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DESCRIPTION DU SUJET DE RECHERCHE
ABORDE

L' herpésvirus bovin 1 (BoHV-1) appartient alafamille des
Herpesviridae. Le génome des herpésvirus est constitué
d’une molécule d’ ADN double brin. Cet ADN est compris
dans une capside de symétrie icosahédrique entourée d’ une
bicouche lipidique (enveloppe) au sein de laquelle les gly-
coprotéines virales sont ancrées. Aprés infection par voie
intranasale, le BoHV-1 est responsable de la rhinotrachéite
infectieuse bovine (IBR). La vaccination permet de confé-
rer une protection clinique du bovin. Actuellement, les vac-
cins disponibles sont délétés dans le géne codant pour la
glycoprotéine E (gE) permettant, grace a un test de détec-
tion des anticorps dirigés contre gE, la différenciation séro-
logique entre animaux vaccinés et animaux infectés.
L' utilisation de vaccins vivants délétés en gE souléve la
question du risque de recombinaison entre souches vacci-
nales et souches sauvages qui pourrait conduire a |’ appari-
tion de virus recombinants dél étés en gE conservant laviru-
lence de la souche sauvage.

La recombinaison d ADN entre souches d’un méme her-
pésvirus semble étre un mécanisme de variabilité génétique
jouant un réle dans leur évolution. Elle a été étudiée a la
fois in vitro et in vivo. Cependant, |’ approche in vitro ne
refléte que partiellement la situation naturelle in vivo. In
Vivo, les études menées sur le virus herpes simplex 1 (HSV-
1) et levirus de lamaladie d’ Aujeszky (PRV) ont démontré
gue deux souches non virulentes peuvent interagir in vivo
conduisant alamort des animaux coinocul és suite al’ appa-
rition de virus recombinants virulents. Cependant les

approches méthodologiques utilisées afin d’étudier la
recombinaison in vivo n'ont pas permis |’investigation de
certains aspects liés a la recombinaison comme, par exem-
ple, la détermination de I’ évolution des proportions relati-
ves des populations virales parentales et recombinantes au
cours de la totalité de la période d’ excrétion chez I'animal
coinoculé. De plus, les herpésvirus s établissent a I’ état
latent chez I'héte infecté et peuvent périodiquement étre
réactiveés et réexcrétés. Dans ce contexte, aucune étude n'a
investigué le devenir des recombinants aprés passage a
|"état latent. La biologie de I'infection du bovin par le
BoHV-1 rend ce virus un excellent candidat afin d’étudier
larecombinaison in vivo chez les herpésvirus afin de déter-
miner (i) la nature des virus résultant de la coinoculation,
sur le site naturel d'infection, de deux souches distingua-
bles, (ii) I’évolution des différentes populations virales
(parentales et recombinantes) au cours de la période d’ ex-
crétion virale suivant cette coinoculation, (iii) la possibilité
de persistance a I’ état latent des populations virales recom-
binantes la possibilité de leur dissémination aprés réactiva-
tion.

Ce travail a donc été entamé afin d' éudier la recombinai-
son chez le BoHV-1 suivant deux approches méthodologi-
gues complémentaires:

- L’éude in vivo de la recombinaison, dans le modéle ani-
mal parfaitement homologue qu’ est le bovin, par 1a coin-
fection, par voie intranasale, de deux souches génétique-
ment distinctes du BoHV-1 dont une délétée dans le géne
codant pour la glycoprotéine C et l'autre délétée dans le
gene codant pour la glycoprotéine E.
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- L’étude in vitro de I'inversion de segments génomiques
chez le BoHV-1, conséquence directe de la recombinai-
son homologue entre séquences d’ ADN répétées inver-
sées présentes dans |’ ADN viral.

RESULTATS
1: Etudein vivo delarecombinaison chez le BoHV-1

De maniére & étudier la recombinaison in vivo chez le
BoHV-1, deux souches mutantes ont été utilisées: la sou-
che Lam gC-, délétée dans|e géne codant pour la glycopro-
téine gC (gC-/gE+) et la souche Lam gE-, délétée dans le
géne codant pour la glycoprotéine g (gC+/gE-). La
recombinaison entre ces deux souches parentales doit théo-
riqguement générer des virus recombinants de deux types.
Les premiers positifs pour gC et gE (gC+/gE+) et les
seconds négatifs pour ces deux glycoproténes (gC-/gE-).

Dix veaux (groupe A) ont été coinoculés par voie intrana-
sale par les souches Lam gC- et Lam gE-. Comme contro-
les, 5 veaux (groupe B) ont été inoculés par la souche Lam
gC- et 5 veaux (groupe C) ont été inoculés par la souche
Lam gE-. De maniére a réactiver une éventuelle infection
latente, une réactivation expérimentale a été réaisée a la
dexaméthasone 12 semaines aprés inoculation. Durant ces
deux périodes, des écouvillons nasaux ont été prélevés quo-
tidiennement pendant 14 jours chez tous les veaux afin
d’estimer I’ excrétion et la réexcrétion virae. Les virus pré-
sents dans les écouvillons nasaux prélevés ont été isolés et
caractérisés comme virus parentaux ou recombinants gréce
au développement d’ une méthodologie aliant PCR (carac-
térisation génotypique) et immunofluorescence (caractéri-
sation phénotypique). Brievement, le test PCR développé
co-amplifie simultanément une séquence d' ADN du géne
gC et une séquence d’ ADN du géne gE tandis que le test
immunofluorescent utilise deux anticorps monoclonaux, un
dirigé contre gC et I’ autre contre gE.

Aprés inoculation, le BoHV-1 a été détecté dans les sécré-
tions nasales de tous les veaux des groupesA, B et C. Tous
les veaux des groupes A et B ont réexcrété du BoHV-1
apres réactivation. Dans le groupe C, 4 des 5 veaux ont
réexcrété la souche gC+/gE- aprés réactivation. La caracté-
risation de 20 isolats viraux a partir des écouvillons nasaux
prélevés le jour 5 aprés coinoculation chez les veaux du
groupe A a démontré que des virus recombinants des deux
types (gC+/gE+ et gC-/gE-) ont été générés chez tous les
veaux coinoculés. Afin de déterminer |’ évolution des diffé-
rentes populations virales durant la période d’ excrétion,
3veaux du groupe A ont été sélectionnés de maniéere aléa
toire. Les virus présents dans les écouvillons nasaux conte-
nant du BoHV-1 ont été isolés et caractérisés de maniére a
décomposer la courbe d’ excrétion totale de chaque veau en
4 sous courbes représentant |’ évolution des 4 populations
virales durant I’entiéreté de la période d excrétion (la
Figure 1 montre les résultats obtenus pour le veau 3. Les
mémes résultats ont été obtenus pour lesveaux 1 et 2). Les
résultats démontrent que (i) la recombinaison alieu préco-
cement, des virus recombinants ayant été détectés deux
jours apres coinoculation, (ii) les proportions relatives des
différentes populations virales (parentales et recombinan-
tes) évoluent au cours de la période d’ excrétion virae vers
une situation ou deux d entre elles prédominent (la paren-
tale gC-/gE+ et la recombinante gC+/gE+) sans totalement
éliminer la présence des deux autres (la parentale gC+/gE-
et la recombinante gC-/gE-). Finalement, la caractérisation
des virus isolés a partir des écouvillons nasaux prélevés au
jour 8 apres réactivation démontre que seulement 2 des 4
populations ont été détectées (gC+/gE+ et gC-/gE+). En
effet, les populations gC+/gE- et gC-/gE- n'ont pas été
détectées aprés réactivation alors que la population
gC+/gE-, inoculée seule (groupe C), a été détectée dans les
écouvillons nasaux de 4 des 5 veaux de ce groupe aprés
réactivation.
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Evolution des populations virales chez un veau
Y coinoculé par les souches gC-/gE+ et gC+/gE-.
Ce veau a été inoculé au jour 0. Une réactiva-
tion expérimentale a été réalisée 12 semaines
apres coinoculation. Des écouvillons nasaux ont
été prélevés quotidiennement et letitreviral total
a été déterminé pour la période d’excrétion
(courbe de gauche) et de réexcrétion (courbe de
\ droite). Les virus présents dans les écouvillons
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2: Etude in vitro de I'inversion de segments génomi-
ques chez le BoHV-1, conségquence directe de la
recombinaison durant laréplication del’ ADN viral

Les génomes des herpésvirus sont caractérisés par la pré-
sence de séquences répétées directes ou inversées qui a
conduit ales répartir en 6 classes génomiques (nommeées A
a F). Les génomes de classe D comprennent un segment
d’ADN uniquelong (L) et un court (S). Ce dernier est flan-
qué de deux séquences répétéesinversées. Laréplication de
I”’ADN produit des concatémeéres, constitués de génomes
unitaires liés les uns aux autres de fagon covalente dans un
arrangement téte-a-queue, qui sont clivés durant le proces-
sus d encapsidation de I’ADN dans la capside. Les géno-
mes de classe D encapsidés comprennent des quantités
équimolaires de deux isoméres suite a I’inversion libre du
segment S (I’inversion de segments génomiques chez les
herpésvirus a été attribuée a des événements de recombi-
naison entre les séquences répétées inversées). Le segment
L quant a lui reste fixé de facon prédominante dans une
orientation prototype (P). Cependant, de faibles quantités
de génomes ayant le segment L dans une orientation inver-
see (I.) ont été détectées chez certains génomes de classe
D. La présence des génomes |, a été attribuée a des inver-
sions peu fréquentes du segment L. Cependant, la détection
d’inversions fréquentes du segment L dans les concatémeé-
res de I"herpésvirus équin 1 (Slobedman et Simmons,
1997) suggeére que la limitation pourrait étre davantage une
conséquence d' un défaut de clivage ou d’ encapsidation que
d’inversion. Lors de cette étude, les structures de I’ADN
encapsidé et concatémérique d’un autre génome de classe
D, le BoHV-1, ont été déterminées. |l a été démontré que
I”ADN encapsidé du BoHV-1 contient de faibles quantités
de génomes |, tandis que I’ADN concatémérique contient
des quantités équimolaires de segments L dans les deux
orientations possibles, confirmant pour la premiére fois
que, durant la réplication de I’ ADN viral, les génomes I,
sont formés de facon aussi efficace que les génomes P suite
a des événements de recombinaison. Ce résultat indique
clairement que les faibles taux de génomes || présents dans
I’ADN encapsidé du BoHV-1 sont davantage liés a un
défaut de clivage et/ou d’'encapsidation de ces formes
génomiques qu’ a un défaut au niveau de leur formation. De
plus, les résultats obtenus démontrent que les extrémités
des concatémeéres du BoHV-1 contiennent une prépondé-
rance de terminaisons génomiques précurseurs des géno-
mes P comparable a la prépondérance des génomes P
encapsidés. En conséquence, la limitation de formation des
génomes |, semble étre liée & un défaut au niveau du cli-
vage du concatémeére. Ces résultats ont des implications
importantes pour les mécanismes par lesquels I’ADN des
herpésvirus est clivé et encapsidé. IIs confirment également
|"importante capacité de recombinaison du génome des
herpésvirus.

CONCLUSIONSET PERSPECTIVES
1: Etudein vivo delarecombinaison chez le BoHV-1

L es résultats obtenus chez les veaux inoculés par la souche
gC+/gE- (groupe C) ont permis de confirmer que la délé-
tion en gE n'affecte pas (i) la multiplication virale aprés
inoculation intranasale; (ii) I’ établissement a I’ état latent;
(i) laréactivation et la réexcrétion virales aprés traitement
a la dexaméthasone. Ils démontrent la possibilité de disse-
mination des souches vaccinales délétées. Dans ce
contexte, le développement d'un test PCR amplifiant
simultanément un fragment des genes gE et gC apporte
donc un outil diagnostic important permettant la surveil-
lance de la dissémination des souches vaccinales sur le ter-
rain. De plus, les souches vaccinales gE- pouvant se dissé-
miner, elles n’offrent pas a I'heure actuelle une sécurité
d’emploi totale. Une des perspectives du travail pourrait
donc étre la mise au point d' un vaccin, toujours délété en
gE mais également délété en une autre glycoprotéine virale
comme par exemple, gM. En effet, il vient d’ é&tre démontré
chez le PRV que la délétion simultanée de gE et gM inhibe
complétement |’ enveloppement lors de la multiplication
virale (Fuchs et al., 2002). L' utilisation d’ une telle souche
comme vaccin permettrait e développement d’ une réponse
immune protectrice, tout en conservant la spécificité du
marqueur gE et en diminuant drastiqguement la possibilité
de dissémination des souches vaccinales.

L’ étude de la recombinaison in vivo entre deux souches du
BoHV-1 (groupe A) a permis de démontrer que (i) la
recombinaison in vivo a lieu rapidement apres coinocula
tion et est fréquente; (ii) les proportions relatives des diffé-
rentes populations virales (parentales et recombinantes)
évoluent durant la période d’ excrétion virae chez I'animal
coinoculé; (iii) aprés passage al’ état latent, les virus résul-
tant de la coinoculation sont directement soumis a un pro-
cessus sélectif chez I'animal coinoculé.

Les glycoprotéines gC et gE du BoHV-1 sont impliquées
respectivement dans la phase d attachement initiale du
virus a la cellule (Liang et al., 1991) et dans le passage
direct du virus de cellule-a-cellule (Rebordosa et al., 1996)
tout comme les glycoprotéines homologues du PRV et de
I"HSV-1. La détection de grandes quantités de virus recom-
binants doublement positifs n’est pas surprenante en soi,
ces virus possedant les caractéristiques des souches sauva-
ges. Par contre, la détection de recombinants doublement
négatifs, méme en faibles quantités, chez tous les animaux
coinoculés, est surprenante a la lumiére de deux études
démontrant que cette double délétion chez le PRV affectait
de maniére drastique la capacité de réplication alafoisin
Vvitro et in vivo (Zsak et al., 1992; Nauwynck et al., 1999).
De maniére aréconcilier ces résultats apparemment contra-
dictoires, nous posons |” hypothése d’ une transcomplémen-
tation phénotypique des recombinants de ce type, pouvant
expliquer leur détection aisée dans nos conditions expéri-
mentales. En effet, ils ont été générés obligatoirement dans
une cellule coinoculée par les deux souches parentales,
exprimant & la fois gC et gE. Cette transcomplémentation
leur permettant ainsi d'interagir avec leur environnement
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auss efficacement gu’ une souche sauvage. Une des pers-
pectives de ce travail sera de vérifier cette hypothése en
comparant la capacité de réplication de la souche gC-/gE-
en présence ou en |’ absence d’ une souche sauvage.

Les résultats indiquent également que seulement 2 des 4
populations virales présentes lors de la phase d’ excrétion
virae ont été détectées au niveau de la muqueuse nasale
aprés réactivation. En effet, aucun virus parental gC+/gE-
ou recombinant gC-/gE- n’ont été détectés apres réactiva
tion bien que la souche gC+/gE-, inoculée seule (groupe
C), ait été détectée apres réactivation. La possibilité qu’ une
souche gE- soit réactivée chez des veaux simultanément
infectés porteurs latents d' une souche gE+ est donc extré-
mement faible. Les conséquences épidémiologiques de
cette observation sont importantes dans le contexte de |’ uti-
lisation des vaccins marqués. En effet, le risque d’ appari-
tion et de dissémination, aprés passage al’ état latent, d' une
souche recombinante délétée dans le gene gE, bien que ne
pouvant étre réduit a zéro, est extrémement faible.

2: Etude in vitro de I'inversion de segments génomi-
ques chez le BoHV-1, conséquence directe de la
recombinaison durant laréplication del’ ADN viral

La recombinaison est intimement liée a la réplication de
I’ADN viral au sein de la cellule infectée (Roizman et
Knipe, 2001). La détermination de la structure de I'ADN
encapsidé et des intermédiaires de réplication de I’ ADN du
BoHV-1 adonc été réalisée.

De faibles quantités des génomes encapsidés du BoHV-1
possedent un segment L en orientation inversée (génomes
I, ) comme cela a été démontré dans le cas de certains her-
pesvirus de classe D comme le VZV (Davison, 1984;
Kinchington et al., 1985) et le PRV (DeMarchi et al., 1990)
mais pas pour I'EHV-1 (Chowdhury et al., 1990;
Yalamanchili et O’Callaghan, 1990; Slobedman et
Simmons, 1997). Les mécanismes responsables de la pré-
sence de génomes |, dans I’ ADN encapsideé de certains her-
pésvirus de classe D restant inconnus, la structure des
concatémeres du BoHV-1 a été déterminée afin de quanti-
fier I'inversion du segment L. L es résultats obtenus démon-
trent que des quantités éguimolaires de génomes I, et P
sont formées durant laréplication del’ ADN vira des géno-
mes de classe D suite a des événements de recombinaison
homol ogue fréquents entre séquences répétées inversaes.

L'analyse des fragments d’ ADN terminaux présents aux
extrémités de I’ADN concatémérique du BoHV-1 et de
I"EHV-1 (Slobedman et Simmons, 1997) démontre que de
faibles quantités de fragments terminaux précurseurs des
génomes || sont présents aLix extrémités des concatémeéres
du BoHV-1 alors que le méme type de fragments terminaux
est présent en grande quantité dans le cas de I'EHV-1. Le
clivage des jonctions entre unités génomiques adjacentes
conduisant & la formation de génomes |, dans I’ADN
concatémérique est donc fortement inhibé dans le cas du
BoHV-1 mais pas dans le cas de I’'EHV-1. Ce résultat sug-
gere que les faibles quantités de génomes |, encapsidés
dans le cas du BoHV-1 sont davantage attribuables a une
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restriction de clivage tandis que dans le cas de I'EHV-1
I’ absence compléte de génomes |, encapsidés est davan-
tage attribuable a une restriction au niveau de I’ encapsida-
tion.

Chez les herpésvirus, le processus du clivage et de I’ encap-
sidation de I’ADN a partir de I'’ADN concatémérique est
dirigé par la présence de séquences agissant en cis, pacl et
pac2 (Deiss et Frenkel, 1986; Deiss et al., 1986; McVoy et
al., 1998; 2000). Aussi, les terminaisons du segment L des
génomes |, chez les herpésvirus de classe D ont été analy-
sées de maniére a estimer si des homologies de séquence a
pac2 (séguence se trouvant a I'extrémité P du génome)
peuvent expliquer les différences observées dans le clivage
et I’ encapsidation des génomes de classe D. Cette analyse a
permis la reconnaissance d'un motif particulier de la
séguence pac2 présent aux extrémités I, des génomes
encapsidant de faibles quantités de génomes |, (VZV, PRV,
BoHV-1) mais absent chez I'EHV-1. Ce motif pourrait
ainsi étre responsable de I'initiation de I’ encapsidation des
génomes |, observée chez ces trois espéces virales. De
plus, une sequencericheen A et T pouvant expliquer le cli-
vage fréguent des génomes || & partir de I’ADN concaté-
mérique a été identifiée chez I'EHV-1 tandis que le méme
type de séguence est complétement absent dans le cas du
BoHV-1 pour lequel le clivage a ce niveau est fortement
inhibé.

Ces observations permettent de poser I hypothése que des
séguences distinctes sont impliquées dans le clivage et
I’encapsidation. L'analyse des fragments terminaux des
concatémeres du PRV et du VZV, ces deux virus possédant
une séquence riche en A a |’extrémité 1, de leur génome,
ainsi que des études de mutagenése au niveau de ces
séquences chez les génomes de classe D, permettront de
vérifier cette hypothése. La compréhension des mécanis-
mes de clivage et d’ encapsidation est rendue d’ autant plus
nécessaire suite au dével oppement croissant d’ agents théra-
peutiques visant cette étape cruciae du cycle viral des her-
pésvirus.

Les résultats obtenus lors de cette partie du travail ont éga-
lement démontré que la recombinaison avait lieu fréquem-
ment entre concatémeres ou au sein d’'un méme concaté-
mere suite a |’ observation fréquente de I'inversion des
segments L adjacents. De plus, la structure des intermédiai-
res de réplication générés suite a I'infection d'une souche
du BoHV-1 ayant été déterminée, la recombinaison entre
deux souches distinctes du BoHV-1 pourra étre investiguée
suite al’ analyse de la structure des concatémeres générés a
la suite de leur coinoculation.

Les résultats obtenus lors de ce travail démontrent la forte
capacité de recombinaison du génome du BoHV-1 en situa-
tion de coinoculation simultanée. Il sera également trés
intéressant de déterminer I'effet d’une augmentation de
I'intervalle de temps entre I'infection cellulaire par une
premiére souche virale et par une seconde sur la recombi-
naison entre ces souches. Cette approche reflétant davan-
tage les situations qui existent sur le terrain. En effet, la
probabilité d’ une coinoculation simultanée par deux sou-
chesvirales distinctes reste faible.
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