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RESUME : La famille des Herpesviridae regroupe des virus enveloppés a ADN bicaténaire dont I'ancétre
commun serait apparu il y a environ 400 millions d'années. La classification de ces virus repose, soit sur
leurs propriétés biologiques (trois sous-familles : Alpha-, Beta- et Gammaherpesvirinae), soit sur leur struc-
ture génomique (groupes A a F). Leur structure génomique, leur réplication, I'encapsidation et le clivage
de leur génome, la recombinaison et ses conséquences biologiques sont tour a tour abordés. Etant donné
leur importance respective en médecine humaine et vétérinaire, une attention particuliére est accordée a
deux virus, I'herpésvirus simplex de type 1 et I'herpésvirus bovin de type 1, membres de la sous-famille
des Alphaherpesvirinae. Les conséquences biologiques de la recombinaison appellent a une meilleure
compréhension de ce phénomeéne. Le lien de la recombinaison avec la réplication virale, son réle précis
et sa contribution au processus évolutif sont autant de sujets qui demandent a étre explorés.

INTRODUCTION

Les Herpesviridae ont une importan-
ce considérable autant en médecine
humaine qu'en médecine vétérinaire.
Chez I'nomme, I’augmentation
actuelle de la prévalence de I herpes-
virus simplex de type 2 (herpes sim-
plex virus 2 ; HSV-2) responsable de
I'herpés génital, I’augmentation des
infections néonatales a herpésvirus et
I"'implication du virus d’ Epstein-Barr
(human herpesvirus 4 ; HHV-4) et de
I'herpésvirus humain de type 8
(human herpesvirus 8 ; HHV-8) dans
des cancers humains renforcent le
besoin d’une compréhension affinée
de la biologie de ces virus (Roizman
et Thayer, sans date).

Sur le plan vétérinaire, la rhinotra-
chéite infectieuse bovine (infectious
bovine rhinotracheitis ; IBR), la
maladie d'Aujeszky, |a rhinopneumo-
nie équine, I'nerpésvirose canine et la

rhinotrachéite féline ont une impor-
tance considérable. Pour cette raison,
I"étude de ces pathologies animales
présente un intérét majeur.

La famille des Herpesviridae regrou-
pe des virus enveloppés a ADN bica
ténaire et génome complexe dont
|"ancétre commun serait apparu il y a
environ 400 millions d'années (Weir,
1998 ; McGeoch et al., 2000). Ces
virus se multiplient dans le noyau des
cellules de nombreux vertébrés et
invertébrés parmi lesgquels figurent
des mammiféeres (notamment |I"hom-
me, le cheval, les bovins, le chat, le
chien et le porc), des reptiles, des
oiseaux, des poissons, des amphi-
biens et des mollusques (Roizman et
al., 1992 ; 1996). Les herpésvirus
sont classés selon deux systeémes. Le
premier repose sur des propriétés bio-
logiques telles le spectre d'hote et la
durée du cycle de multiplication et
distingue trois sous-familles : Alpha-,

Beta- et Gammaherpesvirinae. Le
second, basé sur la structure géno-
mique, scinde la famille en six
groupes désignés par leslettresA aF.
Les Alphaherpesvirinae (figure 1)
sont des virus qui se caractérisent par
un cycle de multiplication court, une
propagation rapide de I'infection en
culture de cellules, une lyse efficace
des cellules infectées et un large
spectre d'hotes. Ils ont la capacité
d établir des infections latentes prin-
cipalement dans les neurones des
ganglions sensoriels. La sous-famille
des Alphaherpesvirinae se divise a
son tour en deux genres : d’une part
le genre Smplexvirus dont font par-
tie, par exemple, I'herpésvirus sim-
plex detype 1 (herpessimplex virus 1
; HSV-1) responsable de I'herpés
bucco-labial et I'HSV-2 ; d’autre part
le genre Varicellovirus dont font par-
tie le virus de la maladie d'Aujeszky
(pseudorabies virus ; PrV), I'herpés-
virus équin de type 1 (equine herpes-
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Figure 1 : Sur base des études de phylogénie, la sous-famille Alphaherpesvirinae se scinde en quatre lignées :
alpha 1, alpha 2, alpha 3 et alpha 4 (adapté de McGeoch et al., 2000).

virus 1 ; EHV-1) et I'herpésvirus bovin
de type 1 (bovine herpesvirus 1 ;
BHV-1) (Roizman et al., 1992).

Les Herpesviridae constituent un
modél e intéressant pour |’ éude de la
réplication de I'ADN en systéme
eucaryote étant donné qu’ils codent
pour la plupart des protéines néces-
saires a ce processus (Bataille et
Epstein, 1995). Son caractére haute-
ment recombinogéne fait de cette
famille de virus un modéle particulié-
rement utile pour I’ é&ude de larecom-
binaison homologue, phénomeéne qui
est intimement lié & la réplication de
I’ADN vira. L'importance de |’ac-
quisition d'informations supplémen-
taires sur le phénoméne de recombi-
naison est encore renforcée par les
conséquences que peut avoir un tel
processus (Bataille et Epstein, 1995).
En effet, la recombinaison peut étre a
I’origine de |’ apparition de nouveaux
virus. Ces virus pourraient constituer
une menace sanitaire ou a tout le
moins remettre en question I’ efficaci-
té des programmes d' éradication. La
cause principale de cette menace rési-
de dans leur capacité a allier, suite a
larecombinaison, des caractéristiques
issues de la souche vaccinae (par
exemple chez le BHV-1 ne plus
exprimer la glycoprotéine E) a la
virulence d'un virus sauvage. Enfin,
le mécanisme de recombinaison au
sein de la cellule est d'autant plus
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intéressant a étudier que le taux de
mutation trés faible rencontré chez
Ces virus ne peut expliquer leur évo-
lution génétique.

Le présent article abordera successi-
vement quatre thémes : I'organisation
génomique des Herpesviridae, la
réplication de leur ADN, I'encapsida-
tion et le clivage de leur génome et |la
recombinaison avec ses conse-
quences biologiques. Les trois pre-
miers thémes seront essentiellement
consacrés a la biologie moléculaire
des herpésvirus dont la connaissance
congtitue une éape indispensable a
une compréhension affinée de I'im-

pact de larecombinaison sur les virus
et sutout sur leur organisation géno-
mique. Ces thémes seront dével oppés
en mettant plus particuliérement I'ac-
cent sur deux alphaherpésvirus,
I'HSV-1 et le BHV-1. Le premier car
c'est sans conteste le virus le mieux
connu de lafamille et le second car il
constitue un des herpésvirus les plus
importants en médecine vétérinaire.

ORGANISATION GENOMIQUE
Herpesviridae

Le génome viral, localisé dans |a cap-
side, est constitué d’une molécule
d'ADN bicaténaire linéaire, dont la
taille varie de 124 a 235 kpb (kilopai-
re de bases ; kpb) suivant I’espéce
virale considérée. Cette molécule
d'ADN présente la particularité de
varier |égéerement en longueur au sein
d’'une méme espece, étant donné la
présence d'un nombre variable de
séguences répétées terminales ou
internes (Roizman et a., 1992). La
composition en base
Guaninet+Cytosine (G+C) varie de 32
a 75 % selon I’ espéce virde envisa
gée (Roizman et a., 1992).

Herpésvirus smplex de type 1

Le génome de I'HSV-1, membre du
groupe d'organisation génomique E
(figure 2), consiste en une molécule
d'ADN bicaténaire d'une talle de
152 kpb. Il est constitué de 2 unités
liées de maniére covalente, L et S, qui

Groupe Isoméres  EX.
UL IR Us TR
D
ORI ORI
a, b U, b'a'n,ec Usc a
E HEs T Cﬂ ?I
ORI, ORI; ORI

Figure 2 : Représentation schématique de I'arrangement des classes D et E de génomes d'herpésvirus. Les lignes
horizontal es représentent les régions uniques. Les rectangles représentent les répétitionsinternes et terminales (IR
et TR pour le groupe D et abc pour le groupe E). Les extrémités terminales présentes dans le groupe E sont consti-
tuées de deux éléments. Une extrémité contient n copies de la séquence a situées a c6té d'une séquence plus large
appelée b. L'autre extrémité possede la séquence a directement répétée située a coté d'une séquence appelée c. Les
séquences terminales ab et ca sont insérées dans des orientations inverses et sont séparées par les séquences
uniqueslongue (UL) et courte (US) du génome. Dans les groupes D et E, les composants des génomes peuvent s'in-
verser les uns par rapport aux autres générant ainsi différents isoméres génomiques (adapté de Roizman et al.,
1992) (herpes simplex virus 1 ; HSV-1, Feline herpesvirus 1 ; FHV-1, pseudorabies virus ; PrV, bovine herpesvi-

rus1; BHV-1, origin of replication ; ORI)



représentent respectivement 82 et 18
% du génome. L'unité L se compose
d’une séquence unique (UL) de 108
kpb flanquée par une paire de
séquences inversees répétées de 9
kpb chacune (appelée TR, pour ter-
minal repeat L et IR, pour internal
repeat L ou encore ab et b'a,).
L'unité S est constituée d’ une séquen-
ce unique de 13 kpb (Us) bordée
d'une paire de séquences répétées
inversées de 6,5 kpb (TRg €t IRg ou
a,C' et ca). Le nombre de séquences
arépétées alajonction L/S et al'ex-
trémité L terminale est variable. C'est
ainsi que sont décrits a, et a,, ou le
nombre de séguences a varie de une a
dix copies.

Ce génome, complé&tement séquence,
code pour 84 génes au moins parmi
lesquels onze codent pour des glyco-
protéines, désignées gB, gC, gD, gE,
oG, gH, gl, gJ, oK, gL et gM
(Roizman et Ward, 1994 ; Roizman et
Sears, 1996). Il contient, de plus,
deux types de séquences agissant en
Cis qui sont essentielles pour lamulti-
plication du virus : les origines de
réplication de I'ADN (ori) (figure 2)
et les signaux d'encapsidation et de
clivage (pac 1 et pac 2) (figure 3).

Dansle casdel’HSV-1, I'analyse par
enzymes de restriction de I’ADN
extrait de virions révéle que I'U, et
I"Ug peuvent s'inverser I’ une par rap-
port a I’autre conduisant a I’ appari-
tion de quantités équimolaires de
guatre isomeres. Ceux-ci sont nom-
més P (prototype), I, (inverted L ;
inversion de I'U,), Ig (inverted S
inversion de I'Ug) et ILg (inverted L
and S; inversion deI’U; et de|’Ug)
(Bataille et Epstein, 1994).

Her pésvirus bovin detype 1

Le génome du BHV-1, appartenant au
groupe D (figure 2), consiste en une
molécule d’ADN bicaténaire d'une
taille de 136 kpb. Il est composé
d’une unitélongue (U, ) mesurant 104
kpb et d'une unité courte (Ug) mesu-
rant 10 kpb. Cette derniére est flan-
guée de deux séquences répétées (11
kpb chacune), inversées I'une par
rapport a l'autre (Schwyzer et
Ackermann, 1996). Le génome du

Detail des deux zones a

DR1 U, DR2, DR4,UDRI

Procapside

Prolongements
concatémériques

Figure 3 : Encapsidation et clivage des unités génomiques de I'HSV-1 (herpes simplex virus 1). La séquence pac
2 présente au sein de la premiére séquence a (1) servirait de signal d'encapsidation directionnelle. Une fois le
génome unitaire encapsidé, les séquences pac 1 et pac 2 de la seconde extrémité génomique (2) sassocieraient a
une protéine pour initier I'assemblage d'un complexe de clivage de I'ADN. Ensuite, celui-ci cliverait I'ADN au
niveau de la répétition directe 1 (DR1) partagée par les 2 séquences a adjacentes. Ub et Uc représentent les deux

régions uniques de la séquence a.

BHV-1 contient également les deux
types de séquences cis-acting, c'est-a-
dire les origines de réplication de
I'ADN et les signaux d'encapsida
tion/clivage (pac 1 au sein de chacu-
ne des séquences répétées, un pac 2 a
une extrémité de I'U, et un pac 2
écourté a l'autre extrémité de I'U,)
(Hammerschmidt et al., 1986 ; 1988 ;
Walser et al., 2000).

La région Ug peut se présenter sous
deux orientations différentes par rap-
port al'U,, ce qui apour conséquen-
ce I’ existence de deux formes isomé-
riques du BHV-1. Ces isomeres géno-
miques se retrouvent en quantité
équimolaire dans |’environnement
(Mayfield et al., 1983). L’inversion
de I'UL par rapport a I'US survient
mais afaible fréquence (Walser et al.,
2000). Le détail moléculaire et la

fonction de ce mécanisme ne sont pas
encore élucidés.

Deux sous-types de BHV-1 (sous-
types 1 et 2) sont distingués selon le
génotype. L'’ADN des souches de
sous-type 1 (BHV-1.1) posséde, apres
digestion par des enzymes de restric-
tion, un profil éectrophorétique sem-
blable ala souche virae de référence
Cooper. Ce sous-type comprend en
majeure partie des souches isolées du
tractus respiratoire supérieur lors
d' épisodes cliniques d’'IBR. L'’ADN
des souches de sous-type 2 (BHV-
1.2) présente un profil électrophoré-
tigue semblable a la souche virale de
référence K22. Ce second sous-type
comprend de nombreuses souches
génitales isolées lors d' épisodes cli-
niques d'IPV (Baranowski, 1996 ;
Lemaire et al., 1994).
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La totalité du génome de la souche
Cooper du BHV-1 a été séquencée
suite a une collaboration internationa
le (Schwyzer et Ackermann, 1996 ;
Meyer et al., 1997). Ainsi 67 génes
uniques sont répartis dans I'U; et
I’'Ug et un gene est dupliqué car pré-
sent dans I'IR (internal repeat) et la
TR (terminal repeat) (Schwyzer et
Ackermann, 1996). Les produits
d'expression de la plupart de ces
génes montrent des homologies de
séquence avec les protéines des
autres Alphaherpesvirinae, comme
par exemple I'HSV-1 (Schwyzer et
Ackermann, 1996). Les génes du
BHV-1 sont désignés sur base de la
nomenclature adoptée pour I'HSV-1
(Schwyzer et Ackermann, 1996).

CYCLE DE MULTIPLICATION
VIRALE

Consécutivement a leurs interactions
avec les glycosaminoglycans cellu-
laires (GAGS) des protéoglycans et
avec trois types de récepteurs d'en-
trée, les herpésvirus opérent lafusion
de leur enveloppe avec la membrane
plasmique de la cellule cible par un
mécanisme indépendant du pH
(Campadelli-Fiume et al., 2000).
Fuller et Lee (1992) ont proposé un
modéle en cing étapes décrivant I’ en-
trée de I’HSV-1 dans la cellule cible.
Il regroupe I'attachement initial
(importance des glycoprotéines gB et
gC), [I'attachement stable (gD),
I’amorcgage de la fusion (interaction
entre gD et deux autres composants,
I"un d origine cellulaire, I' autre d’ ori-
gine virale), I'expansion de la fusion
(gD, gH, rdle hypothétique de gB et
gL) et lalibération de la capside dans
le cytoplasme.

Toutefois un modéle dternatif peut
étre proposé. 11 comprend une fusion
unique de I'enveloppe virale avec la
membrane plasmique suivie d'une
invagination et d une perforation de
la membrane plasmique. Une fois la
membrane plasmique perforée, la
particule virale enveloppée peut
effectuer son entrée et se déplacer
dans le cytoplasme cellulaire vers le
noyau. Ce modéle bien sir n’exclut
en rien le role des différentes glyco-
protéines virales impliquées dans la
pénétration des herpésvirus (Wild et
al., 1998 ; Wagner, sans date).
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Dans un deuxieme temps, apres |’ en-
trée du virus dans la cellule, les pro-
téines du tégument viral interrompent
la synthese protéique de la cellule.
Ensuite, gréce al’action de certaines
protéines, la capside est transportée
vers le noyau ou I’ADN vira va
entrer pour ensuite se circulariser
(Garber et al., 1993). Latranscription
des génesviraux commence. Celle-ci,
finement régulée dans le temps, dis-
tingue trois classes de génes : les
génes  précoces-immédiats  (ou
alpha), les génes précoces (ou beta)
et les genes tardifs (ou gamma)
(Honess et Roizman, 1975).

Les génes immédiats, dont la trans-
cription est trés fortement activée par
certaines protéines du tégument,
codent pour des protéines régulatrices
qui vont d'une part ralentir la trans-
cription des genes immédiats et
d’autre part activer la transcription
des génes précoces.

Les génes précoces sont transcrits
avant que n’ait lieu la réplication de
I’ ADN viral. Ils codent pour une série
d’enzymes nécessaires a la réplica
tion virale ou impliquées dans le
métabolisme de I’ ADN.

Les génes tardifs sont exprimés soit
avant et apres l'initiation de la répli-
cation de I’ADN viral (gamma-1 ou
précoces-tardifs), soit uniquement
aprés (gamma-2) le début de larépli-
cation de I'’ADN viral (Roizman et
Sears, 1996). |Is codent pour la majo-
rité des protéines structurales.

Il existe chez les Herpesviridae plu-
sieurs origines de réplication (trois
chez HSV-1) (Stow et McMonagle,
1983). Certaines initient une réplica-
tion bidirectionnelle, d'autres une
réplication unidirectionnelle selon le
modéle des " cercles roulants . Bien
que la multiplication du virus se
déroule dans le noyau de la cellule,
¢’ est une ADN polymérase codée par
le virus qui assure la réplication
(Coen et al., 1984). Sept génes, parmi
lesquels celui codant pour la polymé-
rase, sont nécessaires a la réplication
de I'HSV-1 (Wu et al., 1988 ;
Roizman, 1996).

La réplication aboutit a la formation
de concatémeres, longues molécules
d'’ADN composées d'une suite de
génomes simples liés de facon cova-

lente (Hammerschmidt et Sudgen,
1990). Ces intermédiaires de réplica-
tion de masse moléculaire élevée,
interagissant avec des procapsides
vides, produisent des capsides
matures contenant un génome viral
(McVoy et Adler, 1994). Ces capsides
sassocient a des protéines de tégu-
ment et acquiérent une premiére
enveloppe phospholipidique en quit-
tant le noyau cellulaire (Johnson et
Spear, 1982). Ensuite, elles sont ache-
minées vers le réticulum endoplas-
mique ou la glycosylation des pro-
téines virales d'envel oppe débute. En
le quittant pour gagner le cytoplasme,
elles perdent cette premiére envelop-
pe. Lors de leur entrée dans |'appareil
de Golgi, elles en acquiérent une défi-
nitive a laquelle sont associées les
protéines dont la glycosylation est
terminée sur place (Stackpole, 1969 ;
Jones et Grose, 1988 ; Whealy et al.,
1991 ; Browne et al., 1996). Une
autre hypothése est cependant formu-
Iée pour expliquer la formation de
I’enveloppe définitive. Celle-ci sou-
tient que I'enveloppe proviendrait de
la membrane nucléaire interne du
noyau cellulaire (Johnson et Spear,
1982). Ces opérations terminées, les
particules virales matures sont libé-
rées dans le milieu extracellulaire par
exocytose.

REPLICATION DU GENOME

Classiquement le modéle des cercles
roulants (Gilbert et Dressler, 1968)
est retenu pour expliquer la réplica-
tion des Herpesviridae. Ce modée
comprend une cassure d'un des brins
de I'ADN circularisé qui génére une
extrémité 3' portant un groupement
hydroxyle et une extrémité 5' portant
un groupement phosphate.
L'extrémité 5' est ensuite déplacée et
dégage le brin dADN complémentai-
re qui peut des lors servir de matrice
pour la synthése de I'autre brin a par-
tir de Il'extrémité 3' (figure 4). La
fourche de réplication avance le long
du génome circulaire et produit un
concatémere qui, de part les liaisons
quil établit avec dautres concaté-
meres, va participer a la formation
d'un réseau complexe dacide
nucléique (Severini et al., 1996). Par
la suite les concatémeres du réseau
interagissent avec les procapsides, les



séquences pac 1 et pac 2 et des pro-
téines pour encapsider et cliver les
unités génomiques (McVoy et Adler,
1994 ; McVoy et al., 2000).

Toutefois la structure branchée des
concatémeéres des herpésvirus est dif-
ficilement explicable par un modéle
de réplication se basant uniquement
sur la réplication en cercles roulants
(Severini et al.,, 1996 ; Bataille et
Epstein, 1997). |l était donc nécessai-
re de compléter le modéle par I'intro-
duction d'édléments supplémentaires.
C'est ainsi que la réplication de
I'ADN viral circularisé (Garber et al.,
1993) se ferait plutdt par un mécanis-
me complexe incluant non seulement
laréplication en cercles roulants mais
également la réplication bidirection-
nelle et la recombinaison homologue.
Les événements de recombinaison
homol ogues seraient particuliérement
stimul és par les nombreuses coupures
de I'ADN bicaténaire qui surviennent
au cours du cycle vira (Sarisky et
Weber, 1994).

ENCAPSIDATION ET CLIVAGE

La nature branchée des concatémeéres
viraux a été démontrée dans une étude

sur les intermédiaires de réplication
de I'HSV-1 (Severini et al., 1996). A
la suite de cette étude, I hypothése de
I"'implication de deux enzymes dansla
résolution de ces structures en unités
génomiques encapsidables a été avan-
cée. Lapremiére enzyme, vraisembla
blement la nucléase alcaline virde,
agit comme enzyme débranchante,
réduisant de ce fait considérablement
la complexité de I'ensemble
(Martinez et al., 1996). La seconde
enzyme, une terminase, libére des
génomes unitaires (figure 3).

Cependant les processus d'encapsida-
tion et clivage ne se résument pasala
simple action de deux enzymes iso-
Iées. En effet, ces mécanismes résul-
teraient plutdt de I’ association étroite
de protéines, dérivant entre autre,
dans le cas de I'HSV-1, des génes
viraux UL 6, 15, 17, 25, 28 et 32
(Van Zeijl et al., 2000), de procap-
sides (ou capsides B), de segments
d’ADN de longueurs déterminées et
de séquences agissant en cis nom-
mées pac 1 et pac 2 (Logvinoff et
Epstein, 2000). La séquence pac 1
consiste en série de 3 a 7 paires de
bases riches en adénine (A) ou thymi-
ne (T) flanquée de chague cbté par 5

ADN viral circularisé

Clivage d'un des brins
d'ADN

Point de croissance

Brin déplacé

Synthése du brin
complémentaire

3'

5

Figure 4 : Mécanisme de réplication de I'ADN par cercles roulants. Ce mécanisme est vraisemblablement impli-
qué dans la genése des intermédiaires de réplication concatémériques des Herpesviridae.

a7 cytosines (Deiss et al., 1986). La
seéquence pac 2 comprend une région
de 5 & 10 paires de bases qui est sou-
vent associée aun motif CGCGGCG
(Deiss et al., 1986). Pac 1 et pac 2
sont localisées le plus souvent a 30-
35 paires de bases de I'extrémité
génomique, généralement aux termi-
naisons opposées du génome (Deiss
et al., 1986).

Les séquences pac 1 et pac 2 sont
conservées et se retrouvent en
nombres et localisations variables
chez tous les  herpésvirus
(Hammerschmidt et al., 1988 ;
McVoy et al., 2000) (figure 3). Leurs
positions respectives au sein des
concatémeres garantiraient |’ encapsi-
dation de génome entier de longueur
appropriée. La présence d'une
séquence pac 2 al'extrémité libre des
concatémeres semblerait nécessaire
pour gqu'ils puissent interagir avec les
procapsides. Dés lors pac 2 jouerait
un réle de signal d'encapsidation
directionnelle (figure 3). Enstite les
séquences pac 1 et pac 2 S associe-
raient a une protéine pour initier |’ as-
semblage d’ un complexe pouvant cli-
ver I’ ADN en un site déterminé. Elles
constitueraient de la sorte les véri-
tables pivots des processus d'encapsi-
dation et de clivage ou €lles inter-
viennent donc a de multiples niveaux.
Leurs actions, influencées par de
nombreux paramétres tels leurs loca-
lisations ou leurs nombres, seraient
controlées par des séguences agissant
en cis dont la nature reste a préciser
(McVoy et al., 1998 ; 2000). Une
compréhension accrue des phéno-
meénes d'encapsidation et de clivage
passe ainsi par une étude approfondie
des relations entre les divers acteurs
concernés et par la mise en évidence
de la contribution exacte de chacun
d entre-eux au mécanisme.

La recombinaison par ses capacités
de réarrangement génomique fait par-
tie des éléments influencant les pro-
cessus d'encapsidation et de clivage.
En effet, elle peut ére al'origine d'un
déplacement des séquences pac 1 et
pac 2 au sein des concatémeres.
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MECANISME
DE LA RECOMBINAISON

La recombinaison, au sens genétique
du terme consiste en la génération de
nouvelles combinaisons de matériel
génétique (Dressler et Potter, 1982 ;
Bujarski, 1999 ; Umene, 1999).
Quatre types de recombinaison sont
classiquement décrits : larecombinai-
son homologue, la recombinaison
spécifique, la transposition et la
recombinaison illégitime (Umene,
1999). Au sein de la famille des
Herpesviridae, deux de ces quatre
types de recombinaison sont décrits :
I"homologue et I'illégitime. La
recombinaison est étroitement liée a
la réplication de I'acide nucléique
viral et semble constituer, au méme
titre que la latence, une caractéris-
tigue essentielle de la biologie des
Herpesviridae sans que le role exact
d’un tel processus n'ait a ce jour été
élucidé.

La recombinaison homologue chez
les herpésvirus repose sur le modéle
de cassure/réparation de la double
hélice d ADN dE. coli. Ce modée
comporte quatre étapes distinctes
(Bujarski, 1999 ; Umene, 1999) : I'ini-
tiation, I'appariement homologue,
|'extension de I'hétéroduplex et later-
minaison (figure 5).

L’initiation génére une région d ADN
monocaténaire réceptive a I'action
d’'une protéine recombinase (Rec).
Des hélicases, déroulant I' ADN bica-
ténaire, et des nucléases, le coupant,
sont impliquées dans le processus. La
deuxiéme étape consiste en |’ apparie-
ment homol ogue et I’ échange de brins
d'ADN. Cette étape est promue par
une protéine Rec, également appelée
protéine SSB (Single Srand Binding
Protein), se liant aI’ADN monocaté-
naire ou & une région monocaténaire
de I’ ADN. Une autre protéine de liai-
son & I’ADN monocaténaire modifie
la structure secondaire de I’ADN,
facilitant de cefait laliaison delapro-
téine Rec a I’ ADN. Ensuite Rec par-
court I’ADN, cherchant une homolo-
gie de séquence. Une fois celle-ci
détectée, un intermédiaire triple brin
est formé et |’ échange de segments,
controlé par Rec, peut dés lors avoir
lieu, formant ainsi une molécule join-
tive impliquant quatre brins (jonction
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Figure5: Mécanisme de la recombinaison homol ogue basé sur |e modéle de cassure/réparation de la double héli-
ced'ADN. (1) La double hélice d' ADN est clivée. (2) Les deux fragments séloignent I'un de 'autre. (3) L'ADN pro-
duit des extrémités monocaténaires libres. (4) Une de celles-ci est alignée avec une séquence homologue et
I"échange de segment a lieu. La jonction Holliday impliquant quatre segments est formée. Le mouvement de cette
jonction vers la gauche conduit a I'extension de I'hétéroduplex d'ADN. (5) La jonction est scindée par clivage
symétrique (2 possibilités) et les hétéroduplex d'ADN sont libérés. La structure des hétéroduplex d’ADN se trou-
vant & gauche de la ligne verticale est présentée (adapté d'Umene, 1999).

Holliday). La troisiéme étape, néces
sitant un mouvement vers la gauche
ou vers la droite de la jonction
Holliday, conduit & I'extension de
I"hétéroduplex d’ADN. Cette étape
serait également contrdlée par Rec en
association éroite avec d' autres pro-
téines. Laterminaison implique lecli-
vage symétrique par une endonucléa-
se de lajonction Holliday, produisant
les mol écul es recombinantes.

Dans le cas de I'HSV-1, non moins de
7 genes (U, 9, 29, 5, 8, 52, 30 et 42)
sont décrits comme étant de prées ou
deloin impliqués dans|e processus de
réplication auquel la recombinaison
serait intimement liée (Weber et al.,
1988 ; Bataille et Epstein 1995). La
recombinaison homologue pourrait
cependant étre indépendante de ces
mémes géenes car supportée par des
protéines cellulaires (Yao et Elias,

2001). Cette découverte cependant
n'est pas de nature a réfuter totalement
I'hypothese d'une liaison importante
des mécanismes de recombinaison et
réplication.

Divers auteurs ont également montré
que des cassures double brin générées
par des enzymes de restriction stimu-
lent significativement la recombinai-
son au sein de I'ADN (Sarisky et
Weber, 1994). Ces cassures se produi-
sent & maintes reprises au cours du
cycle viral des Herpesviridae.

La recombinaison homologue peut
aussi bien survenir au sein d' un inter-
médiaire de réplication du virus suite
a la présence des nombreuses répéti-
tions directes ou inverses jalonnant le
génome, qu'entre les intermédiaires
de réplication d'un virus ou de virus
différents voire entre I’ADN viral et
I’ADN cdllulaire.



La recombinaison illégitime est aussi
nommée recombinaison non homo-
logue car elle survient entre
sequences d’ADN présentant peu,
voire aucune homologie de séquence.
Elle ne nécessite ni la spécificité de
site, ni |’ action d' ééments génétiques
définis, tels les transposons. Elle sur-
vient cependant & une fréguence
moindre gque la recombinai son homo-
logue (Umene, 1999).

CONSEQUENCES BIOLOGIQUES
DE LA RECOMBINAISON CHEZ
LESALPHAHERPESVIRUS

Les conséguences biologiques de la
recombinaison dérivent de la généra-
tion de nouvelles combinaisons de
matériel génétique. Larecombinaison
peut aboutir aussi bien a des réarran-
gements intramoléculaires, telles des
inversions, des duplications et des
délétions de ségquences uniques (iso-
méres génomiques résultant de la
recombinaison  intramoléculaire),
gu’ ala génération de nouveaux virus,
par exemple, suite alarecombinaison
entre deux souches parentales diffé-
rentes (Umene, 1999 ; Umene et
Sakaoka, 1999). La présence des
inversions de séquences uniques dans
les génomes du BHV-1 et de I'HSV-1
serait ains le résultat d'épisodes de
recombinaison homologue entre
répétitions inversées d'un méme
concatémeére ou de deux concaté-
meéres différents (Bataille et Epstein,
1997 ; Martin et Weber, 1996 ;
McVoy et al., 1994 ; 2000) (figure 6).
D'un point de vue évolutif la présence
des répétitions inversées résulterait
elle-méme d’ épisodes de recombinai-
son illégitime entre deux molécules
de méme séguence mais d’ orientation
opposée (Umene, 1999 ; Umene et
Sakaoka, 1999) (figure 7). D'autre
part, un épisode de recombinaison
illégitime entre deux molécules de
méme séquence alignées incorrecte-
ment mais dans la méme orientation
meéne a |'apparition de répétitions
directes au sein du génome (Umene,
1999) (figure 7). Tout événement
supplémentaire de recombinaison
illégitime entre deux séquences
uniques arrangées en orientation
opposée ménera a |'expansion des
répétitions inversées et a laréduction

Répétitions inversées Répétitions directes

DR DR
[>—2]

Figure 6 : Evénements de recombinaison entre séquences répétées. Les séquences répétées sont représentées par
des rectangles associés a des triangles indiquant leurs orientations. La recombinaison entre répétitions inver sées
(répétition interne ; IR et répétition terminale ; TR) mene a une inversion de la séquence unique courte (US). La
recombinaison entre répétitions directes (DR) mene a la délétion de la séquence flanquée par celle-ci. La recom-

binaison est indiquée par des lignes pointillées (adapté d'Umene, 1999).

des séquences uniques comme cela a
été observé chez I'HSV-1 et le cyto-
mégalovirus humain (Umene, 1999).

De nombreuses études portant sur la
génération de nouveaux virus par
recombinaison ont été réalisées. Clest
ains qu'en 1955, Wildy a démontré
I’ existence du phénomeéne de recom-
binaison chez I'HSV-1 en isolant un
virus sauvage suite a la co-infection
de deux mutants thermosensibles. En
1986, Javier et collaborateurs ont ino-
culé deux souches non virulentes de
I'HSV-1 a des souris. La plupart des
animaux co-infectés sont morts, alors
gue les animaux ayant recu une dose
similaire ou cent fois plus élevée de
chaque virus séparément ont survécu.
Ils ont ainsi démontré que deux
souches avirulentes de I'HSV-1 pou-
vaient interagir in vivo pour produire
des recombinants virulents |étaux.
Nishyama et collaborateurs (1991)
ont pour leur part utilisé des enzymes

1) 1 234567829
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de restriction pour montrer qu’une
souche délétée dans le géne codant
pour lathymidine kinase de I'HSV-2
et la souche neuroinvasive syn de
I'HSV-1 peuvent recombiner apres
co-inoculation.

Des recombinaisons surviennent
aussi entre souches atténuées de PrV
in vitro et in vivo chez le mouton
(Henderson et al., 1990). Une expé-
rience similaire chez le porc, hote
naturel du PrV, a permis la recombi-
naison génétique entre différentes
souches de PrV lorsqu’elles étaient
inoculées en des endroits différents
(inoculation intranasale pour une des
souches et intramusculaire pour
I"autre) (Henderson et al., 1991).
Dangler et collaborateurs (1993) ont
montré, par amplification génique,
I’ apparition de souches recombi-
nantes apres co-infection chez le porc
de deux souches vaccinales modifiées
de PrV, I'une délétée dans le géne

1 23456789

<
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Figure 7 : Génération de séquences répétées par recombinaison illégitime (ligne pointillée). Les séquences
uniques sont représentées par une ligne continue terminée par une fléche indiquant leurs orientations. Les répéti-
tions se présentent sous forme de rectangles associés a des triangles indiquant leurs orientations. La recombinai-
son illégitime entre deux molécules alignées incorrectement dans la méme orientation produit la molécule (2). Le
résultat d'un événement de recombinaison illégitime entre deux molécules en orientation opposées produit la molé-
cule (4) (adapté d'Umene, 1999).
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codant pour la thymidine kinase et la
glycoprotéine g (TK-/gE-), I'autre
étant une souche virulente de PrV
(TK+/gE+). Aprés co-inoculation de
porcs avec les deux souches, ils ont
constaté que 1,3 % des virus excrétés
possédaient un phénotype recombi-
nant TK-/gE+. La recombinaison
chez les Herpesviridae n'est donc pas
un événement rare en conditions
expérimentales comme le confirme
une étude sur I"herpésvirus féin de
type 1 (feline herpesvirus 1 ; FHV-1).
En effet, lors d'expériences de co-
infection in vitro avec différentes
souches de I'FHV-1, il a été montré
que 10,1 & 21,5 % des virus produits
étaient des virus recombinants (Fujita
et al., 1998).

Un travail considérable concernant
les recombinaisons génétiques a été
réalisé par Glazenburg et collabora-
teurs en 1994. Premiérement, ces
auteurs ont confirmé que la co-inocu-
lation intracérébrale chez la souris de
deux souches de PrV non létales
génére des recombinants |étaux.
Toutefois, pour générer des recombi-
nants, il est nécessaire d'utiliser des
doses de 10° unités formant plage des
deux souches parentales. De plus,
contrairement aux données émises
par Henderson et collaborateurs
(1990), les deux souches doivent étre
inocul ées au méme site chez la souris.
Cette contradiction peut Sexpliquer
par le fait que les virus et les hotes
utilisés étaient différents, ce qui peut
influencer la multiplication ainsi que
la dissémination des virus au sein de
I"héte. Ils ont également abordé le
sujet de l'interférence, cest a dire
lorsqu'une cellule infectée par un ou
des virus devient résistante a toute
autre infection, rendant ainsi tout évé-
nement de co-infection impossible
(Glazenburg et al., 1994). Un inter-
valle de deux heures entre I'inocula-
tion de la premiére et de la seconde
souche a permis la recombinaison
et/ou la complémentation. La distan-
ce entre les sites génomiques suppor-
tant la recombinaison n'a pas joué un
réle prédominant dans la fréquence
decelle-ci.

L’ ensemble de ces données démontre
le risque d’une recombinaison géné-
tique entre deux souchesvirales diffé-
rentes (figure 8), par exemple, de
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BHV-1, dans la muqueuse nasale de
bovins simultanément vaccinés avec
un vaccin vivant délété dans le gene
codant pour la glycoprotéine E
(Bayovac®, Bayer ou Rhinobovin®,
Hoechst) et infectés par le virus sau-
vage. D’autres cas de figure sont
envisageables comme, notamment, la
présence d’ une de ces deux souches a
I’état latent. Un épisode de réactiva-
tion et réexcrétion de la souche laten-
te pourrait provoquer sa présence au
niveau de la muqueuse nasale au
méme moment qu’une autre souche
et dés lors étre & I’ origine de phéno-
menes de recombinaison. La présence
de deux souches de BHV-1 diffé
rentes a I’ état latent a été également
démontrée, offrant de ce fait encore
un scénario supplémentaire de
recombinaison (Whetstone et Miller,
1989). Cependant de telles recombi-
naisons n’ ont pas été observeées sur le
terrain en ce qui concernele PrV.

La recombinaison est un des princi-
paux mécanismes de I'évolution des
Herpesviridae (Weir, 1998 ;
McGeoch, 1999 ; Umene, 1999). De
fait, elle constitue, de par sa capacité
a réarranger le génome viral, un des
meécanismes pivots du processus évo-
Iutif. Ce r6le centra, €lle le partage
avec deux autres grands processus
générateurs de diversité, d'une part
les acquisitions d/ADN étranger (ou
elle pourrait avoir également joué un

Figure 8 : Msualisation par immunofluorescence
d'une plage de lyse induite par un virus recombinant
obtenu aprés co-infection in vitro de deux souches de
BHV-1 (bovine herpesvirus 1) délétées respective-
ment pour les glycoprotéines gC ou gE. Deux anti-
corps ont été utilisés, un dirigé contrela gC et I'autre
contre la gE. Ces deux anticorps primaires ont été
révélés par deux anticorps secondaires, |'un spéci-
fique de I'anticorps primaire anti-gC, couplé a la
fluoroscéine (coloration verte) et |'autre, spécifique
de|'anticorps primaire anti-gE, couplé a la R-phyco-
érythrine (coloration rouge) (Schynts et al., 2001).

réle), d'autre part la substitution
nucl éctidique (de moindre importan-
ce cependant chez les Herpesviridae)
(Weir, 1998 ; McGeoch, 1999 ;
Umene, 1999). Dans le domaine des
réarrangements génomiques, la
recombinaison serait aussi respon-
sable de I'apparition des nombreuses
inversions, duplications et autres
délétions qui caractérisent la famille
des Herpesviridae (figures 6 et 7).
Enfin, en ce qui concerne I'acquisi-
tion de nouvelles séquences d'ADN,
la recombinaison pourrait également
jouer un role, dans la mesure ou elle
peut se produire entre séguences
d'ADN d'origines distinctes, viraes
ou cellulaires. Cette derniére possibi-
lité pourrait étre al'origine de la pré-
sence de nombreux genes, tout parti-
culierement les genes de réplication
qui sont trés proches de leurs homo-
logues cellulaires.

CONCLUSIONS

Larecombinaison et |alatence consti-
tuent les caractéristiques biologiques
essentielles des Herpesviridae.
L'étude des polymorphismes de res-
triction a montré que la recombinai-
son survient a des fréquences élevées.
Elle risque, par conségquent, de
constituer une menace sanitaire par sa
capacité a générer de nouveaux virus
aliant, suite & la recombinaison, des
caractéristiques issues d’'une souche
vaccinale a la virulence d'un virus
sauvage. Ce danger, non négligeable,
doit étre évalué précisément par la
mise en place d'éudes complémen-
taires. Celles-ci pourraient, par
exemple, porter sur la quantification
in vivo du processus au cours du
temps ou encore sur l'influence de
I'interférence virale sur ce méme pro-
cessus. D'autre part, les conségquences
nombreuses et multiples de larecom-
binaison semblent avoir un impact
considérable au niveau évolutif. Des
recherches sont également néces-
saires afin d'évaluer plus précisément
cet impact et sa contribution exacte a
I'évolution des Herpesviridae.
Ensuite la nature des mécanismes
sous-jacents a la recombinaison
demande a étre explorée, particuliére-
ment en ce qui concerne leurs liens
avec les mécanismes de la réplica-
tion. Enfin il serait utile d'éudier la



structure des intermédiaires de repli-
cation des herpésvirus appartenant a
la classe d'organisation génomique D.
En effet, l'organisation génomique
plus simple de ces derniers par rap-
port a ceux de laclasse E devrait per-
mettre une meilleure compréhension
des mécanismes réplicatifs et de
recombinaison des herpésvirus.
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RECOMBINATION IN ALPHA-
HERPESVIRUSES

The Herpesviridae family is a
double-stranded DNA virus fami-
ly, the ancestor of which should
have appeared four hundred
million years ago. The classifica-
tion of these viruses is based on
either their biological properties
(three sub-families Alpha-,
Beta-, Gammaherpesvirinae) or
their genomic structures (groups
A to F). Their genomic struc-
tures, their replication, packa-
ging and cleavage of the geno-
me, the recombination and their
biological properties are discus-
sed in this article. Given their

respective importance in human
and veterinary medecines, a
special attention is drawn on two
viruses, namely herpes simplex
virus 1 and bovine herpesvirus
1, members of the sub-family
Alphaherpesvirinae. The biologi-
cal consequences of recombina-
tion increase the necessity for a
better understanding of this pro-
cess. Several topics, such as
the close association of recom-
bination with viral replication, its
role and its contribution to the
evolutionary need to be further
explored.
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