ces cellules. Cependant, il serait possible de I'évaluer en utilisant
la technique de « Proximity Ligation Assay » en marquant les cellules fixées avec une protéine télomérique
essentielle et toujours présente, TRF2, ainsi qu'en marquant IE1. Cette technique repose sur le principe que si
deux protéines sont trés prés l'une de l'autre, les anticorps secondaires couplés avec une séquence
d’oligonucléotides entrent en contact. Le contact entre les deux séquences d'oligonucléotides permet au
connecteur de liguer ces derniéres et 'ADN peut ensuite étre amplifié par un ADN polymérase ajoutée a la

réaction. Cette amplification est marquée par une sonde fluorescente et détectée par microscopie.
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5.2.5 L’intégration d’HHV-6B est-elle dépendante des PML-NBs ou de la longueur des

téloméres?

Nos résultats proposent un réle en faveur de la latence d’HHV-6B pour les PML-NBs. L'augmentation de la
réplication d’HHV-6A dans les cellules susceptibles a son infection, en absence de ces protéines, suggére que
les PML-NBs ne sont pas favorables a la réplication virale [353]. Il est anticipé que lorsque les conditions ne
permettent pas la réplication virale, un herpésvirus devient latent. Par conséquent, on pourrait concevoir que
les PML-NBs adoptent un réle de pro-latence envers HHV-6A/B. Cependant, méme si PML est absente dans
nos modeles, les protéines Sp100 et DAXX, qui possédent certaines activités antivirales, ne dépendent pas des
PML-NBs pour étre exprimées et s'associer ensemble [349]. Ceci pourrait expliquer pourquoi I'absence de PML

ne conduit pas a plus de réplication virale dans les U20S.

Récemment, le groupe de Lazzerini-Denchi a identifié I'importance d’'un complexe protéique, le BTR (BLM-
TOP32A-RMI), dans le mécanisme de ALT [330]. En surexprimant ces protéines, ils ont été capables de
démontrer de l'activitt ALT dans les cellules HelLa (hTERT+). Cette localisation du complexe BTR est
dépendante des PML-NBs. Ainsi, dans les cellules PML KO, I'activité ALT est nettement réduite. Cependant, en
absence de PML, il y a toutefois une présence résiduelle de complexes BTR aux téloméres dans des lignées
ALT et non-ALT. Par conséquent, cette découverte pourrait expliquer pourquoi lorsqu’en absence de PML, HHV-
6B s'intégre moins dans les deux modeles cellulaires. D'autre part, dans cette méme étude, ils ont évalué la
longueur des téloméres des cellules U20S WT et PML KO sur une durée de 100 jours. L'absence de PML a
conduit a une perte de 30-80 pb par division cellulaire. Il pourrait donc étre possible que la diminution du taux
d'intégration d’'HHV-6B soit associée a une perte du génome intégré a la suite des raccourcissements processifs
des télomeres dans ces cellules. Alternativement, les téloméres de PML KO étant plus courts pourraient

influencer la capacité d’HHV-6 a s'intégrer.

5.2.6 Perspectives

Nous considérons que notre étude de BiolD n’était pas ciblée pour un contexte de réparation de CDBs. En
tenant compte qu’un contexte de dommage a I’ADN est un pré requis pour la RH, il serait intéressant d’identifier
et de comparer des partenaires d'interactions d’'IE1B sauvage et mutantes pour les différents sites de
SUMOylation, en présence de CDBs. Ces expériences pourraient permettre d'identifier globalement les
partenaires d'interactions d’lE1B ainsi que la perte ou non de ceux-ci avec les mutants de SUMOylation d’IE1B.
Bien que cette méthode ne permettrait pas d'identifier spécifiquement des partenaires présents lors de

dommages aux téloméres, elle permettrait toutefois d’identifier la possible importance pour un réle potentiel de
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la SUMOylation d’lE1B. Par ailleurs, la méthode pourrait étre peaufinée en utilisant le TurbolD dans des cellules
exprimant ou non les différentes constructions d’IE1B. La technique de TurbolD est basée sur le méme principe
que celui du BiolD présenté dans ce chapitre, cependant la BirA du TurbolD est plus courte et efficace et le
temps de traitement a la biotine passe de 24h a 10-15 minutes, des conditions idéales pour identifier des
protéines impliquées dans la réponse aux dommages a 'ADN dés l'induction de dommage. Ces expériences
devraient étre réalisées dans des cellules sauvages et PML KO afin d’avancer les connaissances sur

limplication des PML-NBs pour la localisation d’IE1B aux téloméres et pour l'intégration d’'HHV-6B.

Finalement I'association du mécanisme ALT dans l'intégration d’'HHV-6B pourrait étre validée par des essais in
vitro d'intégration a partir de cellules BTR KO ainsi que dans des conditions de surexpression du complexe. Ces
données pourraient appuyer ou réfuter 'hypothése établie dans la littérature qu'HHV-6A/B s'intégrent par un
mécanisme de BIR [288].

5.3 Corrélation entre IE1A et IE1B : L’implication des PML-NBs dans l'intégration
d’HHV-6A et la SUMOylation d’IE1A.

5.3.1 IE1A et IE1B possedent les mémes sites de SUMOylation

Dans I'ensemble du génome d’'HHV-6A/B, la région la plus variante entre les deux virus est celle du locus IE-A
ou se trouvent les ORFs d'IE1. En effet, le géne IET partage seulement 62% d'identité entre HHV-6A et HHV-
6B [39]. Or, IE1A/B se comportent de la méme fagon au niveau du phénotype des PML-NBs. Puisqu'HHV-6A/B
s'intégrent tous les deux aux téloméres et que les PML-NBs sont importants pour l'intégration d’HHV-6B, nous
avons voulu comparer si ces deux protéines divergentes se comportent de la méme fagon dans un contexte
d'intégration et par le fait méme, définir Iimportance des PML-NBs dans l'intégration d’'HHV-6A. Nous avons
rapporté par des essais d'immunofluorescence qu’lE1A s'associent aux téloméres et cette association diminue
en absence de PML-NBs. Comme HHV-6B, 'absence de PML-NBs affecte négativement I'intégration d’'HHV-
6A dans deux modéles cellulaires. Nous avons étudié si les PML-NBs avaient le méme effet sur la SUMOylation
d’'IE1A que sur celle d'lE1B. Puisque IE1A possede la méme séquence peptidique pour la région SUMO ainsi
que le site SIM potentiel, nous avions émis I'hypothese que la présence de PML-NBs favoriserait la
multiSUMOylation d’'lE1A. A Tinverse d'IE1B, IE1A est faiblement SUMOylée lorsque PML n'est pas
surexprimée, ce qui note une premiére différence entre les deux virus au niveau d’lE1. Cependant, IE1A est
multiSUMOIée en présence de PML-NBs. Nous avons donc cherché a caractériser les sites importants pour sa
SUMOylation. En 2002, Stanton et collégues ainsi que Gravel et collegues ont soulevé dans leur discussion la

présence d'un site SUMO dans la séquence d’acides aminés d'lE1A, a la position K665 [367,389]. Cependant,
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aucune expérience en lien n'a été publiée depuis. Ainsi, nous avons déterminé que dans un contexte ou PML
est peu ou pas exprimée, la SUMOylation d'IE1A mutant K665 diminue. Cependant, en sur exprimant PML, le
mutant K665R est SUMOylé bien que plus faiblement en comparaison au IE1A WT. Des résultats similaires ont
été obtenus avec le mutant pour le site SIM potentiel, IE1A :VIVm. De la méme maniére qu’lE1B, le double
mutant peut toutefois étre monoSUMOylé en présence de PML, ce qui suggére la présence d’un site accepteur

de SUMO supplémentaire.

5.3.2 Le site SIM de PML au coeur de I'association d’lE1A aux PML-NBs

A inverse du double mutant 'IE1B pour son site SUMO et 775VIV777, les mémes mutations chez IE1A n'ont pas
conféré un phénotype diffus d’lE1A dans les cellules qui expriment PML. Notre hypothése est que le site
supplémentaire de SUMO dans la séquence d'lE1A serait le site SUMO majeur et expliquerait pourquoi
IE1A :VIVm :K665R s’associe aux PML-NBs. Or, lorsque nous avons regardé le phénotype de ces mutants dans
la lignée U20S PML KO, la mutation VIVm a aboli la capacité d'IE1A de former des foyers nucléaires ponctuels.
Ceci suggere que le site 638VIVe40 favoriserait la SUMOylation d'lE1A et les interactions SIM-SUMO avec PML.
Dans le but de mieux comprendre l'association d’lE1A aux PML-NBs, nous avons exploité le vecteur
d’expression de l'isoforme PMLVI en surexpression dans les cellules U20S PML KO. L'isoforme PMLVI ne
possede pas de site SIM et par conséquent PMLVI peut seulement se lier a des protéines par des interactions
SUMO-SIM a partir de SUMO associées a ses trois sites de SUMOylation. Notre essai de SUMOylation d’lE1A
sauvage et mutantes avec PMLI et PMLVI nous ont révélé que la présence du site SIM dans PML est critique
pour la SUMOylation optimale d’lE1A dont celle-ci est perdue lorsque les sites K665 (K665R) et 838VIV640 (VIVm)
sont mutés. Ainsi nous en sommes arrivés avec un modéle possible de l'interaction entre PML et IE1A. Nous
proposons que PMLI s'associe avec IE1A par le site SIM potentiel d’lE1A. Cette interaction permet la
SUMOylation sur un site accepteur additionnel d’lE1A et favorise son état multiSUMOylée. En somme, dans ce
chapitre nous avons répondu nos objectifs principaux, soit d'évaluer la SUMOylation d’l[E1A en présence de

PML-NBs ainsi que I'importance de ces derniers dans l'intégration d'HHV-6A.

5.3.3 Perspectives

Il serait pertinent de valider I'importance du SIM de PML sur la SUMOylation d'IE1A en générant un mutant de
lisoforme PMLI. De plus, dans le méme ordre d’idée d’'IE1B, il serait pertinent d’évaluer les partenaires
d’interaction de ces différents mutants par la technique de TurbolD afin d’orienter de futures expériences avec
I'objectif de caractériser le réle de la SUMOylation d'IE1A. Lors de mon doctorat, j'ai eu la chance de générer

des virus recombinants d’HHV-6A & partir d'un chromosome bactérien artificiel du génome complet du HHV-6A
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(souche U1102). A partir de ce génome, 'ORF IE1 a été supprimé ou IE1A a été mutée pour ses sites de
SUMOylation connus. Les perspectives de ce projet sont donc d'évaluer les capacités de réplication et de
prolifération de ces différents virus dans un modéle LT CD4+ ainsi qu'étudier leur capacité a s'intégrer. Les
résultats présentés dans ce chapitre sont pertinents pour nos recherches puisque nous avons associé des
similarités entre deux protéines divergentes dans un contexte convergeant. Ceci nous encourage donc dans la
pertinence d'étudier IE1A/B dans un contexte d'intégration d’'HHV-6A/B.

, IEA
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DR, — [ [ DRe ]
- UB9UOO,
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C I& )
1 941
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Figure 5.1. Schéma des virus recombinants HHV-6A générés. L'exon 3 du gene U89 a été retiré afin de
générer un virus HHV-6A mutant pour IE1. Un HHV-6A mutant pour le site SUMO d'lE1 a été généré en mutant
la lysine 655 (K665). A partir de ce virus, une deuxiéme mutation a été ajoutée afin de muter le site 838V/[\/64,

Ces virus sont présentement a I'étape de la production virale.
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5.4 La protéine cellulaire TRF2 s’associe aux téloméres d’HHV-6A/B et est

importante pour leur intégration

5.4.1 TRF2 au secours des extrémités libres d’HHV-6A/B?

A la suite d'une infection par un virus & ADNdb, son génome linaire présent dans le noyau de I'héte peut étre
pergu comme une CDB par la cellule. En générale, les génomes viraux adoptent une forme circulaire permettant
d’étre a I'abri cette reconnaissance. Au niveau cellulaire, les extrémités des téloméres sont protégées par les
protéines du complexe shelterin, particulierement la protéine TRF2. TRF2 protege les téloméres par la
génération d'une « t-loop » en envahissant '’ADNsb télomérique en 3’ dans 'TADNdb complémentaire, et en
bloquant les protéines de signalisation de dommages a I'’ADN [253]. Sachant que le génome d’'HHV-6A/B est
composé de TMRs a ses extrémités, l'intérét de définir un role pour TRF2 dans l'infection et/ou l'intégration
d’HHV-6A/B fut rapidement soulevé.

Au cours de la phase lytique d’HHV-6A/B, nous avons observé d’énormes signaux télomériques inhabituels,
c'est-a-dire des signaux sous forme de taches aux lieux de petits foci et ponctuels. Ces signaux colocalisent
avec les protéines virales aux CRV d’'HHV-6A/B, les protéines p41 et IE2A [82], suggérant la réplication des
téloméres viraux. Heureusement, nous avions a notre disposition des virus recombinants HHV-6A mutants pour
leurs TMRs, ce qui nous a permis d'identifier que les signaux sous forme de taches étaient associés aux
téloméres viraux et non a ceux cellulaires. Nous avons ensuite évalué la capacité de TRF2 a s'associer aux
télomeres viraux. L'affirmative a été évaluée de trois maniéres distinctes, ce qui est une force pour ce projet.
Bien que ces virus se répliquent peu dans les cellules U20S et vont plutdt sy intégrer, nous avons remarqué
que les cellules infectées augmentent le niveau d’expression de TRF2. Dans les rares cellules démontrant des
CR, TRF2 y était invariablement associée adoptant le méme phénotype que les CR. Il pourrait donc étre
concevable que TRF2 exerce trois fonctions lors de l'infection d’HHV-6A/B, celle de protéger les extrémités de
leurs génomes, celle d’étre impliquée dans la réplication du virus et celle de rapprocher le génome viral des

téloméres humains.

5.4.2 TRF2 et son importance pour HHV-6A/B

En générale, il est possible que TRF2 s'associe aux TMRs dans une optique du virus a favoriser sa réplication.
Outre la protection des extrémités libres, les régions répétées des génomes viraux sont sujettes aux stress
réplicatifs par leur facilité¢ a former des structures secondaires. La présence de structures secondaires non

résolues pose une contrainte a '’ADN polymérase et par conséquent, ces structures doivent étre résorbées pour
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poursuivre la réplication. Comme il a été¢ mentionné dans l'introduction, TRF2 recrute des protéines effectrices
afin de résoudre des structures secondaires. Ainsi, puisque les extrémités d’'HHV-6A/B sont composées de
TMRs, sujets aux G4, HHV-6A/B pourraient tirer avantage de cette fonction de TRF2. En support, un virus HHV-
6A dont les séquences TMRs ont été retirées se réplique davantage et produit plus de virions qu'un virus
sauvage [184]. Dans ce contexte, la région de réplication OriP d’EBV posséde des séquences capables de lier
les protéines TRF1 et TRF2. Lors de l'infection par EBV, TRF2 est recrutée I'OriP et ce qui permet le recrutement
du complexe de préréplication et de réplication au génome viral [390]. Par ailleurs, TRF2 n’exécute pas
seulement une fonction de sécurité des télomeres, mais participe également dans la reconnaissance des CDBs
ailleurs dans le génome [391]. Il n’est donc pas surprenant de retrouver les génomes herpétiques prés des

téloméres.

L’évaluation du signal de TRF2 en immunofluorescence lors de l'infection par HHV-6A, défini par le marquage
IE2A, nous a permis de remarquer que certains foyers IE2A colocalisaient avec TRF2, suggérant donc une
colocalisation d’'IE2A aux téloméres. Nous avons donc quantifié la fréquence de foyers IE2A aux télomeres ainsi
que caractérisé si son domaine liant 'ADN était essentiel a cette localisation. Cependant, nos quantifications
nous ont dévoilé que la localisation d’lE2A aux téloméres n’était pas dépendante de son domaine de liaison de
I'ADN. En étudiant I'effet d'une suppression de I'expression de TRF2 lors de I'infection par HHV-6A, nous avons
remarqué que I'absence de TRF2 avait réduit significativement la colocalisation d’IE2A aux téloméres, suggérant
ainsi qU'IE2A est présente aux télomeres par son interaction avec TRF2. Cependant, nous n’avons pas été en
mesure de confirmer cette interaction par des essais de co-IP en raison des difficultés techniques engendrées
par la taille d'IE2A de 250 kDa et de sa capacité a se lier a la chromatine. Pour confirmer cette interaction, des

essais n'impliquant pas d’IP de protéines, notamment la technique de PLA, seraient de préférences.

Finalement, nos résultats indiquent que I'absence de TRF2 affecte significativement I'intégration d’'HHV-6A/B.
Toutefois notre étude fait face a quelques limites. Tout d’'abord, I'absence de TRF2 a long terme est Iétale pour
les cellules [392] et I'essai d'intégration est réalisé sur une période d’'un mois a la suite de la sélection des
cellules stables. Il aurait donc été important de réaliser des essais de mortalité cellulaire afin de déterminer sila
diminution de l'intégration est associée ou non a une cellule intégrée qui ne tolére pas I'absence de TRF2.
D’autre part, puisque TRF2 est crucial pour les téloméres, il est anticipé qu’une érosion rapide des téloméres
soit la cause d’'une détection plus faible des taux d'intégration. Dans un autre ordre d'idée, une étude
remarquable du groupe de de Lange a démontré récemment I'importance de la présence unique de TRF2 parmi
les protéines shelterin, pour former la « t-loop » [253,266]. Ces résultats suggerent l'implication de TRF2 dans

la recombinaison de séquences homologues.
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5.4.3 Perspectives

Il est connu que certains herpésvirus s'associent aux télomeéres afin de favoriser leur réplication virale puisque
ce compartiment est riche en éléments impliqués dans la réplication et la réparation de 'ADN. Ainsi, les
télomeéres sont un lieu facilement accessible pour obtenir les ressources nécessaires a la réplication virale. Bien
que beaucoup de questions restent a répondre, cette étude a été la premiére a évaluer une protéine du télosome
dans le contexte d'HHV-6A/B. La présence d'l[E2A aux téloméres souléve la possibilité qu’elle pourrait travailler
de concert avec IE1. Une étude précédente du laboratoire a identifié qu'IE2A se lie & 'enzyme de conjugaison
de protéines SUMO, E2 [393]. Puisque les protéines E3 SUMO ligases sont connues pour s'associer aux E2
chargées avec une SUMO afin de promouvoir la SUMOylation d’une protéine cible, il est possible qu'lE2A/B
agissent a titre ’E3 SUMO ligase virale dans la SUMOylation d'lE1A/B. Un objectif préliminaire serait donc
d'évaluer la SUMOylation d’lE1A/B en présence d'IE2A/B. Ces résultats pourraient permettre d'identifier une

fonctionnalité additionnelle a la liaison IE2A-E2.

5.5 L'interaction d’IE1B avec la protéine NBS1 inhibe les voies de Ila

recombinaison homologue

5.5.1 L’infection par HHV-6B et I'expression d’lE1B créer de l'instabilité génomique

Rationnellement, pour qu’un virus soit capable d’intégrer son génome & celui de I'héte, il doit y avoir eu une
cassure dans 'ADN afin de permettre une réparation. Il est connu que plusieurs virus contrélent les voies de
signalisation de dommages a I'ADN afin d’éviter la dégradation délétére de leur génome, I'activation d'une
réponse immunitaire et pour favoriser leur réplication virale et/ou transiter vers la latence. A ce suijet, le controle
de la voie de signalisation de dommage a I'ADN par les herpésvirus n’est pas complétement défini en raison de
la complexité puisqu'il semble y avoir un processus dynamique en fonction de I'état du cycle viral. Afin de faire
suite dans la caractérisation d’lE1B et de son réle hypothétique dans l'intégration d’HHV-6B, nous avons voulu

déterminer si elle était impliquée dans les voies de réparation de 'ADN.

Dans un premier temps, nous avons démontré 'accumulation d’instabilité chromosomique en présence d'lE1B.
Notre objectif principal était de déterminer la capacité d'IE1B a causer des CDBs. Cependant, puisque
I'expression d'IE1B inhibe le marqueur de signalisation des CDBs, yH2AX, nous étions limités dans les
méthodes disponibles. Nous nous sommes donc tournés vers le systéme LacO-LacR qui permet de reconstituer
artificiellement une signalisation de dommage a I'ADN afin d’étudier l'interaction des facteurs de signalisation

de dommages a I'ADN avec une protéine cible. Ceci nous a permis d'identifier qu'lE1B recrute spécifiquement
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NBS1 du complexe MRN. Puisque dans les cellules qui expriment IE1B, les signaux yH2AX sont fortement
inhibés, cela suggére que le recrutement de NBS1 par IE1B sert a entraver I'activation d’ATM. En effet, dans
des cellules NBS, c'est-a-dire des cellules provenant d'individus mutants pour la protéine NBS1, la
phosphorylation d’ATM est compromise [394]. D'autre part, la génération de lignées cellulaires exprimant NBS1
mutante pour ses sites de phosphorylation a montré également une diminution importante de la phosphorylation
d’ATM [395]. L'absence de NBS1 est également représentée par de l'instabilité génomique, ce qui pourrait
expliquer 'accumulation des micronoyaux et des cassures chromosomiques en présence d'lE1B [394]. En

somme, la signalisation YH2AX est affectée puisque les facteurs en amont sont compromis par IE1B.

5.5.2 NBS1 participe a l'intégration d’HHV-6B?

Puisque NBS1 est importante pour la voie de la RH, il était anticipé que I'expression d’IE1B inhibe les voies de
la RH, a I'encontre de notre hypothése initiale. L utilisation de différents outils rapporteurs de voies de réparation
de I'ADN indique de fagon évidente I'effet délétere d'IE1B sur les voies associées a la RH. La génération de
cellules stables dont I'expression de NBS1 a été réduite a permis d’observer que l'intégration d’HHV-6B était
affectée dans les cellules ALT+, mais pas dans une lignée télomérase+. Ces résultats aménent des conclusions
contradictoires puisqu’lE1B inhibe NBS1 et de ce fait inhibent les voies de la RH, mais, 'absence de NBS1
affecte négativement l'intégration d’'HHV-6B. Une explication possible est que nos essais de réparation d’ADN
ont été exécutés dans un contexte non viral. Il serait alors possible que d’autres protéines virales régulent IE1B,
limitant ses capacités a inhiber NBS1. Cette situation serait logique puisqu'on peut anticiper qu'une inhibition
des voies de réparation méne a I'accumulation excessive de dommages dans la cellule et par conséquent méne
a la mort cellulaire [394]. Il serait donc important d'étudier I'activité de ces voies de réparation dans un contexte
viral. Cependant, plusieurs limites se présentent. En effet, les outils rapporteurs de voies de réparations de
I'’ADN sont dépendants d’'une transfection pour I'expression de I'enzyme I-Scel, responsable de créer la cassure
au site ciblé. Ainsi, la quantité de cellules a étudier diminue en rapportant les cellules transfectées I-
Scel/mCherry, mCherry étant utilisé comme marqueur de cellules transfectées. Un second défi est le faible taux
de cellules infectées et d’expression virale. Des mises au point restent a étre validées afin de déterminer si la

méthode est adéquate pour détecter les cellules I-Sce-l/mCherry/IE1B positives lors de l'infection par HHV-6B.

Par ailleurs, NBS1 est non seulement impliquée dans la DDR, mais elle est importante pour la stabilité des
télomeres [396]. Il est donc envisageable que la diminution de l'intégration d’HHV-6B dans les U20S soit causée
par un raccourcissement des téloméres. A ce sujet, il a été noté que dans les cellules NBS, les téloméres perdent
30 pb plus rapidement a chaque cycle cellulaire [394]. Par ailleurs, I'absence ou la troncation de NBS1 méne a

la surexpression de TRF2. La présence de TRF2 additionnelle aux téloméres pourrait cimenter la structure de

193



la « t-loop » lors de la réplication de 'ADN ce qui ménerait & I'excision de la t-loop comme résolution de la
structure secondaire. Dans cette situation, le télomére résultant aura perdu rapidement des séquences
télomériques. Cependant, 'absence de NBS1 n’affecte pas la fonction de la télomérase [394]. Ces informations
pourraient élucider pourquoi l'intégration d'HHV-6B n’est pas diminuée dans les cellules HeLa shNBS1
(hTERT+) en comparaison avec les U20S et GM847 shNBS1 (cellules ALT+). Enfin, le fait qu'il y a tout de
méme un peu d'intégration dans les U20S shNBS1 pourrait étre expliqué par le fait que malgré I'absence de

NBSH1, il y a des niveaux basaux d’ATM, ce qui serait suffisant pour activer la recombinaison d’HHV-6B [394].

5.5.3. Perspectives

L'objectif principal serait de définir le role du BIR aux téloméres dans le contexte de I'intégration HHV-6B. A
ce jour, les experts en biologie des télomeres travaillent activement pour développer une méthode pour étudier
ce mécanisme. Nous nous trouvons donc avec une limite au niveau expérimentale. Cependant, lors du BIR
réalisé aux télomeres, le mécanisme est indépendant de la recombinase RAD51, mais implique RAD52, POLD3
et POLD4 [288]. La génération de lignée U20S et HeLa RAD52 KO et/ou POLD3/POLD4 permettraient de nous
guider dans ['élucidation du réle du BIR dans lintégration d’HHV-6B. Selon les résultats obtenus, une

collaboration avec des experts dans le domaine des téloméres et du BIR serait indispensable.

5.6 Autres facteurs viraux intéressants dans I'étude de I'intégration d’HHV-6A/B

Les mécanismes reliés a l'intégration de MDV et d’HHV-6A/B demeurent encore incompris. En générant des
mutants dont les TMRs ont été retirées (ATMR) du génome viral, il a été possible de démontrer que celles-Ci
sont essentielles pour l'intégration de MDV, et de ce fait, pour I'établissement de sa latence [397]. Le méme
groupe a généreé un virus HHV-6AATMR, dont les capacités d'intégration ont largement été affectées [184]. Ces
données suggérent que le mécanisme serait relié a la RH avec les téloméres de la cellule héte. Puisque MDV
possede des protéines qui s’apparent a celles impliquées dans la SSA, UL12 et UL29, il est possible qu'il utilise
cette voie pour s'intégrer. Chez HHV-6A/B, une étude propose que les protéines U70 et 'homologue d'ICP8,
U41 ne sont pas responsables des éveénements d'intégration d’HHV-6A/B [398]. Cependant, l'importance d'U41
et U70 a été déterminée en utilisant des shRNA (pour « small hairpin RNA ») dont l'inhibition de I'expression
des protéines était partielle. |l serait donc important d’étudier ces protéines a l'aide de mutants de délétions pour

évaluer sans équivoque leurs roles dans l'intégration d’HHV-6A/B.
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5.7 Conséquences cliniques de l'intégration héréditaire des génomes des HHV-
6A/B

L'iciHHV-6A/B aux télomeres humains est un sujet qui gagne de 'importance dans la communauté scientifique
des Roseolovirus. Cela va sans dire, I'insertion d'un génome dans une région importante pour 'lhoméostasie
cellulaire et génomique que sont les téloméres ne peut étre sans conséquence. La Figure 5.2 illustre briévement
les conséquences générales possibles que pourrait causer lintégration des HHV-6A/B, basées sur
linterprétation de cas rapportés. Dans cette thése, les conséquences sont divisées en trois catégories :

lintégration du génome en soit, 'expression de génes viraux et I'excision du génome des téloméres.

conséquences

épigénétique

éléments instabilité
chromosomique l ~
»| l'intégration | TPE
— proto-oncogene
., actlv‘atlon
de génes
cellulaire ) .
autoimmunité
réponse <
. expression i itai =
CiHHV-6A/B }—> ‘\’/irale immunitaire rejet de
Z greffes
»| tolérence
immunitaire
— | réactivations —» néo-infection (—| pathologies
excision du
» génome
virale racourcissement
— — senescence

des télomeres

Figure 5.2. Organigramme des conséquences possibles de I'iciHHV-6A/B. ©Vanessa Collin, fait & partir de

BioRender.com.

5.7.1 L’intégration

L'insertion d’'un génome étranger a celui de I'hdte peut constituer en soi un élément d'instabilité génomique et
de déstabilisation de I'architecture chromosomique en modifiant I'épigénétique. L'épigénétique est associée a
I'état de I'organisation tridimensionnelle de la chromatine de sorte que certains promoteurs soient accessibles
afin de permette la transcription des génes ou, a l'inverse afin d'étre inaccessible pour réprimer la transcription.
Les télomeres de mammiféres sont enrichis des marques de H4K20me1 (méthylation de I'histone 4 & la lysine

20) liés a la répression des genes, mais possédent aussi des marques H3K27Ac (acétylation de I'histone 3 a la
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lysine 27) qui représentent la transcription active [399]. Ainsi, I'insertion du génome des HHV-6A/B pourrait
affecter I'épigénétique du chromosome intégré et par ailleurs avoir un effet de position télomérique (TPE pour «
Telomeric Position Effet ») sur les génes & proximité. A ce suijet, il est connu que la longueur des téloméres joue
sur 'expression des génes dans la région subtélomérique [400]. De plus, la possibilité d’avoir un TPE sur une
longue distance, c’est-a-dire que I'intégration a un effet plus loin sur le génome, n’est pas exclue. Par ailleurs,
dans la région subtélomérique se trouve le promoteur pour un transcrit ’ARN télomérique long non codant, un
TERRA (« Telomeric repeat-containing RNA »). A ce fait, 'état ciHHV-6A/B pourrait controler les transcrits des
TERRA dont sa modulation est liée aux raccourcissements des téloméres [401,402]. Par conséquent, bien que
des preuves restent a étre démontrées, on peut anticiper qu’a long terme ces intégrations dans le génome

humain peuvent mener a de l'instabilité génomique.

5.7.2 Transcription et traduction virale

Puisque le réle exact de toutes les protéines des HHV-6A/B n’est pas connu, mais sachant que certaines
contribuent a l'immunomodulation du systéme immunitaire [47,369,403], la transcription de microARN (miARN)
et/ou de génes viraux, I'expression de celles-ci pourrait avoir différentes conséquences sur la cellule. Une étude
transcriptomique a partir de cellules avec génomes HHV-6A/B intégrés a permis de détecter des transcrits viraux
dans différents tissus [115]. Dans cette étude, la réactivité de sérums de sujets iciHHV-6A/B incubés avec les
protéines IE1 et gp82/105 (U100) ainsi que d'autres protéines HHV-6 (U47, U57 et U72) ou des protéines
controles (GST, EBV, FLU et CMV) a permis d’observer une augmentation d’anticorps contre IE1. A ce fait, il
serait donc possible que I'expression spontanée ou continue d’lE1 méne a une réponse immunitaire accrue qui
pourrait se traduire par une auto-immunité et/ou une destruction des tissus chez les individus iciHHV-6. De plus,
I'expression de transcrits viraux HHV-6 & partir de I'organe transplanté pourrait mener au rejet de I'organe. Au
niveau des maladies chroniques, il a été rapporté que l'iciHHV-6A/B est associé a un risque de maladies
cardiovasculaires ainsi que de prééclampsies [166,404]. Dans I'optique de ces pathologies, il est pertinent de
souligner que ces derniéres peuvent étre le résultat de tissus détruits [405-407] et par conséquent, il est permis

de croire que I'expression de genes viraux accélére ou soit responsable du développement de ces conditions.
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5.7.3 Excision du génome viral

5.7.3.a Réactivations

La possibilité pour le génome des HHV-6A/B de s'exciser de sa forme intégrée, se répliquer et se réactiver a
été démontrée en utilisant des cellules ciHHV-6A/B et stimulées avec des drogues TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate) et HDAC ( « Histone Deacetylase ») [154,169] qui favorisent la réactivation
virale. La premiére preuve in vivo d’une réactivation de iciHHV-6 fut suggérée par notre équipe en 2013 [408].
Dans cette étude, il a été établi que les nouveau-nés ont acquis l'infection active de 'HHV-6 a la suite a la
réactivation virale de la forme intégrée provenant des meres, qui a été transmise de fagon transplacentaire. La
réactivation des HHV-6A/B fut également observée chez des patients intégrés ayant subi une GCSH [409]. Au
Japon, un enfant 4gé de 2 ans atteint d'immunodéficience sévére liée au chromosome X (SCID-X pour « X-
Linked Severe Combined Immunodeficiency ») présentait une virémie persistante selon ses tests sanguins. Il a
été conclu que I'enfant était iciHHV-6A, transmis par son pére ayant l'intégration dans son chromosome 22 et
que la virémie provenait de la réactivation de la forme intégrée HHV-6A [99]. Ce cas souligne les risques de
réactivation associés a la forme iciHHV-6A/B chez des patients avec une immunité compromise. Un cas in vivo
plus récent fut la réactivation de 'HHV-6 d’une patiente iciHHV-6 suivant un traitement pour sa leucémie aigué,
par la prise d’inhibiteurs de HDAC [410]. Ces données montrent la possibilité pour les HHV-6A/B d'utiliser

lintégration comme mode de latence.

5.7.3.b Longueur des télomeres

La section précédente suggére que 'excision/réactivation des HHV-6A/B ménerait a des téloméres plus courts.
Le raccourcissement excessif des téloméres est responsable de la sénescence prématurée des cellules [411].
D'intérét, les télomeéres intégrés représentent les télomeéres les plus courts dans une cellule [115]. Cliniquement,
la littérature rapporte de plus en plus I'association du raccourcissement des télomeres a des maladies
cardiovasculaires [412,413]. A ce propos, une étude réalisée par notre laboratoire indique que les personnes
ayant la forme iciHHV6/B sont 3 fois plus a risque de développer I'angine de poitrine [166]. Lors d’'un congrés
international sur les HHV-6A/B, un groupe en Ecosse rapportait les mémes résultats dans une cohorte du
Royaume-Uni [414]. D'autres cas cliniques rapportés démontrent que la présence iciHHV-6A/B est liée avec
des cas cardiovasculaires comme c'est le cas pour un enfant iciHHV-6 qui a succombé a de l'insuffisance
cardiaque [415]. Chez des patients atteints de myocardite, on note la présence de l'intégration de 'HHV-6 dans

les téloméres des biopsies [416]. Certains chromosomes tels que 6p, 12p, 17q, 16q, 21p, 3p-q, 9p-q sont
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propices a étre/devenir plus courts et dont certains sont plus susceptibles d'étre reliés a des maladies. Le tableau

2 rassemble les chromosomes intégrés documentés.

Tableau 2. Résumé des chromosomes ciHHV-6A/B identifiés.

Virus iciHHV-6 Chromosome intégré

HHV-6A 1026 [417], 17p [418], 17p13 [169,417,419], 18923 [169], 22q [418], 22913
[169]

HHV-6B 1q[418], 9q34 [417,419], 16p [418], 11p15 [417,419], 17p13 [417,419], 19913
[417], 20p [418], 22q [418], 22913 [155,169], Xp [418], Yp [418]

N/A 1[420], 1q44 [152,154], 1q14 + 22q13 [152], 22913 [152], 17p [421], 17p13
[422,423]

*N/A = I'espece n'a pas été déterminée

Conclusion

Les travaux présentés dans cette thése soulévent pour la premiére fois 'implication de protéines cellulaires dans
lintégration d’HHV-6A/B. Cette thése souligne également les défis qui se présentent dans I'étude de I'intégration
d’HHV-6A/B. Le mécanisme et les conséquences de l'intégration d’'HHV-6A/B demeurent un sujet sous-étudieé,
mais étant donné que 1.1% de la population mondiale posséde la forme héritée, I'étude de ce mécanisme de
persistance virale revét toute son importance. Ces quatre années d'études on fait avancer nos connaissances
sur les protéines IE1A/B, particulierement IE1B. De ce fait, nos résultats permettent de contribuer a 'avancement

des conséquences biologiques qui se rattachent a l'intégration d’'HHV-6A/B.
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Abstract: Unlike other human herpesviruses, human herpesvirus 6A and 6B (HHV-6A/B) infection
can lead to integration of the viral genome in human chromosomes. When integration occurs in
germinal cells, the integrated HHV-6A /B genome can be transmitted to 50% of descendants. Such
individuals, carrying one copy of the HHV-6A /B genome in every cell, are referred to as having
inherited chromosomally-integrated HHV-6A /B (iciHHV-6) and represent approximately 1% of the
world’s population. Interestingly, HHV-6A /B integrate their genomes in a specific region of the
chromosomes known as telomeres. Telomeres are located at chromosomes’ ends and play essential
roles in chromosomal stability and the long-term proliferative potential of cells. Considering that
the integrated HHV-6A /B genome is mostly intact without any gross rearrangements or deletions,
integration is likely used for viral maintenance into host cells. Knowing the roles played by telomeres
in cellular homeostasis, viral integration in such structure is not likely to be without consequences.
At present, the mechanisms and factors involved in HHV-6A /B integration remain poorly defined.
In this review, we detail the potential biological and medical impacts of HHV-6A /B integration as
well as the possible chromosomal integration and viral excision processes.

Keywords: inherited chromosomally-integrated HHV-6A /B; telomere; integration; human herpesvirus
6A /B; reactivation

1. Introduction

The human herpesvirus family is divided into three subfamilies: these include the
betaherpesviruses, among which are the human herpesvirus 6A, 6B, and 7, and the cytomegalovirus
(HHV-6A/B, 7 and CMV). The discovery of HHV-6A dates to 1986, while that of HHV-6B was first
reported in 1988 [1-3]. In 2012, The Committee on Viruses Taxonomy recognized that two distinct
HHV-6 existed and named themm HHV-6A and HHV-6B [4]. Both viruses share the same architecture,
share 90% homology in their nucleic acid sequences and have a tropism for T CD4+ lymphocytes. On
the other hand, they exhibit epidemiological, biological and immunological differences [5-8]. HHV-6B
is a ubiquitous virus that infects nearly 90% of the world’s population in the first two years of life and
is the etiologic agent of exanthema subitum [9]. Infection by HHV-6B is characterized by fevers, skin
rashes, respiratory distress, and epileptic seizures [9,10]. On the other hand, HHV-6A infections are
less characterized, presumably because it is acquired later in life and since most of the population has
already been infected with HHV-6B, cross reactive immunity likely controls, at least partially, HHV-6A
primary infections resulting in subclinical symptoms.
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Certain herpesviruses have developed the ability to integrate their genomes into host
chromosomes. Among animal herpesviruses, the lymphotropic alphaherpesvirus Marek’s disease
virus (MDV) readily integrates its genome in the telomeric regions of chromosomes upon infection of
chicken cells (reviewed in [11]). MDV integration, combined with expression of the Meg oncogene and
vTR, a viral telomerase homolog, are associated with lymphoma development in chicken and represent
an important agricultural problem causing important economic losses to the industry. Presumably
MDYV uses integration as a mean to achieve latency. Integration is a very efficient way to evade immune
surveillance. By a yet to be fully understood mechanism, the integrated MDV can excise itself from the
host genome and return to the lytic phase of its life cycle.

Among human herpesviruses, HHV-6A /B are somewhat unique in their ability to integrate their
viral genomes into the telomeres of the host’s chromosomes. In 1993, Luppi et al. published a case
report of three individuals with a chromosomally integrated HHV-6 (ciHHV-6) [12]. The particularity
of these individuals resides in the fact that all three had ciHHV-6 in most peripheral blood cells.
The hypothesis that ciHHV-6 could be inherited was validated by Daibata et al. [13,14]. Extrapolation
from several studies indicate that approximately 1% of the world’s population (75 million people) has
inherited chromosomally-integrated HHV-6A /B (iciHHV-6A /B). Depending on the regions sampled,
the proportion of iciHHV-6A ranges from 10% to 40% [15,16]. How integration occurs and a better
understanding of the impact of integration on cellular homeostasis represent research priorities. In this
review, potential impacts of HHV-6A /B integration at the cellular and the host levels and the biology
behind HHV-6A/B integration will be discussed.

2. Biological and Medical Consequences Associated with HHV-6A/B Integration

One important biological aspect associated with HHV-6A /B integration is that viral integration
can occur in germ cells. When fertilization occurs with a gamete containing ciHHV-6/B, this leads
to individuals carrying one (or more) integrated HHV-6A /B copy in every somatic cell. Although
the integration of a 160 kilobase pair (kbp) viral genome into telomeres might compromise the
chromosomal integrity within cells, consequences are poorly understood due to the lack of clear-cut
clinical associations. Pellet et al. gathered results from multiple independent studies and reported
that iciHHV-6A /B was more prevalent in diseased individuals compared to healthy subjects [17].
The potential impacts of iciHHV-6A /B are listed below.

2.1. False Diagnostic of Active HH-6A/B Infection

One important problem associated with iciHHV-6A /B is the false diagnosis of active HHV-6A /B
infections. For most herpesviruses, detection of viral DNA in biological samples is associated with ongoing
active infection. In a subject with iciHHV-6A /B, considering that all cells carry a copy of HHV-6A /B, the
viral load, especially when assaying whole blood, will be high and most often not be associated with active
infections. During an active infection, the number of HHV-6A /B copies per milliliter of blood is generally
lower than for iciHHV-6+ subjects. Viral loads associated with active HHV-6A /B infections typically vary
between 10° and 10* HHV-6A /B copies/mL. In contrast, the iciHHV-6A /B DNA content is approximately
1-2 x 10° copies/mL [18,19]. Thus, when a high viral load is detected, a second assay (e.g., quantitative
PCR of HHV-6A/B copies on hair follicles) to confirm or rule out iciHHV-6A /B should be performed.
If negative for iciHHV-6A /B, the patient should be treated with antivirals. The fact that some patients are
treated with antiviral drugs in the absence of an actual viral infection can be problematic, especially in
vulnerable patients such as those that underwent hematopoietic stem cell transplantation. For this reason,
it is very important to differentiate between active HHV-6A /B infection and iciHHV-6A /B.

2.2. iciHHV-6 and Immunodeficiency

Endo et al. reported in vivo reactivation of iciHHV-6A in a boy afflicted with severe combined
immunodeficiency linked to X (SCID-X). Integrated HHV-6A reactivation led to the production
of infectious virions that caused disease [20]. Fortunately, the boy was successfully treated with
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antivirals and recovered. This is the first study to provide convincing evidence that, under profound
immunosuppression, reactivation of iciHHV-6A /B can occur and cause disease.

2.3. Disease and Chromosome Associations

Pathologies associated with iciHHV-6A /B are still poorly understood. Although HHV-6A/B
integrate in telomeres, the integration can occur in different chromosomes and for this reason,
the pathologies associated with this condition are likely to vary greatly. iciHHV-6A /B was observed in
chromosomes 9q, 10q, 13q, 17p, 18q, 19q and 22q [13,14,21,22]. For instance, chromosome 17 (C17),
which appears to be a hotspot for HHV-6A /B integration, is associated with multiple genetic diseases.
C17 codes for genes such as TP53, BRCA1, and RDM1 that are responsible for DNA damage responses
and the cell cycle arrest during cell damage. Moreover, loss of the short arm of C17, including telomeric
regions, is often associated with rare diseases such as Miller-Dieker Syndrome. Hence, knowing that
specific chromosomes are prone to mutations, HHV-6A/B’s integration in such chromosomes could be
a source for additional chromosomal instability.

2.4. iciHHV-6 and Telomeres Length

Telomeres are the main protectors of chromosomes and it is expected that a viral insertion at this
site could compromise their integrity. In sperm cells, the telomere length of the chromosome carrying
ciHHV-6A/B is as long if not longer than that of other chromosomes. In contrast, in somatic cells,
the chromosome carrying ciHHV-6A /B is often the shortest [21]. Considering that the telomere erosion
rate of chromosomes is similar (independent of ciHHV-6A/B), the reason why the telomere of the
chromosome with ciHHV-6A/B is often the shortest remains unclear. One possible explanation
is that HHV-6A /B integration might alter transcription of subtelomeric genes such as telomere
repeat-encoding RNA (TERRA). In fact, it is known that alteration in TERRA transcription can
contribute to telomeres shortening [23-25]. The long-term consequence of a shortened telomere
could cause premature senescence or cell apoptosis when numerous cell divisions are required.

2.5. iciHHV-6 and Heart Disease

Recently, it was reported that iciHHV-6+ individuals have increased risks of developing heart disease
than iciHHV-6- individuals. In fact, Gravel et al. carried out a study of 20,000 Quebeckers among which
113 are iciHHV-6+ (57% HHV-6B and 43% HHV-6A). By comparing 50 chronic diseases, the results suggest
that iciHHV-6+ individuals are 3.3 x more at risk of developing angina pectoris [15]. In 2015, Das et al.
published a case report in which a neonate was hospitalized due to acute heart failures (HF) [26]. After
carrying out multiple tests in relation to HF, such as viral loads of CVM and EBV, every test came out
negative. Interestingly, the only positive test was for the presence of HHV-6 DNA with one copy/cell,
indicative of iciHHV-6. Unfortunately, the neonate died after 16 days of hospitalization but this case raises
the possibility of linking iciHHV-6 and cardiomyopathy (DCM). Finally, HHV-6 presence was detected in
myocardium biopsies of patients with myocarditis. HHV-6 transcripts and viral envelope proteins were
detected in the same cells, indicating the presence of an active infection. When treated with ganciclovir,
which eliminated the presence of active HHV-6 virus, the patient’s myocarditis greatly improved [27].
Overall, whether the integration itself plays a role in heart disease remains to be clarified but several studies
suggest a role for HHV-6 in heart diseases. There is an outgrowth body of literature linking telomere length
with heart disease, in which the telomeres are shorter [28,29]. It can be hypothesized that the shortening of
telomeres could be associated with susceptibility to heart disease and, by this very fact, the integration of
HHYV-6 might accelerate the onset of heart disease development.

2.6. Other Associated Impacts of HHV-6A/B Integration

Since iciHHV-6 individuals carry a viral copy in every cell, all cells are susceptible to express, at
some point in time, viral antigens. Considering that everyone is immune to HHV-6B, detection of these
proteins would cause tissue damage. Such immune attacks occurring over decades may lead to diseases
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analogous to autoimmune disease. Moreover, when endothelial cells express HHV-6A /B antigens, cell
destruction could lead to blood vessel damages that over time develop into chronic inflammation, plaque
formation and stenosis of blood vessels. Studies suggesting spontaneous gene expression in cells isolated
from chromosomally integrated HHV-6 do exist. Strenger et al. reported that freshly-isolated leukocytes
from iciHHV-6+ individuals spontaneously express HHV-6 mRNA and proteins [30]. Several studies
have also documented spontaneous or chemically-induced HHV-6 mRNA expression in cells isolated
from iciHHV-6+ individuals [13,18,21]. Considering that spontaneous expression of HHV-6 antigens in
iciHHV-6+ subjects can occur in every cell (theoretically), ic(HHV-6+ individuals are expected to have
a higher HHV-6 antigenic burden than iciHHV-6- subjects. In support, recent work by Strenger et al.
suggests that iciHHV-6+ individuals have a higher frequency of circulating HHV-6-specific T cell relative
to iciHHV-6- subjects [31]. Considering that another group failed to reach similar conclusions [32], more
studies, including larger number of iciHHV-6+ subjects analyzed, are needed before firm conclusions can
be drawn. Interestingly, recent work by Hill et al. indicates that acute graft versus host disease (aGVHD)
grades 2—4 were more frequent when recipients or donors had iciHHV-6 [33]. Whether expression of HHV-6
antigens is a trigger for aGVHD in hematopoietic stem cell transplant recipients warrants investigation.

3. HHV-6’s Home, the Telomeres

In vertebrates, each chromosome possesses several kbp of non-coding hexanucleotides
(TTAGGG),, that terminates with a single-stranded G rich 3’ overhang of 30-500 nucleotides [34,35].
Telomeres play two major roles in protecting the chromosomes. First, they prevent the loss of genetic
information. During DNA replication, the DNA polymerase is unable to copy the end of the lagging
strand, which causes end replication problem. Consequently, at each cell division, telomeres are
shortened by 50-100 nucleotides. When the number of hexameric repeats falls below 13, cells
stop proliferating and undergo senescence or apoptosis [36,37]. Hence, in the absence of telomere
elongation mechanisms, each cell has a predetermined number of cell divisions that is influenced by
the length of the telomeric repeats. Second, telomeres protect chromosomes against the DNA damage
response (DDR), DNA recombination and DNA end joining that causes chromosomes instability [38,39].
Protection against such events is realized when the single-stranded 3’ overhang of telomeres is buried
in the double stranded telomeric region to form a telomeric loop (t-loop) [40,41]. This t-loop is made
and maintained by the shelterin complex that acts as the guardians of the telomeres.

3.1. Telomeres Replication and Transcription

Telomeres are synthesized and elongated in stem cells by the telomerase complex [42].
Telomerase is composed of a multi subunits complex such as telomerase reverse transcriptase
(TERT), the telomerase RNA component template (TERC), DKC1, NoP10, Reptin, Pontin and NHP2.
The replication of telomeres is made by telomerase TERT that uses TERC as a telomere template
to elongate the latter [43,44]. When cells are differentiated, telomerase activity is barely detectable
because of the silencing of TERT. In contrast, TERT expression is reactivated in 80-90% of cancer
cells [45]. Moreover, it has long been thought that telomeres were transcriptionally silent until the
discovery of TERRA non-coding RNA whose transcription is initiated in the sub-telomeric region and
extends within the telomeric sequences. TERRA has been shown to stabilize shelterin proteins and
promote heterochromatin state by interacting with telomeric repeat binding factors 1 and 2 (TRF1 and
TRF2) [46]. In addition, TERRA acts as a long non-coding RNA to regulate telomerase activity [47].

3.2. Guardians of Telomeres

The shelterin complex is composed of six proteins: TRF1 and TRF2, protection of telomere 1
(POT1), telomere protection protein 1 (TPP1), TRF interacting nuclear protein 2 (TIN2) and repressor
activation protein 1 (RAP1) [48]. Heterodimers of TRF1 and TRF2 bind to the double stranded telomeric
DNA via their myb domain. TRF1 is involved in telomere replication and prevents blockage of the
replication fork. The role of TRF2 is to protect telomeres against the DNA repair mechanisms by
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inhibiting the Ataxia-telangiectasia-mutated (ATM) pathway. When ATM is not inhibited, the double
stranded DNA break (DSDB) repair mechanisms are activated [38,49-51]. Ultimately, a loss of TRF2
leads to telomere recombination or end to end chromosomes fusions, and such consequences can lead
to cell apoptosis or neoplastic cells [52,53]. The single stranded DNA (ssDNA) of telomeres is bound
by POT1, a protein that inhibits the Ataxia-telangiectasia and Rad3 related (ATR) pathway that is
responsible for single stranded DNA break (SSDB) damage repair mechanism activation. Moreover,
TREF2, together with POT1 also inhibits homologous recombination (HR) [42]. The bond between the
rest of the complex and POT1 is made by TPP1, and TIN2, which stabilize the whole complex. Finally,
RAP1 binds TRF2, which prevents HR and non-homologous end joining (NHE]) [52]. Thus, TRF2 is
the pivotal protein for maintaining the integrity of telomeres and chromosomes.

4. Herpesviruses Infection and Latency

4.1. Viral Cycle of Herpesviruses

During herpesvirus infection, a series of sequential events occurs. First, the virus binds to cell
surface receptors present on the host cell. Following fusion of viral envelope with the cell membrane,
the viral capsid is released in the cytoplasm and degraded, liberating the viral DNA that is transported
into the nucleus [54]. Once in the nucleus, the viral DNA circularizes and expresses immediate early
genes (IE). Among many functions, the IE proteins activate the expression of the early genes, encoding
proteins associated with viral DNA replication. Once DNA replication has occurred, expression of late
genes is turned on. For the most part, late genes encode structural proteins required for the assembly
of new virions. Once assembled, progeny viruses are released [55,56]. However, not all herpesvirus
infections lead to a productive infection and release of infectious virions. In some cases, the virus
enters a cell and enters a state of latency.

4.2. Herpesviruses Latency

The classical mode of latency is by maintaining the viral genome as episomes, tethered or not, to the
human chromosomes. For example, the EBNA-1 protein of Epstein Barr Virus (EBV) and LANA protein of
HHV-8 tether the viral episomes to the host chromatin ensuring that upon cell division, daughter cells
will contain viral episomes [57,58]. Generally, infection of permissive cells (such as T lymphocytes) by
HHV-6A /B results in a lytic infection with no latent phase detected. In fact, in vitro models of latency
where the HHV-6A /B genome is maintained as episomes have yet to be identified or studied in sufficient
detail. Using HHV-6-infected primary human macrophages, Kondo et al. reported latent HHV-6 infection,
with the possibility of reactivating the virus using phorbol ester stimulation [59]. In latently-infected cells,
large viral transcripts initiating upstream and extending beyond the major IE locus were detected [60,
61]. Unfortunately, the state (episome, linear, and integrated) of the HHV-6 genomes in these cells
was not reported. In contrast to permissive cells, when HHV-6A /B infects semi- or non-permissive
cells with little or no DNA replication, the outcome is either an abortive infection or chromosomal
integration [62]. The latency-associated HHV-6 proteins are also unknown. Transcripts coding for the
HHV-6A /B U%4 protein were reported to be expressed in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
of healthy subjects and hypothesized that U94 might play a role in latency [63]. This is supported
by the fact that U94 expression represses HHV-6A /B DNA replication and therefore might favor the
establishment of latency [64]. U%4 is a protein that shares 24% homology with the REP68/78 integrase of
the Adeno-associated virus type 2 (AAV-2), a protein responsible for AVV-2 chromosomal integration [65].
It was shown that U94 can bind DNA and complement the activity of REP68/78. For this reason, it was
surmised that U94 might play a role in the establishment of latency and /or chromosomal integration [64,66].
Furthermore, because of its activities, it was thought that U94 was implicated in HHV-6A /B integration.
However, Wallaschek et al. showed that a U94 deletion mutant of HHV-6A was as proficient as WT
HHV-6A at integrating human chromosomes [67]. Hence, more investigation is required to identify
HHV-6A /B models of latency, associated proteins and nature of the latent genome.
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5. HHV-6A/B Genomes and Their Integrated Forms

5.1. Genome

During infection, the HHV-6A /B genome is present in three different forms. The first form of
HHV-6A/B’s genome is linear, which is present in the virus and the cell upon infection. Once in the
nucleus, the viral genome circularizes to form an episome. The episome is used as a template for
viral replication during which viral concatemers are formed. HHV-6A /B genome is approximately
160 kbp in length with a unique region (U) containing more than 100 open reading frames (ORFs) and
encoding more than 97 proteins expressed sequentially throughout the lytic cycle of the virus [5,68,69].
The extreme end of the viral genome is flanked by two identical directly repeated (DRf, and DRg)
regions of 8-9 kbp. The 5’ end of the DR contains a pacl sequence (56 bp) while the 3’ end contains pac2
sequence (80 bp), responsible for the cleavage and packaging of the viral genome. Adjacent to pac2
are 15-180 reiterations of TTAGGG telomeric repeats (TMR), identical to human telomeric sequences.
Adjacent to pacl are imperfect TMR (impTMR) (Figure 1A) [68,70,71].

A)
impTMR MR HHV-GA/B genome impTMR MR
Pact Pac2 Pact Pac2
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Figure 1. HHV-6A/B genomes and their integrated forms. Schematic representation of human
herpesvirus 6A and 6B (HHV-6A/B) genomes and the reported integrated forms. (A) The unique
region (U) of the 160 kbp HHV-6A /B genomes is flanked by identical direct repeats (DR}, and DRR) of
8-9 kbp. The DRs possess a pacl (yellow) and pac2 (red) sequences, adjacent to imperfect telomeric
repeats impTMR (blue) and TMR (green) sequences, respectively. The genome is not drawn to scale;
(B) Chromosomally integrated HHV-6A /B (ciHHV-6A /B) genome (with loss of pac2 in DR and pacl
in DRy) with elongated telomeres at the DRy ; (C) Single integrated DRy, with elongated telomere;
(D) Integrated HHV-6A /B concatemers. Genomes are not drawn to scale.

5.2. Integrated HHV-6A/B

For most herpesviruses, integration into host chromosomes is an unusual event. In some cases, it was
observed that in the presence of DNA breaks induced by UV radiation, human herpes simplex virus
type 1 and 2 (HSV-1 and HSV-2) can integrate into chromosomes. However, the integrated HSV-1 and
HSV-2 genome were fragmented and mutated, not able to generate new virions [72]. In contrast to HSV-1
and HSV-2, HHV-6A /B integrated genomes remain largely intact with their ORFs conserved. Analysis
of cells with ciHHV-6A /B indicates that these viruses are mostly integrated into telomeres with DRy
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fused to the chromosome (Figure 1B) [21,73]. In fact, HHV-6-A/B DRy are adjacent to the subtelomeric
portion of the human telomere with loss of the pac2 sequence at DRy and loss of the pacl sequence at
DRy. Such a structure is compatible with integration occurring by HR events. In addition, at the DRy,
end of the integrated genome are impTMR that appear to serve as a template for telomere elongation
by the telomerase complex or alternative lengthening mechanisms [74]. In occasional cases, integrated
HHV-6A/B consists of a single DR fused to the chromosome, a structure that is compatible with
integration occurring by HR events initiated at DRy, (Figure 1C). Alternatively, individuals containing
multiple contiguous HHV-6A /B copies also exist. Such structure can be explained by integration of a
viral concatemer (Figure 1D). By assessing the number of DR present, one can determine the number
complete HHV-6A/B’s genomes that is/are integrated.

5.3. Excision of Integrated HHV-6

To ensure their long-term maintenance in any given population, integrated viruses must be
able to re-initiate a lytic cycle and generate progeny virions. A previous study has reported the
presence of an extrachromosomal circular HHV-6 genome with a single DR in cells from an iciHHV-6
subject [21]. This led to the conclusion that the viral genome can be excised from telomeres by one or
two t-loop formation and recombination. To explain the presence of a single DR in the excised viral
genome, one hypothesis is that excision occurs by a two-step t-loop formation (Figure 2A). At each
cell cycle, telomeres are shortened and reform a t-loop to protect the chromosomes. First, the telomere
sequence at the end of the DRy, could form a t-loop by invasion of the TMR within DRy, itself. This
t-loop formation would result in a t-loop excision, forming a telomeric circle with a single DR and
an intermediate form of the HHV-6A /B integrated chromosome (Figure 2B). The intermediate form
would lack the DRy, but still possess the TMR repeats capable of forming a second t-loop, recombine
and excise in the TMR of the DRg. This first possibility could also explain the presence of a single
integrated DR if only one t-loop excision is made. Another possible excision mechanism could be
a t-loop formation, recombination and t-loop excision of the DRy, in the DRy directly (Figure 1B).
The two possible mechanisms result into a circular viral genome with a single DR that has one pacl
and one pac2 sequence (Figure 2C). Because ciHHV-6A /B can be excised from chromosomes and form
viral episomes, this suggests that integration is possibly a mode of latency for these viruses.

/ N\
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Figure 2. Possible mechanisms of HHV-6A/B genome excision from telomeres. Schematic
representation of hypothetic processes of HHV-6A /B genome excision from telomeres. (A) Telomeric
repeats form a t-loop in the TMR of HHV-6A /B DR, followed by recombination and excision, resulting
into a first t-loop excision: a telomeric circle and a chromosomally integrated HHV-6A /B lacking a DR
but still possessing TMR sequences. (B) A second t-loop formation is made by recombination of the
TMR at the end of the genome into HHV-6A /B DRg, resulting in a fully excised and circular HHV-6A /B
genome containing a single DR with a single pacl, pac2, impTMR and TMR sequence. (C) Invasion of
the telomeric repeats into the TMR of the DRg, resulting into a HHV-6A /B free chromosome and a full
viral genome with a complete DR.
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6. How Does HHV-6A/B Integration Occurs?

Since HHV-6A/B both have TMRs and integrate into telomeres, it is presumed that these
sequences play a role in viral integration. This hypothesis was confirmed by Wallasheck et al.
that demonstrated that TMRs are important for HHV-6A /B telomeric integration [75]. However,
the underlying mechanism of how HHV-6A/B integrates into chromosomes remains unknown.
Sequence analysis of integrated HHV-6A /B genomes indicates that viral integration occurs very
close to the subtelomeric region with few telomeric repeats between the viral genome and the
chromosome [21,76]. Considering this, invasion of the viral TMR by the chromosome single-stranded
3’ extremity appears unlikely (Figure 3A).
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Figure 3. Possible mechanisms for HHV-6A /B integration. Schematic representation of HHV-6A /B
chromosomal integration process. (A) Unfolding of the chromosome t-loop and invasion by the
telomeric 3/ overhang into HHV-6A /B’s DR. This mechanism is unlikely to occur since all ciHHV-6A /B
reported so far have lost most telomeric repeats. (B) Break induced replication (BIR) repair mechanism
caused by G quadruplexes (G4) structure (or other blockage) in the lagging strand. (C) The free 3’
strand is rescued by Rad51 protein that searches for proximal homologous sequences. If a HHV-6A /B
genome is close to proximity, Rad51 invades the viral TMR, displacing one strand of the HHV-6A/B
genome to allow the synthesis of the complementary strand. Upon cell divisions, the DRy, would lose
pacl due to end replication problem and the impTMR would serve as telomeric template to elongate
telomeres at the end of the genome. (D) Single stranded annealing (SSA) repair mechanism. Upon
virus entry in the cell, DNA damage response is triggered, at the same time a break caused by a stalled
replication fork at the human telomeres activate SSA. SSA activation leads to resection of both the viral
and human DNA in a 5’ to 3’ direction to create complementary sequences. Meanwhile, the 3’ strands
of both genomes are protected by the replication protein A (RPA). Rasd52 binds the RPA and searched
for pairing in which pac2 will be lost. Annealed sequences then lead to the copying of the viral genome.
Genomes are not drawn to scale.
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Homologous Recombination

Homologous recombination is a mechanism used by all cells in the human body to repair double
stranded DNA breaks. Under normal conditions, cells experience an average of 50 breaks per cell
cycle [77]. Interestingly, HR is also used by telomerase-deficient cells like certain cancer cells to
extend their telomeres to become immortalized. This mechanism is called Alternative Lengthening of
Telomeres (ALT) [78,79]. As mentioned, telomeres must be able to prevent DNA damage responses
to protect chromosomes. When a DNA break occurs, DNA damage response proteins such as H2AX,
53BP1, chK2, BRCA1 and p53 are recruited at the break [80]. ATM is then activated and recruits
the MRN complex (Mrell, Rad50, NBS1) to the damaged sites. The accumulation of DNA damage
response proteins leads to the recruitment of effector proteins such as Rad51, responsible for the 3’
strand invasion of a homologous region to repair the break.

One possible scenario that could lead to HHV-6A /B integration is break-induced replication (BIR).
During DNA replication, the cellular DNA polymerases can be stalled due to a variety of reasons
including G quadruplex structures (G4). G4 are planar quaternary guanine rich secondary structures
that can form after the unwinding of the DNA helix by DNA helicases [81-83]. G4 can block the
replication fork and causes instability leading to DNA breaks that are generated to help repair this
obstruction (Figure 3B). During replication of the telomere, it is the lagging strand-containing the
TTAGGG motifs that can adopt G4 topologies and cause stalling of the replication fork. A break in
the lagging strand generates a 3’ overhang that in association with Rad51 will search for homologies
in nearby DNA. If a HHV-6A /B genome is in proximity, invasion can take place in the viral TMR.
Following invasion, one strand of the HHV-6A /B genome gets displaced to allow the synthesis
of the complementary strand (Figure 3C). The structures of most integrated HHV-6A /B genomes
suggest that invasion by the cellular telomeric DNA occurs in the DRg’s TMR [21,76,84]. In such
orientation, the DRy, would be at the end of the chromosome. Upon cell division and DNA replication,
there would be loss of pacl (due to the shortening of telomeres upon cell division) and the adjacent
impTMR could serve as a template for the telomerase complex and telomere elongation, as previously
reported [21,74]. On rare occasions, a single DR (without the rest of the genome) is detected suggesting
that invasion can also occur in DRy,’s TMR. Alternatively, such a structure could have arisen through
partial excision of the viral genome as previously reported [21]. Interestingly, a recent report indicates
that BRACO-19, a compound that binds and stabilizes G quadruplexes, affected the ability of HHV-6A
to integrate into host chromosomes [62]. The exact mechanisms of BIR remain unknown but since
BIR is a naturally-occurring mechanism, the presence of viral proteins may not be necessary except to
bring the viral genome near the telomeres and /or DNA breaks.

A second mechanism that could lead to viral integration is the single stranded annealing (SSA) repair
mechanism, an HR pathway that uses homologous ends to repair the breaks (Figure 3D) [85]. Upon entry
of the virus into a cell, the presence of a viral linear genome is likely to trigger a DNA damage response.
Activation of SSA would recruit MRN to the viral DNA, resecting the viral DNA at both extremities
in a 5 to 3’ direction. In doing so, the single-stranded TMR at the 3’ extremity of DRg would become
complimentary to the single-stranded DNA generated following the break at the stalled the replication
fork (Figure 3B). The replication protein A (RPA) binds the single stranded sequences to protect them,
Rad52 joins RPA and the complex searches for complimentary pairing. During the pairing process, the
pac2 site is lost. Once the two strands are annealed, the viral genome is then copied. Integration through
SSA would not allow for integration to occur via DRy, as the single-stranded 3’ end would not complement
the single-stranded DNA generated following the break at the stalled the replication fork.

7. Conclusions

Though reported 25 years ago, the study of HHV-6A /B integration remains understudied. With
the development of HHV-6A /B integration systems [86] and genome editing technologies, scientists
should be able to tease out in detail the mechanisms leading to viral integration. Considering a
prevalence of approximately 1%, pinpointing the association between iciHHV-6A/B and diseases
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is not trivial. This will require considerable effort, funding and access to large biobanks linked to
detailed medical records. Scientists will likely need to share and pool their data to reach meaningful
conclusions, especially for less-prevalent diseases. Furthermore, considering that appearance of a
disease is likely to be influenced by the chromosome carrying the integrated HHV-6A /B as well of the
sex of the individual, these variables should be taken into consideration during data analyses.
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