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Résumeé

bY

Le cytomégalovirus humain (CMV) appartient a la stamille des Betaherpés virus.
L’homme est son seul réservoir et il infecte 400&9de la population mondiale. Ce virus,
rarement dangereux pour le sujet immunocompéteptesente une réelle menace chez le
patient immunodéprimé comme le transplanté d’org@mees la primo-infection, le CMV
diffuse dans tout I'organisme et alterne des phdsekatence et de réactivation. Il consacre
20% de son génome a diverses stratégies d’échappemmaunitaire.

Les objectifs de notre travail sont de décrire dams premiére partie

1- la variabilité de six genes, codant quatre pmet immunomodulatrices (UL18, UL40,
ULl1lla et US3) et deux protéines immunodominanite$ €t pp65), dans des souches de
CMV directement séquencées a partir de sang tatatiw LBA de patients infectés et
immunodéprimés,

2- le mécanisme conduisant a cette variabilité

3- la répatrtition des souches virales dans le sataget le LBA (compartimentation).

La deuxiéme partie est consacrée a I'expressida gemtéine immunomodulatrice pUL40.

Nos travaux ont permis de confirmer I'existencendfwlymorphisme notable, supérieur a ce
qui est déja décrit. Des conséquences fonctiormpbherraient en découler dans les protéines
correspondantes. L’étude silico de la variabilit¢ du CMV met en lumiéere le réle€ de la
recombinaison comme mécanisme évolutif majeur. Ngasgons pas mis en évidence de
compartimentation des souches virales dans le8liias analysés.

Nos résultats préliminaires indiquent la faisadilite la sur-expression de la protéine pUL40,

permettant ultérieurement de mieux comprendre@agibns.

Mots clés :CMV, variabilité, recombinaison, souches cliniqaesCMV, compartimentation,

outils bioinformatiques, expression pUL40

Ce travail a été réalisé au sein de 'EA2968, Ursié Victor Segalen Bordeaux 2
146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux Cédex.
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Abstract

Human Cytomegalovirus (CMV) belongs to the Betabhsyruses sub-family. Human beings
are its sole reservoir and it infects 40 to 90%ha& world population. This virus is rarely
dangerous for the immunocompetent host, but repteseproblematic opportunistic agent in
immunocompromised patients, such as transplanpiests. After primary infection, CMV
spreads widely in the organism and alternates dgtand reactivation phases. CMV dedicates
20% of its genome to various immune escape stedegi

Our aims were to describe, in a first part,

1- the variability of six CMV genes, which encodammunomodulatory proteins (UL18,
UL40, UL1l1lla and US3) and two immunodominant preeflEL1 and pp65), after direct
amplification and sequencing from whole blood amdnbhoalveolar lavages (BAL) taken
from infected immune compromised patients,

2- the mechanism responsible for this variability

3- the distribution of CMV strains in whole blooddhBAL (compartmentalization).

In a second part, we attempted pUL40 expression.

Our results confirmed the existence of a noticegdab/morphism, superior to what was
previously described. Functional consequences catife for the corresponding proteins.
Our in silico study of CMV variation indicated a key role forcoenbination as a major
evolutionary mechanism. We have observed little Cebmpartmentalization among the
investigated samples.

Our preliminary results indicated pUL40 may be esepressed, which could allow a better

understanding of its functions in a near future.

Keywords : CMV, variability, recombination, CMV clinical stigs, compartmentalization,
sequence analysis, pUL40 expression
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Introduction

|. Biologie générale des Herpesviridae

Dans la nature, les herpesvirus infectent les esp&ertébrées et non vertébrées.
Parmi la centaine d’herpesvirus au moins partiedi@taractéerisés, seulement huit infectent
'homme : herpes simplex virus types 1 et 2 (HS¥t12), varicelle-zona virus (VZV ou
HHV-3 pour herpesvirus 3 humain), Epstein-Barr si(@&EBV ou HHV-4), cytomégalovirus
(CMV ou HHV-5), herpesvirus 6 humain (HHV-6, variamA et B), herpesvirus 7 humain
(HHV-7), et herpesvirus 8 humain (HHV-8). Un virsisnien, nommeé virus B, peut infecter
occasionnellement les humains.

Les herpesvirus infectant I'homme possedent qugtrepriétés biologiques
importantes. lls codent tous des enzymes partiagjémpliqguées dans la biosynthése des
acides nucléiques viraux ; ces enzymes sont stelidment différentes et fournissent des
sites spécifiques pour l'inhibition par des antwix La synthése et 'assemblage de 'ADN
viral sont initiés dans le noyau, tout comme l'asskage de la capside. Le relargage de
nouveaux virions a partir de la cellule infectéecsompagne de la mort de la cellule. Enfin,
tous les herpesvirus peuvent établir une infeckwente a I'intérieur de tissus spécifiques,
caractéristiques de chaque virus, reflétant leigrop tissulaire de chaque membre de cette
famille.

Les herpesvirus ont un arrangement de séquencsslelangénome leur permettant
d’étre divisés en six groupes classés de A a F. hepesvirus infectant 'homme
appartiennent aux groupes C, D et E. Dans le gr&@jpau sont classés le virus EBV et le
virus du sarcome de Kaposi, les séquences répétdasnales divisent le génome en
plusieurs domaines bien délimités. Les génomegalupg D, incluant le virus varicelle-zona,
possedent des séquences terminales répétées aveciemtation inversée. Les génomes de
groupe E, comme celui des herpes simplex virusuetydomégalovirus, sont flanqués a
chaque extrémité de séquences répétées internegmnihales et les séquences internes ont
une orientation inversée.

Indépendamment de ces groupes, les herpesviruglistgds en sous-familles déterminant la
parenté évolutive résumant les propriétés propasmgue membre.

* Alpha herpesvirus ou Alphaherpesvirinae: Ils sont caractérisés par un cycle

reproductif extrémement court (quelques heures, destruction rapide de la cellule

infectée et une capacité a se répliquer dans uge lariété de tissus de I'héte. lls
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établissent leur latence dans les ganglions satsadies nerfs. Cette sous-famille
comprend les herpes simplex virus 1 et 2 et leswaricelle-zona.

* Beta herpesvirus ou Betaherpesvirinae: Leur cycle de multiplication est long
(jours), avec une infection progressant lentemearisdles cellules. Une de leurs
caractéristiques est leur capacité a former de dgsarcellules, spécifique d'une
infection par le cytomégalovirus humain. lls étakdint leur latence dans les glandes
sécrétrices, les cellules endothéliales et lesr&ontrairement au CMV et au HHV-6
qui appartiennent a la méme sous-famille des Bgtekeirinae, le HHV-7 n'a été
spécifiguement rattaché avec certitude a aucunadieabien que ces trois virus soient
suspectés d'interagir ensemble pour induire desadies chez les sujets
immunodéprimés.

e Gamma herpesvirus ou Gammaherpesvirinae: Les gamma herpesvirus ont un
nombre trés limité de cibles cellulaires. lls seplighient dans les cellules
lymphoblastoidiques vitro et peuvent causer des infections lytiques darnsines
cellules. La latence des virus a été démontrée Bensissus lymphoides. Le virus

EBV et le virus du sarcome de Kaposi sont des mesniie cette sous-famille.
Il. Généralités sur le CMV

A. Historique

En 1904, Ribbert, Jesionek et Kiolemenoglou déativeour la premiere fois la
présence de grandes cellules a inclusion intraairelélans le foie, les poumons, les reins et
dans les parotides de feetus et d’enfants mortsiesionek and Kiolemenoglou, 1904;
Ribbert, 1904). lls donnent le nom de « maladie dedusions cytomégaliques ». Le
rapprochement de ces lésions avec les celluleggiens cutanées de la varicelle suggere
I'origine virale de la maladie dans les annéesE201932, il est démontré par Farber que 12%
des enfants morts de pathologies variées sans poimmun apparent posseédent des
inclusions cytomégaliques dans leur glande sabvéiarber and Wolbach, 1932). Le virus
associé est désigné sous le nom de « virus dedegasualivaires ». Dans les années 50, le
virus est isolé pour la premiére fois (Craigal, 1957; Weller and Hanshaw, 1962; Wyatt,
Saxton, anckt al, 1950). En 1956, la réplication de virus respbleale la « maladie des
inclusions cytomégaliques » est obtenue par Sndtis dles fibroblastes humains cultiwés

vitro (Smith, 1956) Cette méme anneée, la souche AD169 est isolée pae Rans le tissu
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adénoidien d’'un enfant apparemment sain (Reta., 1956). Avec la souche Towne isolée
dans l'urine d’'un enfant malad@lotkin et al., 1975), c’est la souche de laboratoire la plus
utilisée. Le terme « cytomeégalovirus » est donnél@d0 par Welleret al en raison de la

morphologie des cellules infectées (Weller, Hansteawd Scott, 1960).
B. Epidémiologie

L’homme est le seul réservoir connu du CMV huma&ncun animal de laboratoire
n'est sensible a ce virus. Il appartient a la Jansile desBetaherpesvirinaeLe CMV est un
virus endémique, présent dans le monde entiefexiste pas d’influence saisonniere, mais la
séroprévalence varie en fonction de plusieurs faste

* Elle augmente avec I'age.

* Elle est plus importante dans les régions en veiedéveloppement (90% en
Afrique et en Asie, 40 a 80% dans les régions itrilisées). Elle diminue avec
'augmentation du niveau socio-économique et smeitgCannon, Schmid, and
Hyde, 2010). En France, en 2002, environ 50% deseg adultes sont
séropositifs vis-a-vis du CMV (Imbert-Marcille, 200

On observe deux pics de contamination pour lestioies communautaires : un au
cours des premiéres années de vie (infection nafeetale et creches et cela concerne 10 a
25% des enfants) et le deuxiéme au début de lsexigelle active.

Chez le sujet infecté, le virus est présent dantetoles sécrétions corporelles : salive, sang,
urine, sperme, larmes, lait maternel, sécrétiomgnades. Le CMV étant un virus enveloppé,
il ne résiste pas dans le milieu extérieur et eBisimis par contact étroit avec ces liquides
biologiques, par voie transplacentaire, par vorggaae.

Chez le sujet immunocompétent, linfection a CMVt ele plus souvent
asymptomatique. La primo-infection peut donner lkeune mononucléose similaire a celle
provoquée par le virus EBV : syndrome pseudo-gfidgaphocytose atypique, pharyngite,
anomalies de la fonction hépatique (Wreghdtt al, 2003). Les résultats sérologiques
permettent de distinguer ces deux étiologies. Engares cas, des complications telles une
pneumopathie, une myocardite, une meéningite asepty un syndrome de Guillain-Barré
peuvent survenir (Gandhi and Khanna, 2004).

L'infection congénitale a CMV est courante et sedwmit pour 0,5 a 2% des
naissances. Environ 10% des enfants infeatésitero vont développer des symptomes

séveres, comme une hépatosplénomégalie, une egtimtrash pétéchial ou purpurique ou
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une atteinte du systéme nerveux central (calcifinat intracraniennes, )..Les enfants
asymptomatiques a la naissance peuvent dévelogsesyhdromes ultérieurement, le plus
fréquent étant une surdité. La maladie congéngaheptomatique est plus frequente quand la
femme enceinte développe une primo-infection a C{8¥ a 50% de risque de transmission
au foetus) plutét qu’une réactivation et/ou uneafeition (0,5 a 2% de risque de transmission
au foetus). La transmission de la mére a I'enfanfast par plusieurs chemins incluant le
placenta (CMV congénital), le lait maternel, lesrééons cervicales et la salive. Un enfant
peut transmettre l'infection & sa mere ou a unarferenceinte par la salive ou les urines. De
plus, I'excrétion du CMV par les enfants infectéprésente un risque particulierement chez
la femme enceinte séronégative qui risque de dppeloune primo-infection durant sa
grossesse. Cependant, une étude récente, portarilgd femmes enceintes (Vauloup-
Fellous et al, 2009) indiquait que des informations simples sur les uress d’hygienes
données a une large population de femmes enceinte®but de leur grossesse réduisaient
significativement l'incidence d’une infection comigale durant la grossesse et le nombre de
foeti infectés. Les mesures préconisées étaienavagée fréquent des mains surtout apres
exposition a la salive ou a I'urine d'un enfantaetimitation des contacts rapprochés avec de
jeunes enfants (baiser sur la bouche, dormir aaatage de la cuillere ou des boissons).

Une autre population a risque est celle des patiemnunodéprimés et en particulier
celle des transplantés pour lesquels primo-infaatioréactivation sont source de morbidité et
de mortalité. Ces patients vont développer uneciitie symptomatique ou asymptomatique.
Les patients séronégatifs ayant recu un organetienps séropositifs pour le CMV peuvent
développer une primo-infection a CMV. La réactigatde I'infection a CMV peut aussi étre
problématique et I'ampleur de I'immunosuppressgirua déterminant majeur de la sévérité
de la maladie.

En 2004, Payat al ont établi des définitions pour les termes « itibeca CMV »,

« maladie invasive a CMV » et «syndrome CMV » @agt al., 2004). Le patient
asymptomatique développe umdection a CMV lorsque la présence du virus est prouvée
dans le sang circulant (viréemie, Ag pp65, ADNémigrsque l'infection est symptomatique,

il s’agit d’'une maladie a CMV : soit un syndrome CMV, soit unemaladie invasive a
CMV. Le syndrome CMV associe fievie 38°C et I'un des signes suivants : malaise,
leucopénie< 3500/uL, lymphocytose atypique 5%, thrombocytopénie, élévation des
transaminases > 2 fois la normale (sauf chez Essplantés hépatiques). La maladie est

invasive lorsqu’il y a dysfonction d’organe (exahtide rejet aigu de I'organe greffé) avec
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preuve de la présence virale dans cet organe (denbiopsie, un liquide de lavage broncho-
alvéolaire (LBA) par exemple).

Actuellement, I'infection a CMV représente la vieospportuniste la plus fréquente apres
transplantation d’organe et, depuis la diffusiorgéade la vaccination contre la rubéole, la
plus fréquente des infections virales congénitdéess les pays industrialisés (Rowshetral,
2005).

C. Pathogenése

Apres contamination, le virus va disséminer dangt tborganisme grace a la
distribution ubiquitaire de ses cibles : cellulesdathéliales, épithéliales, fibroblastiques
(Alain and Mazeron, 2003). La transmission du veadait de cellule a cellule par contiguité.
Les épithélia forment linterface entre les organagectés et leur environnement et
interviennent dans la pénétration et I'excrétionvitus. Elles peuvent se détacher, circuler,
obstruer la lumiére des capillaires et induirefégtion d'un organe (Alain and Mazeron,
2003). Elles transmettent le virus par contact paiynucléaires et aux monocytes circulants.
L’infection de ces derniers est abortive, mais dsviennent permissifs aprés leur
différenciation en macrophages. Les fibroblasteules des tissus conjonctifs, représentent
une cible majeure du virus.

L’infection des monocytes-macrophages et des eslulendritiques joue un rdle
important dans I'évolution de la maladie. Ces des de cellules présentatrices d’antigene
dans la réponse immunitaire représentent eégaledesrgites de latence.

Le tropisme pour les cellules souches myéelomonoegaet les cellules stromales de la
moelle osseuse entraine des perturbations de ltopwigse.

Le virus peut également infecter les cellules mizs@s lisses et provoquer des ulcérations
du tractus gastro-intestinal ou des perforations.t@pisme pourrait également intervenir
dans le processus d’accélération de l'athéros@éf@achter, Sinzger, and Jahn, 1996;
Sinzger and Jahn, 1996; Sinzgéral, 1996).

L’atteinte des cellules du systéme nerveux ceetrdes neurones périphériques est a l'origine
de manifestations neurologiques (Luo, Schwartz,Fortlnato, 2008).

La transmission materno-fcetale s’explique par ¢atiion des cellules du trophoblaste et du

syncytiotrophoblaste.
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La multiplication du virus dans les organes esttderil induit des cellules géantes
caractéristiques avec une inclusion intranucléassociée a une inclusion intracytoplasmique
(Figure 1).

Figure 1 : Effet cytopathique : foyer ovalaire sur fibroblstellules augmentées de volume

et réfringentes, aspect en banc de poisson. D&l@ij8urs.umr5558-mql.univ-lyonl.fr

sl

Au cours d’'une transplantation, les organes du donpeuvent étre une source de
contamination par le cytomégalovirus pour le receyvet les leucocytes du sang périphérique
peuvent étre impliqués lors d’'une transmission gioroégalovirus durant une transfusion
sanguine, cette transmission est prévenue patdaabytation des dons de sang.

Aprés la primo-infection, le CMV, comme tous lesrgesvirus, persiste dans
I'organisme et alterne des épisodes de latence eéattivation chez son hote. Les sites de
latence sont les cellules endothéliales, les mdesasirculants, les progéniteurs meédullaires.
Le virus est présent a I'état latent dans de tr@mhbmeux tissus au niveau des cellules
épithéliales, des fibroblastes, des cellules ductadsse. Les mécanismes de la latence et de
la réactivation sont encore mal connus. Lors dphlase de latence, 'ADN viral subit une
réplication et une transcription limitées a un fpetbmbre de génes viraux appelés genes
« latents ». Ainsi, le virus peut persister dangdfule (et donc dans I'h6te) indéfiniment.
Tandis que la primo-infection est souvent accompagd'une période limitée de maladie

clinique, la latence a long terme est asymptomatigjes virus latents peuvent se réactiver et
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entrer dans un cycle réplicatif a n'importe quelnnemt. Cette réactivation est un phénomeéne
biologique bien connu mais il reste a en compreniése mécanismes génetiques et
biochimiques. Elle peut étre asymptomatique ouaémér une maladie.

La figure 2 suivante illustre la physiopathologsar(plifiée) de I'infection a CMV :

Figure 2 : Physiopathologie de I'infection a CMV (d’aprés ilat Mazeron en 2003 (Alain
and Mazeron, 2003)

Transmission naturelle :

e Contact mére-enfant
Contact entre enfants
Sexuelle

L

Primo-infection — Virémie — Latence

L
Transmission iatrogéne :
Sanyuine
Allogreffe
| .. . . Réactivations :
Réinfections exogénes

Réinfections endogénes

[1l.Structure du virus

L’appartenance a la famille des Herpesviridae @siiée sur la structure du virion (Figure 3).

Figure 3 : Structure du CMVI{ttp://www.bigrafix.del)

Représentation du virion CMV a partir d’'une photggrie en microscopie électronique a
balayage et structure schématique du CMV etdesrpesviridae

» Membrane
s Nucleocapsid

agB : glycoprotéine B ; gH glycoprotéine H
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Le virion (Figure 3) de 150 a 200 nm de diaméttecenstitué de différents éléments :

* Le génomeest le plus long et le plus complexe de tous legpekviridae avec un
ADN bicaténaire linéaire de 230 a 250 kpb enrouléoar d'un noyau protéique
(core). Il se circularise dans le noyau de la telinfectée lorsqu’il est libéré de la
capside. Ce génome code potentiellement plus de&@bines (Davisoet al, 2003;
Dolanet al, 2004). Il est organisé en deux segments unigdese part un segment
unique long, W (Unit Long), correspondant a 85 % du génome ettrégpart, un
segment unique court,sl{Unit Short). Chacun de ces segments est flanqaésa
extrémités de séquences répétées et inverséenadesjiles TRL (terminal long
repeat) et les TRS (terminal short repeat). A diséction de ces deux segments se
trouvent deux séquences internes, les IRL (longrmatl repeat) et les IRS (short

internal repeat) (Figure 4).

Figure 4 : Structure du génome du CMV

TR IRL

I

230-250 kpb

UL : long unit ; US: short unit;_IRL:long internal repeat; IRShort internal repeat; TRL

terminal long repeat, TR$erminal short repeat

Quatre isoformes différentes du génome viral peunamparaitre au cours de la
réplication virale selon l'orientation des segmendls et Us (figure 5). La

nomenclature des genes et des protéines assodésignation de la région codante
(UL, US, TRL/IRL, TRS/IRS) et le cadre ouvert detlee de facon séquentielle. La
protéine porte lindication de sa nature: pp paqiiosphoprotéine, gp pour

glycoprotéine.
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Figure 5: Les quatre isomeres du génome viral du CMV

TRL
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IRL | IRS TRS I
> €< I
<€ —_ i
<€ €< v

Dans la section UL, sept groupes de genes consglvasVIl) sont présents et
I'origine lytique de réplicatiomriLyt se situe a proximité du groupe Il.

La souche AD169 est la souche de laboratoire la gtudiée. Elle a été entierement
séquencée et compte 230 288 paires de base (NCIDOIBautres souches ont été
entierement séquencées comme Merlin (NC_006273jyn&o(AC_146851) ou
Toledo (AC_146905) (Cheet al, 1990; Davisoret al, 2003; Dolanet al, 2004,
Dunnet al,, 2003).

Parmi les 200 cadres ouverts de lecture (ORF) ifitent 45 codent des protéines
essentielles pour la réplication virale dans diesoblastesn vitro, méme si leur role
n'est pas identifié¢ pour tous. Les autres ORF cbdis protéines dites « non
essentielles » pour la culture cellulamevitro et leur fonction demeure pour la plupart
inconnue (Cheet al, 1990; Dolaret al, 2004; Dunret al, 2003).

La capsidecomposée de 162 capsomeres présente une structsaddrique et
mesure environ 100 nanométres de diametre. Ellec@sétituée d’au moins sept
protéines (Mocarski and Courcelle, 2001), dont lajov Capsid Protein (MCP,
pUL86, 150 kDa) constituant les hexons et les pentees capsomeres). L'espace
entre eux est occupé par la minor Capsid Protei@RmpUL85) et par la minor
Capsid Binding Protein (mC-BP, pUL46, 34 kDa).

Le tégument ou matrigeest situé entre la capside et I'enveloppe et tiegin leur

cohésion. Il est constitué d’au moins 39 protéifi@bson, 1996; Kalejta, 2008). Les
plus importantes sont pp65 (UL83), ppl50 (UL32)2%pUL99), pp71 (UL82),

pUL47 et pUL48. En général, elles sont phosphosyl@®uvent désignées avec le
préfixe pp signifiant phosphoprotéine) et fortemiemnunogénes. Les protéines pp65
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et pp150 semblent jouer un réle important dangdalation des génes viraux et dans
le contrble du métabolisme cellulaire au cours aerdplication virale. La pp65
représente le constituant majeur des protéinesglunient et de la particule virale.
Nous en reparlerons au chapitre genes immunodotsinan

La ppl50 représente presque trf@le la masse protéigue du virion (Varneimal,
2004).

L’expression du promoteur tres précoce (major imatecearly promoteur, MIEP) est
activée par la pp71.

La pp28 est essentielle pour la production de neimfectieux en jouant un réle dans
'assemblage des particules de I'enveloppe (EBttal, 2004; Jones and Lee, 2004;
Seo and Britt, 2006; Seo and Britt, 2007).

Parmi les autres protéines du tégument, le cydlelaiee est modifié par ppUL69
alors que pTRS1 et pIRS1 transactivent I'expressies genes viraux. La terminase,
qui convertit les concatémeres d’ADN en monomers (te I'encapsidation virale, est
constituée de pUL89 (petite sous-unité) et pULS@&r{de sous-unité) (Thomet al,
2006).

Cependant, la fonction de la plupart des protémegégument demeure inconnue
(Hayashi, Blankenship, and Shenk, 2000; Kalejt@820 Kalejta, 2008b).

L’enveloppedérive des membranes internes cytoplasmiqueschiaires. Elle confére
au virion une sensibilité aux solvants des lipidess pH bas et a la chaleur. Elle est
constituée de polyamines, de lipides et de glydémes (le CMV code
potentiellement plus de 60 glycoprotéines préséesabur I'enveloppe virale), dont
les plus étudiées sont les glycoprotéines B, H, M/Nt 48, respectivement notées
gB, gH, gM/N, gL et gp48. Elles sont ancrées dansé¢mbrane phospholipidique et
émergent sous forme de spicules a la surface ainviElles permettent la fixation du
virus aux récepteurs des cellules hétes au courdadeeplication virale. Ces
glycoprotéines constituent les principaux antigécastre lesquels I'hdte est capable
de répondre.

La glycoprotéine gB est codée par UL55. Associéedenére, elle compose le
complexe protéique gCl. Elle constitue le composaajeur de I'enveloppe et est
essentielle pour la réplication. Elle semble indisgable dans le phénoméne
d’adhésion cellulaire (Britt and Mach, 1996), estgente sur toutes les membranes de

la cellule infectée et est incorporée dans le mitars du processus d’enveloppement
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(Sanchezt al, 2000). Elle intervient également dans la trassion cellulaire et la
fusion des cellules adjacentes. Elle est trés inogéne. Elle constitue une cible
majeure pour les anticorps neutralisants et ldaleslCD8+ et CD4+ (Pass, 2004).

Le complexe protéique gClIlI est composé des glymémes gH (UL75), gL (UL115)
et gO (UL74). Elles facilitent le transport vers darface cellulaire, influencent le
tropisme cellulaire (Wangt al, 1998) et sont essentielles pour I'entrée dusvitans
la cellule.

Le complexe gCll est composé des glycoprotéineggM.00) et gN (UL73). La gM
serait plus abondante que la gB (10% des protdotates virales) (Varnunet al,

2004). Ces protéines ne sont pas essentielledgoéplication viralen vitro.

Les protéines de I'héte dans le virion plus de 70 protéines humaines @8t

identifiées. Il s’agit de protéines structurelledidaires - et - actine, tubulineg-
actinine...), des protéines cellulaires (impliquéesd la traduction, incluant des
facteurs d’initiation et d’élongation), d’enzymesde chaperonnes. D’autres protéines
sont impliquées dans le trafic vers le réticulundamasmique et vers le Golgi,
suggérant un réle dans I'enveloppement du viriosagbrogression cellulaire (Varnum
et al, 2004). La présence d’'une enzyme cellulaire segiessaire a I'activité kinase
de la pp65 (Roby and Gibson, 1986). Ces protéiedalaires font partie du virion

infectieux et seraient localisées dans le tégurfialejta, 2008).

Deux classes d’ARNont présentes dans le virion :
» Linitiation de la réplication est permise grackagrésence de 2 ARN hybridés
avec l'origine de réplicatiororiLyt associés avec UL84 (Colletsit al, 2007;
Prichardet al,, 1998).
» Dans le tégument, des ARNm (ARN messager) ontdsstifiés : transcrits
trés précoces (UL106 a 109), précoces (TRL/IRLZ, IRL/IRL7 et 13) et tardifs
(UL21.5). Ces transcrits sont fortement expriméedit@ment au cours de
'assemblage du virion. Deux autres ARN viraux (BL&t UL123) et deux ARN
cellulaires (celui codant la glycéraldéhyde-3-phap déshydrogénase (GAPDH)
et U1A) sont également trouvés dans le virion (@reDekkers, and Middeldorp,
2000). Ces ARN sont libérés dans les cellules ntement infectées des I'entrée

du virus et permettent une expression des génemixien absence de la
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transcription du génome viral (Bresnahan and Sh20®0Q; Terhune, Schroer, and
Shenk, 2004).

Dans la cellule infectée, de nombreuses protéimees par le génome viral mais non
assemblées dans la particule, sont présentes. Rali@s-ci, se trouvent diverses enzymes
impliquées dans la réplication virale et des pragiparticipant a I'échappement immunitaire.

V. Le cycle de réplication viral

De tres nombreuses cellules permettent la réphicatiu CMV dans I'organisme. Pour la
culture cellulaire, on utilise principalement labrbblastes humains car ce sont les seuls a
permettre une production élevée de virions. Ce dont des cellules de choix pour I'étude de
la multiplication virale et le diagnostic. Le cyaléplicatif du CMV en culture cellulaire est
lent (48h a plusieurs semaines pour les isolatsqcies) par rapport au temps de doublement
de la charge virale circulante chez un patient imogéprimé (0,5 a 2 jours) (Pass, 2004).
Dans les cellules infectées, trois types de pdetscuirales sont trouvées : les virions complets
infectieux, les particules virales non infectieusesans ADN) et les corps denses
(principalement des protéines du tégument dont d85preprésente 60% des protéines,

enveloppées d’'une membrane cytoplasmique).
A. L'attachement et la pénétration du virus

La fixation et la pénétration du virus dans lawellhdte sont un processus tres rapide. Elle
implique la participation d’un grand nombre de pieears cellulaires encore mal connus
(Evers, Wang, and Huang, 2004). En 2004 Teresa @wma proposé un mécanisme
(Compton, 2004) illustré dans la figure 6. Les glyotéines gM/gN et gB interagiraient avec
les molécules d’Heparane Sulfate (HSPG). Ces ictierss seraient suivies de I'attachement
du virus a des récepteurs, d'un recrutement deécepteurs puis de la fusion de I'enveloppe

virale et de la membrane cytoplasmique, avec lt@rale la capside dans le noyau.
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Figure 6: Mécanisme général d’attachement et de pénétratiorCMV d'aprés Teresa
Compton, 2004
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Il n'existe pas de récepteur spécifiqgue pour le CM¥s glycoprotéines gB et gH se
lieraient de maniére spécifique au récepteur menaimen EGF-R (epithelial growth factor)
(Compton, Nowlin, and Cooper, 1993; Waetgal, 2005; Wanget al, 2003), et de maniere
aspécifigue a 'annexine Il ou af2 microglobuline. Elles seraient également recoamse
les TLR2 (Toll Like Receptor 2) présents sur lesnouytes (Isaacson, Feire, and Compton,
2007), entrainant la production de cytokines pfmmatoires comme IL-8 (Boehme,
Guerrero, and Compton, 2006; Compteinal., 2003), ou le recrutement de co-récepteurs
comme les intégrinesivf3 dont linteraction avec EGR-F serait essentigheur la
transmission du signal (Wargt al, 2005). Cependant, pour certains auteurs le téaep
EGF-R est essentiel (Bentz and Yurochko, 2008)oet jp’'autres non (Isaacson, Feire, and
Compton, 2007).

Cette fixation permet une activation tres précoaentetabolisme cellulaire dont les
facteurs de transcription comme NB; et le rapprochement du virus de la membrane
phospholipidique. Le virus pénetre par endocyt@sei aboutit a la libération de la capside et
des protéines du tégument dans le cytoplasme aieluLa capside virale est transportée dans
le noyau ou I’ADN est libéré, circularisé et I'egssion des genes trés précoces commence.
La protéine du tégument pp65 est immédiatemergéhrivers le noyau et se fixe a la matrice
nucléaire pour interférer avec le métabolisme tahel: on a ainsi une réorganisation du

noyau, avec condensation de la chromatine, cergpipe la réplication virale (figure 7A). Le
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cycle de réplication viral (figure 7) s’effectuectxsivement sur des cellules en phase S de
croissance avec une grande spécificité d’héte. dtéaétudién vitro dans des fibroblastes

embryonnaires.

B. La synthese des protéines virales et réplication de 'ADN

La protéine du tégument pp71, en activant I'expogsdu promoteur majeur tres précoce, le
MIEP, induit I'expression en cascade des génesixiesn 3 phases successives : trés précoce
a (ou IE pour Immediate Early), précofe(ou E pour Early) et tardive (ou L pour Late)
(Pass, 2004). Chaque phase contrdle la suivantiahscription des genes viraux est assurée

par '’ARN polymérase Il cellulaire.

1. La phase trés précoce IE (Immediate Early, de HO a H2):

Elle correspond a I'expression des génes trés pedcdu virus (genes IE1 (UL123 codant
IE72) et IE2 (UL122 codant IE86), 80% des genesslit)s contrble d’'un promoteur majeur
tres puissant le MIEP. Les protéines tres préctie@s, IE72 et IES5 sont des transactivateurs
positifs et négatifs des genes viraux et cellutaieé régulent leur propre expression. Leur
expression permet le détournement du métabolisthdaiee au profit de la réplication virale,

I'inhibition de 'ADN cellulaire et le déclenchemede la phase précoce.

2. La phase précoce E (Early, de H12 a H24)

Elle correspond a l'expression des genes E, quingkent la production des protéines
impliquées dans la réplication de I'ADN viral, notment I'ADN polymérase (UL54) et sa
protéine accessoire de processivité (UL44), unécds® et une DNAse. La synthese de
I’ADN viral se fait le modele du cercle roulant,partir de l'origine de réplicatioriLyt
(figure 7B) pour laquelle UL84 et le cluster UL1123 sont requis.

Le génome viral commence sa réplication
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Figure 7 : Cycle de réplication du CMV ; détails des étapeslal synthese d’ADN a la

tégumentation (Alain and Mazeron, 2001).
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A : Représentation simplifiée du cycle virde cycle viral se déroule en 8 grandes étajjgy Fusion du virion

et entrée de la capside par endocytose, (2) :lo@aton nucléaire de I’ADN viral et circularisatiale I'ADN ;
(3): phase IE et E; (4): Réplication de 'ADNIm®e le modéle du cercle roulant et phase L; (%)t
Maturation et encapsidation de I'’ADN viral, détdikn C ; (7) : tégumentation : enveloppement daend,(
détaillé en D), transit intra cellulaire et acqtisi des enveloppes; (8) : sortie des virions oéoés par
exocytose

B : Réplication de 'ADN selon le modéle du cerctrilant Aprés libération et translocation dans le noyau,
I’ADN viral est circularisé et répliqué en une nitultle de copies assemblées bout a bout formantangrie
molécule d’ADN double brin, nommée concatémeére. qDbaunité de génome est flanquée de séquences
répétées et inversées, riches en bases AT, lesrsgggipac, qui sont des signaux de clivage et afemtation.

C : Encapsidation de I'ADN viral(12) : la reconnaissance de séquences pac, par peB6et le premier
clivage de I'ADN et la fixation du complexe UL56/ADa pUL89. Puis le complexe UL56/UL89 se fixe a la
protéine pUL104 de la capside, qui transfére I'’AB&hs la capside. Le complexe UL56/UL89 réalisestmrd
clivage de I'ADN alors libéré dans la capside mésdissocie pour permettre une nouvelle encapsidati

D : Tégumentation des capsideses protéines du tégument : pp28, pp71, ppl5peéd forment des amas qui
s’agrégent autour des capsides pour former le tégum’ensemble sera recouvert d’une enveloppegii®
cellulaire lors de I'entrée des capsides danstieulém endoplasmique puis extériorisé par exo@/itos
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3. La phase tardive L (Late)

Durant cette phase, ce sont les genes L qui smmsdrits en protéines de structure du virion.
La réplication de I’ADN viral se prolonge durantpaase tardive, puis a lieu sa maturation,
son encapsidation dans les capsides néoforméese(ffiC) puis la tégumentation des virions.
Les protéines du tégument sont acquises dans ¢plagme, I'enveloppe définitive et les
protéines virales d’enveloppe sont acquises awanie I'ergastoplasme, et /ou I'appareil de
Golgi, ou a lieu la glycosylation de la membranalei.
Le virus peut étre observeé sous plusieurs formas tacellule :

* Le virion complet

* Les corps denses, résultant d’'une production eikeeds protéines virales, constitués

uniquement de capsides et de tégument.

* Les particules enveloppées non infectieuses (sag)A
C. La libération du virus

Les particules enveloppées sortent de la cellutefyson des vésicules golgiennes avec la
membrane plasmique, 120 heures apres l'infectiocuttnre cellulaire (figure 7D) (Alain and
Mazeron, 2001; Pass, 2004). La libération des n&imatures s’accompagne de la mort de la

cellule héte. Dans certaines cellules, le virug geumaintenir a I'état latent.
V. Réponse immunitaire

A. Réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire dirigée contre l'infectio€MV est complexe. Elle fait intervenir en
premier lieu limmunité innée, avec les cellules natural killer (NK), les monms/
macrophages, les cellules dendritiques et I'aétiaittivirale des interférons alpha et béta. Elle
constitue une premiére barriére a l'infection \eral
Les cellules NKpossédent de nombreux récepteurs dont certainsssticités au cours de
I'infection a CMV :
- des récepteurs inhibiteurs, avec par exemple :

- les Leucocytes Ig-like receptors (LIR). LIR-Toanait la protéine UL18 du CMV
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- les lectines CD94/NKG2A et NKG2B. Elles recorssaint la molécule non classique
HLA-E qui présente des peptides dérivés des ségadraders d’autres molécules HLA,
mais qui peut aussi présenter un nonapeptide cadé gene UL40 du CMV.

- des récepteurs activateurs dont :

- les lectines CD94/NKG2C, E et H

-les NCR

- NKG2D

Les monocytes/macrophagpsoduisent des cytokines et des chimiokines, dsnettent la

dissémination virale (les monocytes hébergent lgoge viral latent et la réplication peut
avoir lieu dans les macrophages).

Les cellules dendritiquepossedent des récepteurs du CMV (molécules DC-SIOGH

Specific ICAM Grabbing Non-integrin) et des Tollkel Receptors (TLR). Apres capture via
leur récepteur d’'un antigéne viral, les cellulesdigiques matures vont présenter les
antigenes aux lymphocytes T par les molécules CMbiI Il sans étre infectées

(Guermonprezt al, 2002), initiant la réponse innée et adaptative.

B. Réponse immunitaire adaptative

L’'immunité adaptative médiée par les CD4+ entrdimagparition d’'INFy dans la circulation
sanguine, suivie par la production d’anticorps #jages et I'apparition des lymphocytes T
CD8+.

La réponse cellulaire spécifique est dirigée esslamhent contre les glycoprotéines de
surface gB et gH, des protéines trés précoces coiiBindE2 et pUL69 et contre la protéine
du tégument pp65 (Kondet al, 2004; Le Roy and Davignon, 2005; Prod'hometeal,
2003a; Prod'hommet al, 2003b; Provenzanet al, 2003; Retieret d., 2000). Les acteurs
de cette réponse sont les lymphocytes T CD4+ etaxigues CD8+ (figure 8).

La réponse humorale est dirigée contre les praiéihe tégument, des protéines non
structurales (pp52, IE1, IE2) et surtout contredgoprotéines d’enveloppe gB et gH. Les
anticorps interviendraient lors de I'attachemest|al fusion avec les membranes plasmiques
et de la pénétration du virus en empéchant laoladu virion a la cellule (Burton, Saphire,
and Parren, 2001; Gicklhost al, 2003).
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Figure 8: Représentation schématique des antigénes viracenmas par la réponse

immunitaire médiée par les cellules T CD4 et CD8pdes Gandhi et Khanna (Gandhi and
Khanna, 2004)
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C. Schéma récapitulatif de la réponse immunitaire a  nti-CMV

En 2009, Crough et Khanna ont proposé le schémarsuifigure 9), récapitulant le controle
du CMV par 'immunité inné et adaptative.
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Figure 9 : Contr6le du CMV par I'immunité innée et adaptatf@ough and Khanna, 2009).
L’infection primaire par le CMV chez les individen bonne santé commence typiquement
dans les épithéliums des muqueuses (A), apres lgueirus diffuse dans les cellules
myeéloides incluant les monocytes et les celluleS4€D ou il établira sa latence (B). Une
expression restreinte des genes viraux est obselxée ces cellules infectées de maniere
latente ce qui limite leur reconnaissance par élsiles effectrices. La différenciation de ces
monocytes infectés en macrophage ou cellule démakitpeut initier I'infection productive
(C). Les particules virales ou les corps densesvgrguétre présentés par les cellules
dendritiques pouvant alors stimuler les cellulespécifigue de I'antigene (D). De plus, les
cellules dendritiqgues activées via les TLR peuvanmssi secréter un panel de cytokines
activant les cellules effectrices de la réponseén(D). Les macrophages infectés peuvent
aussi activer directement les lymphocytes T speEfid’antigéne (C). Ces lymphocytes T
activés (CD8, CD4 et gd) et les cellules NK peuwdirgctement lyser les cellules infectées
par cytolyse ou bloquer la réplication virale aavars de la sécrétion de cytokines telles que
I'IFN-y ou encore du TNF (E). Une autre réponse importesttanédiée par les lymphocytes
B activés qui vont contrbler les virions libres dda milieu extracellulaire par le biais de la

production d’anticorps neutralisants (F).
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VI. Infection par le CMV chez le patient transplant &

Un organe transplanté peut contenir du virus aat’datent. Ainsi, un patient
transplanté peut présenter une primo-infection &VQkceveur séronégatif pour le CMV :
R- ; donneur séropositif : D+), une réactivatiord@gene (R+) ou exogene (réactivation ou
surinfection a partir du virus transmis par le deum). Plusieurs souches virales peuvent donc
circuler chez un méme patient, a I'occasion dengertions ou co-infections (D+ / R+). Ceci
a été démontré par I'analyse de divers genes vichez des patients suivis a distance de la
greffe (Aquino and Figueiredo, 2000; Meyer-Koeigal, 1998).

De plus, la réplication virale peut étre compartitée, pouvant conduire a une
évolution différente des populations virales dahssipurs sites de I'organisme, comme le
sang périphérigue et le poumon ou le sang périgphéret le cerveau. La compartimentation
pourrait jouer un rble essentiel lors de l'adaptatdu virus a son environnement. Il a éte
montré I'existence de variants résistants aux\d@rdidx dans le sang total d'un patient alors
que le liquide céphalo-rachidien hébergeait demnts sensibles aux traitements malgré une
charge virale élevée (Milleat al, 2006).

VII. Echappement immunitaire

La réponse immunitaire complexe dirigée contre M\Mfait appel en premier lieu a
limmunité innée, par l'intermédiaire des macropésgdes cellules Natural Killer (NK) et
dendritiques. Les réponses cellulaires spécifiqepssent sur les lymphocytes T CD8+ et
CD4+. Des épitopes sont décrits sur de nombreussgipes du CMV (Britt and Mach,
1996).

Le CMV est avant tout remarquable par sa capadit&@uer le systeme immunitaire,
en partie par la limitation de I'expression prot&qirale pendant la phase de latence, par les
nombreux génes viraux codant des protéines immuoadiatrices, et par une certaine
variabilité génomique. Pour assurer une persistandéeng terme, le CMV a élaboré de
nombreuses stratégies de modulation et d’évasiomumitaire, impliquant pour cela plus de

20% de ses genes.

A. Genes immunomodulateurs

Les protéines virales interférant avec le systemelunitaire interviennent a différents

niveaux (Mocarski, 2002) :
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» Altération de la présentation des peptides viraux lgmphocytes T (séquestration,
clivage ou inhibition du transport des protéiness deomplexes majeurs
d’histocompatibilité (CMH) | et II).

» Interférence avec la fonction des cellules NK (fatermédiaire de leurs récepteurs)
et le comportement des leucocytes (par exempledpseicepteurs de chimiokines).

* Moadification du cycle cellulaire et inhibition d@poptose.

Notre travail s’intéresse plus particulierement @atee de génes codant des protéines
immunomodulatrices :

1. US3 est un géne tres précoce, impliqué dans I'évasionunitaire. Son expression
entraine la rétention des molécules du CMH-I dangéticulum endoplasmique,
interférant avec la présentation de I'antigéne auldace des cellules exprimant US3
(Liu, Winkler, and Biegalke, 2009). L’expressiont eontrolée par des éléments
régulateurs activateurs ou inhibiteurs de la trapgon associés a un réseau complexe
de protéines. Les transcrits sont détectables aneetaprés l'infection, avec un pic a
trois heures suivi d’'une chute brutale cing hep@st infection. Son transcrit primaire
peut subir un épissage alternatif conduisant @&ieigation de trois transcrits : un ARN
non épisseé de 22 kDa, le premier a apparaitre d@msbut de l'infection ; un ARN
épissé une fois codant une protéine de 17 kDaARIN doublement épissé générant
une protéine de 3,5 kDa dont nous n’avons pas eragpreuve biochimique de son
existence contrairement aux deux premieres. LaépmtUS3-22kDa est localisée
dans le réticulum endoplasmique. Elle est compadée peptide signal, d’un
domaine luminal, d’'une région transmembranaire dea@des aminés suivie d’'une

courte queue cytoplasmique (figurel10).

Figure 10 : Organisation des transcrits du gene US3 (Liu, \'¢inkand Biegalke, 2009)
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La structure du domaine luminal contient sept fets] repliés avec un pont disulfure

conserve entre les feuillets A et G. (figure 11).

Figure 11 : Représentation schématique de la protéine gpUSa¥iet al, 2004).

lumiére RE

cytoplasme

Cette protéine s’oligomérisan vivo et in vitro et se lie a la chaine lourde des
molécules du CMH-I portant le peptide viral chaejéles retient dans le réticulum
endoplasmique, retardant ainsi la présentation’atgigene viral a la surface des
cellules infectées. Elle se lie aussi a TAP (Trangp associated with antigen
processing), une tapasine (TAP binding protein)aetles PDI (protein disulfide
isomerase), membres du complexe chargeant les dpsptviraux au CMH-I.
L’interaction entre pUS3-22kDa et la tapasine iiéter avec le chargement et
'assemblage du CMH-I entrainant un retard de naditum. La fonction des PDI est de
réguler I'état d’oxydation des molécules du CMHakilitant la sélection des peptides
optimaux a la formation du complexe CMH-I. L'expEs de pUS3-22kDa a pour
conséguence une baisse du taux des PDI et une atagime de molécules du CMH-|
réduites interférant ainsi avec le chargement dutigee. La protéine pUS3-17kDa
possede 134 acides aminés en commun avec celle2deDd sans sa région

transmembranaire. Elle est localisée dans le tatitiendoplasmique, les vésicules
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cytoplasmiques et I'appareil de Golgi, suggérarg prise en charge par la voie de
sécrétion. Elle ne se lie pas aux molécules du GMbns les cellules exprimant a la
fois pUS3-22kDa et pUS3-17kDa, davantage de matécdlu CMH-I arrivent a
maturation en comparaison avec les cellules n'exgmi que pUS3-22kDa. La
protéine pUS3-17kDa se lie aussi a la tapasineaimatnt une compétition entre les
deux protéines : pUS3-22kDa blogue linteraction ldetapasine avec le systéme
TAP ; cette interaction est restaurée apres addd® pUS3-17kDa. La compétition
entre les deux protéines suggere que le géne U888 oo autorégulateur de sa
fonction dans I'échappement immunitaire. De plasséquence tres conservée aussi
bien dans les souches de laboratoire que dansuebes cliniques indiquerait un réle

important dans l'infection.

2. UL18 code une protéine agissant a la fois comme un loguwe du CMH-I qui
interfere avec les monocytes, les lymphocytes Begtcellules NK et comme un
leurre des cellules NK. Cette protéine est compdaéee queue cytoplasmique, d’'une
région transmembranaire et de trois domaines ettudamires (1, a2 et a3) avec
approximativement 25% d’homologie avec les molécutdassiques du HLA-I
(human leukocyte antigen). Elle s’associe aveg2lamicroglobuline, et la stabilité du

complexe dépend de la présence d’'un peptide sffigaie 12).

Figure 12 : Modéele moléculaire de 'hnomologue du CMH-I, gpULBerboniet al, 2006) :
Comparaison des domaines extra-cellulaires de IGlogue codé par AD169 a gauche avec

ceux de HLA-A2, a droite (Peptide binding clefitede liaison du peptide).

UL18

HLA-A2
(AD169) y
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UL18 agit en se liant spécifiguement au réceptehibiteur CD85j/LIR-1/ILT2 (LIR-
1: Ig-like Leukocyte Inhibitory Receptor), une r@olile transmembranaire exprimée
par différentes cellules immunitaires, comme lenowytes, les cellules dendritiques,
les lymphocytes B aussi bien qu'un sous-ensembleetleles NK et de lymphocytes
T. LIR-1 reconnait les molécules du CMH de classeals son affinité pour pUL18
est 1000 fois supérieure. Ce contact étroit ekientcé d’'une part par I'expression a la
surface cellulaire de pUL18 (deux motifs (YKVR eVRS) présents dans la queue
cytoplasmique, motifs semblent étre responsablda détention cytoplasmique et la
ré-internalisation de pUL18) et d’autre part pas deutations localisées dans les
domaines extracellulairesl (K42 et A43) etn3 (Q202). De plus, quatre cystéines
(C211, C240, C255 et C267) sont essentielles poer pULL8 et la B2-
microglobuline, grace a des ponts disulfures. Gateraction est nécessaire pour lier
pUL18 a son récepteur. (Cerbatial, 2006; Maffeiet al, 2008; Wagner, Ljunggren,
and Achour, 2008).

. La protéine codée pasL1lla est un homologue viral de l'interleukine 10 (vID)1
avec laquelle elle possede 27% d’identité (Kotestia., 2000). La délétion de 'ORF
UL1lla n’a pas de conséquence sur la réplicaticdein vitro (Chang egl., 2004).

La protéine vIL-10 présente différentes propriétsiunosuppressives : inhibition de
la prolifération des cellules mononucléées sanguatede la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires, diminution du CMH-I et |l a $arface des monocytes, interaction
avec la maturation et la migration des cellulesddénques (Changet al, 2004;
Spenceret al, 2002). Le gene UL111la posséde deux intronsA&N pré-messager
peut subir un épissage alternatif. L'épissage dms<dntrons entraine la production
d’'une protéine (vIL-10A, figure 13) de 175 aa sé&meédurant la phase lytique de
I'infection (Jenkins, Abendroth, and Slobedman, £0Rotenkoet al, 2000). Dans
des cellules infectées en phase de latence, usctiaplus court que vIL-10A a été
mis en évidence et nommé LAcmvIL-10 (vIL-10B, figut3). Depuis, il a été trouve
en phase d’infection productive de fibroblastes pas souches de laboratoire
(Slobedmaret al, 2002). Un virus dépourvu de 'ORF UL111a estatde d’'établir,
maintenir et réactiver une phase de latence damsealkiles infectées. Cependant, les
niveaux de CMH-II augmentent significativement a darface de ces cellules,
entrainant une reconnaissance plus efficace dadeseinfectées par les cellules T
CD4+. La protéine supprimerait la reconnaissancecddiules infectées en phase de
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latence par les CD4+ constituant ainsi une strat&jévasion immunitaire en
augmentant la capacité du CMV a persister a llétant dans I'héte (Cheurgt al,
2009). Cing autres isoformes ont été identifieesljpa et al en 2008 (figure 13). Les
différentes isoformes de gpUL111a sont identiquesxérémité N-terminale, pour les
60 premiers aa. Toutes peuvent établir un compdexre I'IL-10 humaine, suggérant
que le CMV a développé un mécanisme sophistiqué pderférer sur la voie de
signalisation de I'lL-10 (Cheungt al, 2009; Jenkin®t al, 2008a; Jenkingt al,
2008b; Linet al, 2008; Spencesat al., 2008).

Figure 13 : Représentation schématique des transcrits viL:itDgt al, 2008)
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Les chiffres indiqués correspondent a la séquenio® Alu génome de la souche
AD169. L’ARN total a été purifie a partir de celsl MRC5 infectées. Apres

transcription inverse, ’ADN complémentaire a étépdifié, cloné et séquencé.

4. UL40 contribue a protéger les cellules infectées p&NB/ de la lyse médiée par les
cellules NK. L'expression a la surface des molésuiik A-E dépend du chargement
d’'un peptide dérivé de séquences leaders présdatesd’autres molécules du HLA
de classe |. HLA-E chargé se lie essentiellement réoepteur inhibiteur
CD94/NKG2A et inhibe la lyse cellulaire médiée pes NK. La séquence signal de
pUL40 contient une séquence de 9 acides aminés EMRALIL) strictement

homologue de celle du peptide chargé par HLA-Eéetveint des molécules HLA-Cw.
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Cette interaction entre HLA-E et le nonapeptide Qlaligmente I'expression a la
surface de HLA-E, permettant I'inhibition des cédsiNK et de la lyse des cellules
infectées. Ceci est d'autant plus important quecéiles NK devraient étre activées
par la diminution de I'expression des molécules MH@duite par le CMV. HLA-E,
chargé du nonapeptide, peut aussi se lier a umptggaeactivateur, CD94/NKG2C,
avec une moindre affinité (Wilkinsogt al, 2008). Nous parlerons plus longuement

d’UL40 dans la seconde partie de notre travalil.

B. Géenes immunodominants

Nous avons choisi d'étudier deux autres genes,gleses UL123 et UL83, qui codent
respectivement une protéine tres précoce IE1 eprotéine du tégument, la pp65. IE1 et IE2
sont largement considérés comme les régulateutsac@nd’'une cascade d’expression de
genes viraux et cellulaires pendant la phase lgtide I'infection a CMV. De plus, IE1 et la
phosphoprotéine pp65 sont les cibles majeures diptanse cellulaire immune. Des épitopes

immunodominants ont été décrits pour de nombrepestyHLA (Slezak et al., 2007).

e La protéinelEl : Les protéines IE1 et IE2 sont le produit de iBépge alternatif du
gene UL122-123. IE1 et IE2 représentent les preteires précoces principales. Elles
ont en commun les exons 2 et 3 mais different popius grand, le 4 pour IEL, le 5
pour IE2 (figure 14). Ces protéines agissent emigya pour activer I'expression des
protéines virales précoces mais de fagon antagopistir autoréguler le promoteur
majeur MIEP (Cherrington, Khoury, and Mocarski, 19€herrington and Mocarski,
1989; Liu, Hermiston, and Stinski, 1991; Pizzormul &dayward, 1990; Stenbery
al., 1990).

Figure 14 : Les protéines de I'épissage alternatif du trabgchmaire IE (Meier and Stinski,
2006)
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La fonction des protéines minoritaires demeurenbdmmues (Shirakatet al, 2002).
Pour prévenir I'apoptose, des protéines incluant3a) IE1, IE2 et 'ARN viral
beta2.7 (produit de 'TORF TRL4) se lient au complerspiratoire mitochondrial |,
maintenant la production d’ATP et prévenant la moellulaire induite par la
mitochondrie (McCormick, 2008; Reeves et al., 20070 et al., 2010).

IE1 et IE2 sont essentielles pour le déroulementyatie viral. IE n'est pas essentielle
dans l'infection productive mais est trés imporégpbur le succes de la réplication. En
2001, Mocarskiet al montrent qu'une délétion d’IE1 dans le génome \vé@rgour
conséquence des perturbations dans la réplicatida faibles moi (multiplicity of
infection) (Mocarskiet al, 1996). Leurs résultats indiquent également qas d
protéines virales transactivatrices, comme les épmes du tégument, peuvent
compenser lI'absence d’'IE1 a de fortes moi. En 2081délétion d’'IE2 entraine
I'incapacité a exprimer des genlgtiques trés précoces aboutissant a I'empéchement
de la réplication virale (Marchini, Liu, and ZhuQ@L). Ces protéines sont localisées
dans le noyau de la cellule infectée et leur famcprincipale est la régulation de la
transcription des genes viraux précoces et tarBibsir cela, elles interagissent avec
les histones déacétylases HDAC-1, -2 et -3, régudarsi I'acétylation des histones
(Murphy et al, 2002; Reevest al, 2005; Woodhalet al, 2006) et I'assemblage des
nucléosomes de I'ADN viral (Nitzsche, Paulus, angvéls, 2008). Ces parametres
sont essentiels pour contréler la transcritpionglgses viraux dans le cycle lytique et
la latence.

La protéine IE1 va stimuler de nombreux promoteuirmux et cellulaires en
interagissant avec des protéines cellulaires tetjae CTF-1, SP1, E2F1 a 5,
TAF,130/TAF4, pl107, HDAC-2, PML et Daxx (Meier, J.L.nca M.F. Stinski.
2006)(Nevels, Paulus, and Shenk, 2004) mais agiggie a une activité kinase, avec
des facteurs de transcription comme Rb, E2F ehd{Rajovicet al, 1997). Elle peut
induire I'expression des sous-unités de RB-gui est considéré comme le facteur de
transcription nécessaire a I'activation du MIEP ¢kimet al, 2006). En 2009, Khagt

al demontrent que durant les phases précoces dectimfiedans les macrophages, le
virus utilise les sous-unités p50/p65 alors quedpahla phase tardive de I'infection il
utilisera les sous-unités p100/Bcl-3 (Khetral., 2009).

En 2006 I'équipe de Paulus démontre qu’'lE1l fonct®ormpparemment comme un
antagoniste du signal de transduction de l'interiéde type | (Paulus, Krauss, and
Nevels, 2006).
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La SUMOylation d’'lE1, c'est-a-dire la liaison cogate avec la protéine SUMO-1
(Small Ubiquitin-like Modifier) permet a IE1 de thsuer les domaines ND10
cellulaires pour empécher leur rble répressif surdplication virale (Muller and
Dejean, 1999; Woodhakt al, 2006). Elle facilite également I'expression @IEt
promeut la réplication virale (Nevels, Brune, aindisk, 2004).

L’'expression d'lIE1 peut étre inhibée par IE2 quitaggmme un transactivateur de
promoteurs cellulaires et viraux (comme IE1, Maed Stonski, 2006) mais aussi
comme un trans-répresseur du MIEP en se fixanlasséquence CRSi§-repressor
signal) située entre la TATA box et le site de aéda MIEP (Pizzorno and Hayward,
1990).

La protéinepp65 (pour revue Kalejta 2008(Kalejta, 2008)) : la phoprotéine pp65
est le constituant majeur de la particule viralesttcodée par le géne UL83. Elle est
dirigée vers le noyau des cellules infectées au td@but de la phase lytique de
I'infection (Revello et al, 1992). Elle est la cible majeure des lymphocyles
cytotoxiques (Grefteet al, 1992; Jahret al., 1987; Kernet al, 2002; Willset al,
1996). La persistance de cette protéine virale rédigyforte pression immune suggeére
gu’elle a un rdle tres important durant le cycleaki Etonnamment, le gene UL83
n'est pas essentiel pour la réplication dans ddsires de fibroblastes mais il est
essentiel pour la formation des corps denses (S&erebal., 1995). La protéine, qui
posséederait une activité kinase, phosphoryle le®pres IE inhibant leur présentation
par le CMH-I (Gilbertet al, 1996). Elle entraine I'accumulation des molésHit A

de classe Il dans le lysosome (Odebstrgl., 2003). Elle inhibe également les NK en
interagissant avec le récepteur activateur NKp3fh@A et al, 2005). La réponse
interféron est également atténuée par la pp65 EA\lEatanabe, and Mocarski, 2004;
Browne and Shenk, 2003) comme par IE1 (Paulus,d§taand Nevels, 2006).

C. Variabilité du CMV

Des facteurs virologiques et environnementaux soptiqués dans I'émergence et la

ré-émergence de maladies virales. Les virus n‘aaupas une niche écologique unique et

permanente. En raison de leur capacité intrinsequemodifications génétiques, et a leur

haut niveau d’évolutivité, ils montrent un potehtgour parasiter différentes especes.

Mutation, recombinaison, réassortiment de segmggts®omiques et combinaison de ces
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événements moléculaires produisent des populatiomgales complexes et
phylogénétiquement variées qui constituent la mafsemiere sur laguelle la sélection agit.
La majorité des maladies virales émergentes touddamme a une origine animale. Des
facteurs sociologigues et environnementaux indtises changements environnementaux
divers a I'occasion desquels les sous-populatiorades ont de nombreuses occasions d'étre
sélectionnées a l'intérieur des populations virdlétrogenes, particulierement dans le cas
des virus a ARN. De cette facon, de nouveaux \aagaminant ’'homme, les animaux ou les
plantes ont émergé périodiguement, et continuet@pparaitre. Un des mécanismes identifié
pour cette émergence virale est Iimportance devdaabilité génétigue des virus. Cette
variabilité pourrait jouer un réle dans I'échappeménmunitaire notamment grace a la
présence de quasiespeces virales (Domingo, 201@iirgo et al., 2006; Domingo et al.,
1978; Domingo and Wain-Hobson, 2009; Lauring andliAo, 2010). Domingo a défini la
notion de quasiespeces virales comme étant labdison dynamique de génomes soumis a
une variation génétique, a la concurrence et &lkecton, et agissant comme une unité de
sélection (Dominget al, 1978).

Une variabilité génétique notable est observéeeetes souches de CMV de
laboratoire (Towne, Merlin, AD169, Toledo). Des génnon essentiels sont entierement
délétés dans certaines souches sélectionnées Ipae aellulaire prolongée. Il existe moins
d’'informations concernant les souches cliniquedtivées brievement ou non cultivées.
Plusieurs génes viraux ont été étudiés, en padrclL55 codant la glycoprotéine B,
aboutissant a une classification du CMV en 4 géredygB (Pignatelliet al, 2004;
Rasmussent al, 2002; Zweygberg Wirgadt al, 1998).

La variabilité du CMV serait en partie due a deémmenes de recombinaison, déja
montrésin vitro mais aussin vivo et facilités par les infections multiples et sitankes chez
un méme patient (Haberland, Meyer-Konig, and Hufie309). Ainsi, la présence de plusieurs
variants viraux chez un patient greffé rénal aéétgliée par les premiers travaux sur le CMV
du laboratoire de Virologie EA2968. L'analyse demime génes immunomodulateurs cités
précédemment chez plusieurs patients montre quairees souches virales sont identiques
pour un géne ou deux, mais different pour les autre qui rend chacune d’elle unique et est
compatible avec I'hypothéese de la recombinaisonr{@ee et al., 2007b).

Pour les virus a génome ARN (virus de limmunodéfice humaine, virus de
I'hépatite C), la notion de quasi-espéce a étdquetgour décrire la famille de variants viraux
qui circulent simultanément chez un individu inéecl'existence de ces quasi-especes

pourrait jouer un réle clé dans I'évolution deféttion, en permettant par exemple au virus de

40



s'adapter a la réponse immunitaire de I'hnéte, ddifiab son tropisme cellulaire, ou en
facilitant 'émergence de virus résistants aux rogaients antiviraux. Ce concept est peu
admis a I'heure actuelle pour les virus a génom&Agauf pour le virus de I'hépatite B (qui
possede une transcriptase inverse). Mais les agsulte notre équipe suggérent qu’'une
évolution par quasi-espéce pourrait également exur le CMV. A notre connaissance,
notre équipe a été la premiére a « oser » le telengquasi-especes pour qualifier le CMV.
Depuis il a été utilisé par Kowalit al (3rd Congenital CMV Conference, septembre 2010,
Paris) pour décrire I'existence du CMV sous formeegdasiespéces chez des enfants infectés

congénitalement.

Notre travail comporte deux parties principaleané€ portant sur I'analyse de la variabilité

génomique du CMV, et l'autre, plus préliminairer Bétude de la protéine pUL40.

Le travail présenté dans la premiére partie d'tbfet de deux publications principales dans
lesquelles je suis premier auteur ou coauteur :

1. UL40 human cytomegalovirus variability evolution tigans over time in renal
transplant recipients. Garrigue Ifaure-Della Corte M*, Magnin N, Recordon-
Pinson P, Couzi L, Lebrette ME, Schrive MH, Rontin Taupin JL, Déchanet-
Merville J, Fleury H, Lafon METransplantation2008 Sep 27;86(6):826-35 (annexe
1)

*Les deux premiers auteurs ont contribué égaleraeettravail

2. Variability and recombination of clinical human ogtegalovirus strains from
transplantation recipientsaure-Della Corte M, Samot J, Garrigue I, Magnin N,
Reigadas S, Couzi L, Dromer C, Velly JF, DéchanetMle J, Fleury HJ, Lafon ME.
J Clin Virol. 2010Feb;47(2):161-9 (annexe 2)

Il a également été présenté durant des congres :

» Human Cytomegalovirus (HCMV) UL40 variability in mal transplant recipients.
ME. Lafon, M. Faure-Della Corte, N. Magnin, L. Couzi, J. Dechanet-Merville, P.
Merville, H. Fleury, I. GarrigueAnnual Meeting of the European Society for Clinical
Virology (ESCV)2009 Amsterdam (NL).

» Human Cytomegalovirus (HCMV) compartmentalizatian pulmonary transplant
recipients.E. Lafon, M. Faure-Della Corte, J. Samot, N. Magnin, C. Dromer, E.
Rosier, JF. Velly, Merville, H. Fleury, |. GarriguAnnual Meeting of the European
Society for Clinical VirologgESCV)2009 Amsterdam (NL) (Communication Orale).
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» Variability and recombination of clinical human ogtegalovirus strains in

transplantation recipientd4. Faure-Della Corte, J. Samot, I. Garrigue, N. Magnin,
S. Reigadas, L. Couzi, JF. Velly, J. Déchanet-MierviH. Fleury and ME. Lafor. 2"
International CMV and Betaherpes virus WorksR0p9 Boston (USA).

J'ai par ailleurs participé a d'autres études qut adonné lieu a trois publications

supplémentaires dont deux en cours de soumissimniee communication orale :

1.

Is there an association between positive cytomegak (CMV) plasma DNAemia
and the risk of cancer among HIV-infected patieis@ase-control study within the
ANRS CO3 Aquitaine Cohort. G. Marcel, MA. Vandenden M. Bruyand, S.
Geffard, ME. Lafon,M. Faure-Della Corte, E. Lazaro, M. Dupon, H. Fleury, F.
Bonnet, R. Thiébaut and I. Garrigue, for the Groafepidémiologie Clinique du
SIDA en Aquitaine (GECSAMth European Congress of Virolo@p1Q Villa Erba
Cernobbio, Como (ltalie).

Is there an association between positive CMV plaBiNAemia and the risk of cancer
among HIV-infected patients? A case-control studhiw the ANRS CO3 Aquitaine
Cohort. M Bruyand, MA Vandenhende, G Marcel, S @eff ME Lafon,M Faure-
Della Corte, E Lazaro, M Dupon, F Dabis, H Fleury, F BonnetTRébaut and |
Garrigue; for the Groupe d’Epidémiologie Clinique 8IDA en Aquitaine (GECSA).
soumisaJ. Clin. Virol

Hepatitis B virus genotypes : a retrospective synve southwestern France, 1999-
2004. P. Trimoulet, M. Boutonnet, M. Winnock]. Faure, M.A. Loko, V. de
Ledinghen, P.H. Bernard, L. Castera, J. Foucher,DMpon, J.M. Ragnaud, M.E.
Lafon, P. Couzigou, F. Dabis, H. Fleui@astroentérologie Clinique et Biologique.
2007Dec;31(12):1088-94

HCV protease variability and anti-HCV protease Initors resistance in HIV-HCV
coinfected patients. P. Trimoulet, C. Belzunde Faure, L. Wittkop, S. Reigadas, M.
Dupon, J.M. Ragnaud, H. Fleury, D. Nesaumis aHIV Medecine
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Premiere Partie
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Variabilité génomique de souches de CMV isolees

chez des patients transplantés

VIII. Introduction

Chez les patients immunodéprimés, comme les trantgd pulmonaires, le
Cytomégalovirus humain ou CMV est encore respoesalels plus frequentes infections
virales opportunistes.

Nous avons choisi quatre génes codant des proté&mesinomodulatrices, UL18,
UL40, UL111a et US3 et deux génes immunodominaih®3Ltodant pp65 et UL123 codant
IE1. Les quatre génes immunomodulateurs ont égctsghnés car peu de séquences de
souches cliniques sans étape préalable de culalitdaire étaient disponibles quand nous
avons débuté notre étude.

Le CMV est un virus a ADN décrit comme génétiquetrteds stable. Toutefois, des
mutations (y compris de résistance) ont été obssrire vitro, la recombinaison virale a lieu
quand deux souches de CMV co-infectent la mémeuleelket interagissent durant la
réplication pour générer une descendance dont desnges sont composés de segments
génétiques obtenus a partir des souches parenbdesiecombinaisons homologues ont été
décrites pour le HSV et 'EBV. Pendant la réplioatide ’ADN, la polymérase peut sauter
d’'un brin a l'autre, comme cela a été montré pauVIH : des séquences peuvent étre
échangées entre deux variants. Durant l'infectio@MNV, la topoisomérase Il cellulaire,
présente dans le tégument viral, est activée.j&ilie un rble essentiel dans la réplication de
I’ADN, en favorisant I'apparition de cassures démslouble hélice d’ADN entrainant alors
des interactions entre les différentes soucheseptes dans une méme cellule.vivo, un
mécanisme de recombinaison peut étre présumé psupdpulations virales de patients
infectées par le CMV comme les personnes séropesipour le VIH, les transplantés ou les
nouveaux nes.

Différentes populations virales peuvent co-existegévoluer de facon variable. C’est
le cas lors des infections compartimentées. Vekbetaal en 1998 ont montré que la
distribution des variants (sous-types gB) peut @ifférente entre compartiments sanguin et
ophtalmique chez le patient séropositif pour le \@Hdéveloppant une infection a CMV
(Verbraaket al, 1998). Tarraget all'ont démontré en 2003 en comparant le compartiment

sanguin et le liquide céphalo-rachidien (Tarragoe@da, and Tenorio, 2003). Au cours
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d’'une transplantation d’organe, des co- ou suretidas peuvent avoir lieu notamment pour
les greffés D+/R+. lls sont infectés par une pojatavirale et recoiventia le greffon une
autre population virale a I'état latent. lls peuvaimsi héberger a la fois des souches sensibles
aux molécules antivirales et des souches résistgiecancellest al, 2004). Les charges
virales dans les différents compartiments peuvérg @ifférentes (Chemalgt al, 2004;
Miller et al, 2006; Ruellet al, 2007) et des mutations de résistance peuventdétectées
dans un site et pas dans un autre (Méteal, 2006).

IX. Objectifs

Les objectifs de notre étude sont de :

» décrire le polymorphisme naturel des génes virbd8, UL40, UL83, UL111a,
UL123 et US3 pour des souches de CMV isolées chez des patignisplantés
pulmonaires ou rénaux présentant une infection & CM

* chez les patients transplantés pulmonaires, reloberane compartimentation de
I'infection virale en comparant différents échdotis biologiques a la méme date, le
sang et le liquide de lavage broncho alvéolaire XL.Bt d’évaluer I'évolution des
variants viraux dans le temps (suivi longitudinalipun patient et le gendl_ 40) ;

» apporter des arguments d’'une évolution par recoann des souches virales pour
des souches de CMV isolées chez des patients kaatép rénaux ou pulmonaires en
comparanin silico les séquences des genes viralid 8, UL40, UL111a, UL123et
us3

X. Méthodes

A. Extraction de 'ADN

L’ADN est extrait a partir de 2Q0 de sang total ou de LBA en utilisant I'automate
MagNA™ Pure LC (Roche Molecular Biochemicals) avactrousse MagNA™ Pure LC
Total Nucleic Acid Isolation (Roche Diagnostics)aseles recommandations du fournisseur.
L’élution s’effectue dans 1QdL..
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B. Amplification des génes viraux par PCR

En accord avec les alignements des séquences dedX@¥ybhibles dans la base de données

Genebank, des amorces spécifiques ont été contuébseées pour I'amplification complete
de cing génes (UL18, Ul40, UL111a, UL123 et US3pattielle pour le géne codant pp65

(UL83) selon les conditions définies dans le tabléa

Tableau 1 :Séquences des amorces et conditions de PCR

Amorces sens

Amorces anti-sens

Conditions de PCR

UL18 e 5 5- 94°C 12 min
PCR  GAAGATAGGAGGGGT AGAAACATGACCGTGTT 94°C 30 s - 60°C 30 s - 72°C 2 min :
CAAAACGCGG-3' GACGGGGG-3' 50 cycles
72°C 7 min
PCR 5- 5. 94°C 12 min
nichée ATAGGAGGGGTCAAA AACAGCTCATACAGGGC 94°C 30 s - 60°C 30 s - 72°C 2 min :
ACGCGGACTG-3' GTTGCTGG-3' 40 cycles
72°C 7 min
UL40 e 5 5- 94°C 12 min
PCR TCCTCCCTGGTACCCG CGGGCCAGGACTTTTTA 94°C 30 s - 59°C 30 s - 72°C 1min30:
ATAACAG-3’ ATGGCC-3' 50 cycles
72°C 7 min
PCR 5- 5. 94°C 12 min
nichée GGTAAGGGCACTCGTG TCCGAACGCTCGTGAGC 94°C 30 s - 59°C 30 s - 72°C 1min30:
AGGATGTGC-3' AACAGTCG-3' 40 cycles
72°C 7 min
ULllla  f° 5 5- 94°C 12 min
PCR  GCCATCAAGTGGTGAC ACACCCACAAACAACGT 94°C 30 s - 59°C 30 s - 72°C 1min3 :
GATAACCCG-3’ CACGACGC-3' 50 cycles
72°C 7 min
PCR 5- 5 94°C 12 min
nichée AAAGGACCACCTACCT GACACCGGAGCGGACT 94°C 30 s - 59°C 30 s - 72°C 1min30:
GGGACGCGC-3' GCAAATCGC-3' 40 cycles
72°C 7 min
Us3 e 5 5- 94°C 12 min
PCR  TGAGCAGCCATAGCAC CAGTCCACACGCTACTT 94°C 30's - 60°C 30 s - 72°C 1min30:
CAGAGTCC-3' CTCAGCG-3' 50 cycles
72°C 7 min
PCR 5- 5 94°C 12 min
nichée CCCGCGGCCTGGGTGT GCACTGCTGCAGCCAGA 94°C 30 s - 65°C 30 s - 72°C 1min30:
TAGAGTCCG-3' CCGGAGCG-3’ 40 cycles
72°C 7 min
UL123 N o o 94°C 12 min
éCR AGGCGTGACACGTTTA TAACTCCYGTTGCGGTG gg Ccy C?I’gss -60°C 30 s - 72°C 2 min
TTGAGTAGG-3' CTGTTAAC-3' A .
72°C 7 min
5. 5. 94°C 12min O _
Eigﬁée AGTATACAATAGTGAC TAGCTGACAGACTAACA Zg Ccy jgss -60°C 30 s - 72°C 2 min :
GTGGGATCC-3' GACTGTTC-3' Foed T
uL83 - o o 94°C 12 min
éCR AGCTTGCCCTGGATGC ATCAACGTGCACCACTA gg Ccy C?I’gss -61°C 30 s - 72°C 2 min
GATACTGGC-3' CCCGTCGG-3' A .
72°C 7 min
5 - 94°C 12min O _
Eigﬁée AGCTTGCCCTGGATGC TTGGTCGCCTGCCTATG Zg Ccy jgss -61°C 30 s - 72°C 2 min :
GATACTGGC-3’ TAAGGCGG-3’ T o
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Les positions des amorces par rapport a la souehéfdrence AD169 (NC_001347) et les
amorces nécessaires pour le séquencage sont gesdans les tableaux 2 et 3 :

Tableau 2 :Longueur des génes amplifies et position des eesqrar rapport a AD169

UL18 UL40 UL83 UL11lla UL123 US3

Longueur (nt) 1107 666 1685 687 1759 561

Position  23639-24745 53215-53880 120283-121968 160609-1612951937-173696 195061-195621

Par rapport a AD169

PCR 23563-23588 /53094-53119 /120915-120940 /160437-160462 /171825-171850 /194914-194939 /
Par rapport 2 AD16924791-24815 53930-54952 122036-122061 161367-161392 173821-173846 195682-195706

PCR nichée 23567-23592 /53178-53203/ 120915-120940 /160549160574 /171881-171906 /194989-195014 /
Par rapport 2 AD16924746-24770 53886-53910 122019-122044 161299-161324 173736-173661 195655-195679

Tableau 3 : Amorces supplémentaires nécessaires pour le sgagen

UL18is 5-ATAACCTGACACTATGGACGGGCCC-3
UL18ias 5-TGTCATTCTGGTTTCGGACACCGCC-3’
IE1-c 5-TGGCCAAAGTGTAGGCTRCAATAGC-3’
IE1-d 5-AAGGTCTTTGCCCAGTACATTCTGG-3
IE1-e 5-AGGCTGAGTTCTTGGTAAAGAACTC-3'
IE1-f 5-GAGATGTGGATGGCTTGTATTAAGG-3’
IE1-g 5-ACATACAYAAGTAAATCCRCGTCCC-3’
IE1-h 5-AGTGACCGAGGATTGCAACGAGAAC-3
T7 5'-TAATACGACTCACTATAGG-3'
SP6 5'-GATTTAGGTGACACTATA-3'

La premiére PCR s’effectue dans un mélange réawlaomportant par échantillon : 1.25 U
d’ADN polymérase (Ampli Taq Gold, Applied Biosystejn5 ul de tampon 10X, 2,5 mM de
MgCl,, 200 uM de dNTP et 200 nM de chaque amorce powolume final de 50uL par
tube.

Pour la PCR nichée, le mélange réactionnel comppogr chaque tube: 2U d’ADN
polymérase (Ampli Taq Gold, Applied Biosystems),(ll@e tampon 10X, 2,5 mM de MgCl
200 uM de dNTP et 200 nM de chaque amorce pounlume final de 100pL.

Selon la charge virale CMV initiale détectée entirmupar PCR en temps réel, 10 a 20 pL
d’extrait d’ADN sont introduits dans le premier meégje réactionnel et 2 a 10 pL du produit
de premiére PCR dans le second mélange réactionnel.

L’amplification des produits PCR est vérifiée sargel d’agarose 1,5%.
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C. Purification des produits PCR

Les produits de PCR nichée sont purifiés a l'aiée dolonnes de purification Microspin
S400-HR (GE Healthcare) par centrifugation (Cemgrgluse Eppendorf 5417R) selon les
recommandations du fournisseur. Les produits d'dioglion purifiés sont conservés a une

température de -20 °C avant séquencage.

D. Réaction de séquence

Les fragments de PCR ont été séquencés sur ld@éodals brins sens et antisens comme

précédemment décrit (Meret al, 2001) et une séquence consensus a été générée.

La réaction de séquence est réalisée a l'aide ttedase CEQ DTCS Quick Start (Beckman
Coulter) selon les recommandations du fournisseur.

Les amorces utilisées pour le séquencage sons gelisentées dans le tableau 2 pour la PCR
nichée a l'exception du gengL18 qui, du fait de sa longueur (1107pb), a nécessité
I'utilisation d’amorces supplémentaires interneass€UL18is) et antisens (UL18ias), tout
comme le gene UL123 (1759 pb) ou huit amorces @nhécessaires pour séquencer le gene
entier (Tableau 3). Les séquences ont été assesnbléeutilisant le programme Staden
Package (Staden, 1994).

Les produits de réaction de séquence sont purdigsSephadex® dans des plaques du
systéme MultiScreen® HTS (Millipore) selon les necpandations du fournisseur.

Le séquencage est réalisé avec le séquenceurgap@EQ 8000 de Beckman Coulter.

E. Clonage

Le clonage du genegL40 a été réalisé chez le patient 101Bx car les r#suttu séquencage
direct du géné&JL40 pour ce patient montrent une variabilité intéragsa@ntre les temps 1 et
2.
1. Préparation des bactéries compétentes
La souche dEscherichia coliutilisée pour le clonage est la souche DBH&ensible a
I'ampicilline. Les bactéries sont rendues compé&tepiar la technique du chlorure de calcium.
2. Ligation

Le vecteur utilisé est le plasmide pGEM-T Easy ¥e@ystem (Promega). Il possede la

séquence ori, origine de réplicatiofedColi et un géne de résistance a I'ampicilline.
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Ce vecteur contient également le géne lacZ qui taflegalactosidase. A I'intérieur du géne
lacZ se trouve un multisite de clonage ou polylm@ai autorise l'insertion de la séquence
d’ADN a amplifier.

Pour la ligation, le mélange réactionnel est détaians le tableau 4.

Une ligation courte a été réalisée (1h a tempéambiante).

Tableau 4 :Préparation des échantillons, témoin positif gfati€ pour la ligation

Echantillon Témoin positif Témoin négatif
Tampon 5pL + + +
Vecteur 1pl + + ¥
Produit PCR 36.6ng + - -
Controle positif 2uL - + -
T4 ligase 1L + + n
H20 gsp 10uL + + +

Concentration du vecteur : 50ng/uL, concentratigase 3U/uL
Rapport produit PCR/vecteur : 3/1
La quantité de produit PCR a ajouter a été détareniselon I'équation recommandée par le fournisseur

(Promega) : [(ng de vecteur x taille en kb de &irt¥ taille en kb du vecteur] x ratio molaire irtsevecteur.

3. Transformation

Les bactéries DHbcompétentes (200uL) sont incubées en présenceoduipde ligation, et

le mélange est placé dans la glace durant 20 nsinute choc thermique a 42°C (1 min 30)

est effectué puis les bactéries sont immédiateplengées dans la glace pendant 2 minutes.
Elles sont ensuite mises en culture a 37°C pengiamtheure dans du milieu LB contenant

20mM de glucose, sous agitation.

4. Sélection des bactéries ayant intégré le plasmid e
recombinant (systéme blanc/bleu)

Les bactéries transformées vont croitre sur leemilen présence de I'antibiotique®t1

sélection). La séquence d’ADN a amplifier s’esénég au niveau du site de multiclonage du
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géne Lac Z aboutissant a son inactivation et I'absedef-galactosidase fonctionnelle. En
présence d’isopropylthif-D-galactoside (IPTG, inducteur de I'opéron lacjosede X-gal
(substrat de |g3-galactosidase qui libére un chromophore bleu Wesson clivage), les
bactéries ayant intégré le plasmide recombinanprésentent sous forme de colonies de

couleur blanchatre, celles ayant un plasmide sastisont de couleur bleué2sélection).

5. Repiquage

Les colonies blanches sélectionnées sont repigaéesiilieu LB + ampicilline en boite de
Petri et mises en culture en milieu liquide (2 ralrdilieu LB + ampicilline) a 37°C, une nuit

sous agitation.

6. Stockage

Avant extraction, les bactéries sont stockées &ola sous la forme d'un culot de

centrifugation et dans un mélange LB + glycérohsmyvés tous deux a -80°C.

La figure 15 illustre la stratégie utilisée pous teansplantés pulmonaires.
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Figure 15: Schema recapitulatif des patients transplanté s pulmonaires, matériels et methodes
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F. Extraction plasmidique

L’ADN plasmidique est extrait a partir du culot béen a I'aide de la trousse NucleoSpin
Plasmid (Macherey-Nagel) selon les recommandatidaos fabricant. L’élution finale

s’effectue dans un volume de 50uL.

G. Digestion plasmidique

Une digestion plasmidique est réalisée afin defieéla présence et la taille de I'insert (732

pb). Elle est obtenue par I'enzyrgedR| (Promega) selon les recommandations du fabricant
Les produits de digestion (20uL) sont déposés selid’agarose a 1.5%.

Les clones d'intérét sont séquencés selon la méttédrite plus haut et a I'aide des amorces
T7 et SP6.

H. Analyse phylogénique

1. Clustal W 1.83

Clustal W 1.83 a été utilisé pour aligner les ségas nucléotidiques en utilisant des souches
connues comme référence : AD169 (numéro d’accesSienebank NC_001347), Merlin
(numéro d’'accession Genebank NC_006273), Towne émund’'accession Genebank
AYQ72777) et Toledo (numéro daccession Genebank 0¥3698). Les arbres
phylogénétiques traditionnels sont construits elsant la méthode du plus proche voisin
(neighbour-joining).

L’arbre phylogénique issu de cet alignement pemmmet étude de la compartimentation pour
chaque patient et de la variabilité inter-patietés souches de CMV pour les souches de
CMV isolées chez les patients transplantés pulmesai

De méme, un arbre phylogénigue est construit a®sdquences issues du clonage du géene
UL40 du patient 101Bx dans les 2 compartiments et ean®s$ différents afin d’étudier la
répartition des variants viraux. En particuliegrialyse de I'arbre permet l'identification de
variants viraux minoritaires. La fiabilité de I'agbest évaluée grace aux valeurs de bootstrap
(méthode de ré-échantillonage).

Les géenes UL18, UL40, UL111a, UL123 et US3 ontastalysés séparément aussi bien que
concaténeés, c’est-a-dire mis bout a bout, en réspetordre dans lequel ils se présentent

dans le génome viral. L’identité et 'homologie desguences concaténées ou non ont été
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calculées en utilisant le programme Needle inclaasdle programme EMBOSS (Rice,
Longden, and Bleasby, 2000).

2. SplitsTree

Les liens d’évolution sont généralement représestiss forme d'arbres phylogéniques
traditionnels, basés sur un modéle d’évolution a@mpar les mutations et les réunions
d’especes. Des modeéles plus réalistes doivent pregidl compte la genese des genes, les
événements de perte ou de duplication géniquebiitigtion, les transferts horizontaux des
géenes et les recombinaisons. Un arbre phylogérsomple n’est souvent pas approprié pour
représenter une histoire phylogénique ou différeigaaux phylogéniques incompatibles. I
est nécessaire d’utiliser un graphique plus géneératéseau, pour illustrer ces données. Pour
acquérir des informations concernant les liens ai#ion pouvant exister entre les souches
cliniques isolées chez des patients transplareaéssdquences concaténées des cinq genes de
CMV ont été analysées en utilisant le programmé<Spke (Huson and Bryant, 2006). Des
souches recombinantes de HSV-1 et HSV-2 ont étrtas avec cette méthode (Norbefrg

al., 2007). A notre connaissance, le programme Spétsest ici utilisé pour la premiere fois
pour analyser des genes de CMV. Ce programme cindfs réseaux de recombinaison,
illustrant les liens d’évolution existant entreféiientes souches en présence d’événements de
recombinaison, contrairement aux algorithmes ti@atiels qui élaborent des arbres
phylogéniques bifurquant. L’histoire évolutive deelats est construite a partir des signaux
conflictuels contenus dans les séquences alignéasdgdes événements de recombinaison
ont participé a I'évolution des isolats inclus. Lheeombinaison ne sera pas caractérisée par
une branche mais par de nombreuses branches céesmemtix souches parentales. Cela
signifie que si un réseau complexe représenteelations existant entre les isolats inclus, il
est probable que des événements de recombinais@uanitipé a leur évolution. Un réseau
réticulé est utilisé pour décrire une évolutioniodte. Un Phi-test (Bruen, Philippe, and
Bryant, 2006) est inclus dans le programme SplgsTwersion 4, pour valider les signaux
conflictuels détectés a cause d’'un événement demgoaison. Nous avons aussi étudié les
séquences concaténées des cinq genes du CMV popiifigr I'alignement nucléotidique
(4804 nucléotides en moyenne par séquence coneatéh@agner une vue synthétique des

séquences compareées.
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. Méthode de bootscan

Tous les candidats recombinants du CMV isolé dargatient 101Bx ont été testés avec la
technigue de bootscan incluse dans le programmpl&iiihole et al, 1999).

Pour renforcer I'hypothése de la présence de rermision dans les séguences concaténées
de CMV, la méthode dite du bootscan incluse damsdgramme Simplot (Lolet al, 1999)

a été appliquée aux candidats recombinants.

En résumé, le bootscanning relie a partir de ldignement une séquence recombinante
potentielle (ségquence cible) a des séquences plrergotentielles. Apres I'obtention d’'un
alignement optimal, il est «cassé » séquentielidmen segments chevauchant de 20
nucléotides qui alimentent I'analyse phylogénétiqugprogramme. Des arbres phylogéniques
sont construits pour chaque segment. Finalemesgdaence inconnue est placée en fonction
de la valeur de bootstrap de chaque segment ledorggnome en tenant compte du fait que
plus la valeur de bootstrap est élevée plus il geachance d’étre proche de la séquence
parentale. Schématiquement, le bootscan indiqudegeéquence ressemble le plus a la
séquence cible et dans quelle proportion (pourgentssible sur 'axe des ordonnées), tout au
long de la séquence nucléique. En cas d’événengereabmbinaison, un message apparait :
« Détection d'un possible événement de recombinais@ui peut étre confirmé en utilisant

I'onglet disponible « FindSites ».

J. Analyse des épitopes immunodominants

Pour étudier la variabilité des épitopes décritarga protéine immunodominante IE1, les

logiciels BIMAS (http://thr.cit.nih.gov/cgi-bin/molbio/ken_parker raboform) et

SYFPEITHI (vwww.syfpeithi.d¢ ont été utilisés pour calculer le score d’affnibéorique de

chaque séquence peptidique précédemment décrasseciation avec le génotype HLA du
patient infecté.

XI. Patients

Notre étude rétrospective a été réalisée sur desnéltons biologiques conservés a -80°C
pour des souches isolées chez des patients tratéspla

Les patients, dénommés 1 a 17Bx (transplantés xgnetu 101 & 106Bx (transplantés
pulmonaires), et les prélevements étudiés soneptés dans le tableau ci-dessous. La charge

virale (CV) a été mesurée par PCR en temps réélor@oire de virologie, CHU de
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Bordeaux). Elle est exprimée en copies ADN/mL. lgients ont été inclus car ils
développaient une infection a CMV avec une PCReepst réelle positive pour le CMV a la
fois dans le sang et dans le liquide de lavagedhmalvéolaire pour les patients transplantés
pulmonaires. Pour dix patients, des prélevemenises#iels étaient disponibles et espacés
d’au moins six semaines (délai pour lequel noussic@nons qu’il s’agit d'un épisode
d’infection & CMV différent).

Un organe transplanté peut contenir du virus at’itent. Ainsi, un patient transplanté peut
présenter une primo-infection a CMV (receveur ségatif pour le CMV : R-, donneur
séropositif : D+), une réactivation endogene (Ra)egogene (réactivation ou surinfection a
partir du virus transmis par le donneur). Plusieamsches virales peuvent donc circuler chez
un méme patient, a I'occasion de surinfections@intections (D+ / R+).

Parmi les 23 patients étudiés, 10 étaient D+/RDHR+ et 12 D+/R- (Tableau 5).

Tableau 5 :Patients et préléevements (nature et charge (iGAI)

Patient Code patient Date examen Nature prélevement Ccv Stat
1Bx 1Bx0408 31/08/2004sang total 1316 D+R+
1Bx0411 22/11/2004sang total 1070
1Bx0501 05/01/2005sang totall 60440
2Bx 2Bx0410 05/10/2004sang total 1391 D+R+
2Bx0503 25/03/2005sang total 1970
3Bx 3Bx0412 08/12/2004sang total 1033 D+R+
3Bx0503 09/03/2005sang total 819
4Bx 4Bx0409 17/09/2004sang total + D+R+
5Bx 5Bx0502 23/02/2005sang total 13850 D+R+
6Bx 6Bx0409 22/09/2004sang totall + D+R+
7Bx 7Bx0506 08/06/2005sang totall 3101 D-R+
8Bx 8Bx0312 17/12/2003sang total + D+R-
8Bx0402 17/02/2004sang total +
8Bx0405 26/05/2004sang total +
8Bx0410 06/10/2004sang total 34140
8Bx0501 05/01/2005sang total 1006
8Bx0604 05/04/2006sang total 3609
8Bx0610 02/10/2006sang total 2616
9Bx 9Bx0411 26/11/2004sang total 64800 D+R-
9Bx0501 06/01/2005sang total 1076
9Bx0502 23/02/2005sang total 794
9Bx0504 21/04/2005sang total +
10Bx 10Bx0502 24/02/2005sang total 4417 D+R-
10Bx0504 07/04/2005sang total 980
10Bx0508 11/08/2005sang total 1373
11Bx 11Bx0409 17/09/2004sang totall + D+R-
11Bx0412 23/12/2004sang total 116700
12Bx 12Bx0501 26/01/2005sang total 758000 D+R-
12Bx0505 04/05/2005sang total 1056
13Bx 13Bx0408 25/08/2004sang total + D+R-
14Bx 14Bx0507 27/07/2005sang total 118400 D+R-
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15Bx 15Bx0506 02/06/2005sang total 5507 D+R-

16Bx 16Bx0503 21/03/2005sang total 16260 D+R-

17Bx 17Bx0508 03/08/2005sang total 183000 D+R-

101Bx 101Bx0406WB 17/06/2004sang total + faible D+R-
101Bx0406BAL 21/06/2004LBA + faible
101Bx0508BAL 23/08/2005LBA +
101Bx0509WB 12/09/2005sang total <500
101Bx0705BAL 10/05/2007LBA + faible D-R+
101Bx0705WB 24/05/2007sang totall 2006

102Bx 102Bx0602WB 28/02/2006sang total 689 D+R-
102Bx0603BAL 17/03/2006LBA +
102Bx0605BAL 09/05/2006LBA + faible
102Bx0605WB 09/05/2006sang totall 1375
102Bx0608BAL 11/08/2006LBA +
102Bx0608WB 21/08/2006sang totall 1705

103Bx 103Bx0607BAL 31/07/2006LBA + D+R+
103Bx0607WB 31/07/2006sang totall 2449000

104Bx 104Bx0604BAL 14/04/2006LBA + D+R+
104Bx0604WB 13/04/2006sang total 2847000

105Bx 105Bx0502BAL 24/02/2005LBA + D+R+
105BX0502WB 21/02/2005sang total 123700

106Bx 106Bx0411WB 04/11/2004sang total 17680 D+R+
106Bx0411BAL 03/11/2004LBA +

Sang total : PCR qualitative (résultat + ou + fajliu PCR quantitative (nombre de copies/mL).
LBA : PCR qualitative.

Informations apportées par le code patient. Exemipl201Bx0406WB :
101 : rang du patient, Bx : Bordeaux, 04 : annéeré&vement, 06 : mois de prélévement, WB : cotipant
(WB pour sang total, BAL pour liquide de lavagetwbo-alvéolaire).

XIl. Résultats

A. Valorisation des résultats

Les 263 séquences obtenues sont disponibles damsa@e avec les « access numbers »

suivants indiqués dans le tableau 6.

Tableau 6 :Numéros d’accés des séquences obtenues

Patient Code patient uL18 UL40 uUL83 UL11la UL123 uUs3
1Bx 1Bx0408 DQ367970 DQ367999HM142972 DQ367940 FJ491265 DQ368030
1Bx0411 DQ368000 DQ367941 FJ491266 DQ368031
1Bx0501 DQ367971 DQ368001HM142973 DQ367942 FJ491267 DQ368032
2Bx 2Bx0410 DQ367972 DQ368002 DQ367943 FJ491268 DQ368033
2Bx0503 DQ367973 DQ368003HM142974 DQ367944 FJ491269 DQ368034
3Bx 3Bx0412 DQ367974 DQ368004HM142975 DQ367945 FJ491270 DQ368035
3Bx0503 DQ367975 DQ368005 DQ367946 FJ491271 DQ368036
4BX 4Bx0409 DQ367976 DQ368006 DQ367947 FJ491272 DQ368037
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5Bx 5Bx0502 DQ367977 DQ368007HM142976 DQ367948 FJ491273 DQ368038
6BXx 6Bx0409 DQ368008 DQ367949 FJ491274 DQ368039
7BX 7Bx0506 DQ367978 DQ368009HM142977 DQ367950 FJ491275 DQ368040
8Bx 8Bx0312 DQ367979 DQ368010HM142978 DQ367951 FJ491276 DQ368041
8Bx0402 DQ367980 DQ368011HM142979 DQ367952 FJ491277 DQ368042
8Bx0405 DQ367981 DQ368012HM142980 DQ367953 FJ491278 DQ368043
8Bx0410 DQ367982 DQ368013HM142981 DQ367954 FJ491279 DQ368044
8Bx0501 DQ367983 DQ368014 DQ367955 FJ491280 DQ368045
8Bx0604 EU048965 HM142995 HM142997
8Bx0610 EU048996 HM142996 HM142998
9BXx 9Bx0411 DQ367984 DQ368015HM142982 DQ367956 FJ491281 DQ368046
9Bx0501 DQ367985 EU049061 DQ367957 FJ491282 DQ368047
9Bx0502 DQ367986 DQ368017 DQ367958 FJ491283 DQ368048
9Bx0504 EU049138
10Bx 10Bx0502 DQ367987 DQ3680181M142983 EF448364 FJ491284 DQ368049
10Bx0504 DQ367988 DQ368019HM142984 EF488365 FJ491285 DQ368050
10Bx0508 DQ367989 DQ368020HM142985 EF488366 FJ491286 DQ368051
11Bx 11Bx0409 DQ367990 DQ368021HM142986 DQ367962 FJ491287 DQ368052
11Bx0412 DQ367991 DQ368022HM142987 DQ367963 FJ491288 DQ368053
12Bx 12Bx0501 DQ367992 DQ3680231M142988 DQ367964 FJ491289 DQ368054
12Bx0505 DQ367993 DQ3680241M142989 DQ367965 FJ491290 DQ368055
13Bx 13Bx0408 DQ367994 DQ3680251M142990 DQ367966 FJ491291 DQ368056
14Bx 14Bx0507 DQ367995 DQ368026HM142991 EF535834 FJ491292 DQ368057
15Bx 15Bx0506 DQ367996 DQ368027HM142992 DQ367967 FJ491293 DQ368058
16Bx 16Bx0503 DQ367997 DQ3680281M142993 DQ367968 FJ491294 DQ368059
17Bx 17Bx0508 DQ367998 DQ368026HM142994 DQ367969 FJ491295 DQ368060
101Bx  101Bx0406WB FJ491325 FJ491344
101Bx0406BAL FJ491307 FJ491326
101Bx0508BAL FJ491308 FJ491327 FJ491345 FJ491296 FJ491361
101Bx0509WB FJ491309 FJ491328 FJ491346 FJ491362
101Bx0705BAL FJ491310 FJ491329 FJ491347 FJ491363
101Bx0705WB FJ491311  FJ491330 FJ491348 FJ491364
102Bx  102Bx0602WB FJ491312  FJ491331 FJ491349
102Bx0603BAL FJ491313  FJ491332 FJ491350 FJ491297 FJ491365
102Bx0605BAL FJ491314  FJ491333 FJ491351 FJ491298 FJ491366
102Bx0605WB FJ491315 FJ491334 FJ491352
102Bx0608BAL FJ491316  FJ491335 FJ491353 FJ491367
102Bx0608WB
103Bx  103Bx0607BAL FJ491317 FJ491336 FJ491354 FJ491299 FJ491368
103Bx0607WB FJ419318  FJ491337 FJ491355 FJ491300 FJ491369
104Bx  104Bx0604BAL FJ491319 FJ491338 FJ491356 FJ491301 FJ491370
104Bx0604WB FJ491320 FJ491339 FJ491357 FJ291302 FJ491371
105Bx  105Bx0502BAL FJ491321  FJ491340 FJ491358 FJ291303 FJ491372
105BX0502WB FJ491322  FJ491341 FJ291304 FJ491373
106Bx  106Bx0411WB FJ491323  FJ491342 FJ491359 FJ291305 FJ491374
106Bx0411BAL FJ491324  FJ491343 FJ491360 FJ291306 FJ491375
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B. Variabilité globale

1. Les quatre génes immunomodulateurs

Cette étude rétrospective a été menée sur des esoutihiqgues de CMV isolées chez 23
patients transplantés avec ou non un suivi longialddans le temps. Les résultats

d’amplification des quatre génes immunomodulatsarg présentés dans le tableau 7.

Tableau 7 :Résultats d’amplification

Patient p(eiggﬁt UL18 UL40 ULllla US3| Patient Code patient UL18 UL40 ULl11lla US3
1Bx 1Bx0408 + + + + 101Bx  101Bx0406WB - + + -
1Bx0411 - + + + 101Bx0406BAL + + - -
1Bx0501 + + + + 101Bx0508BAL + + + +
2Bx 2Bx0410 + + + + 101Bx0509WB + + + +
2Bx0503 + + + + 101Bx0705BAL + + + +
3Bx 3Bx0412 + + + + 101Bx0705WB + + + +
3Bx0503 + + + + 102Bx  102Bx0602WB + + + -
4Bx 4Bx0409 + + + + 102Bx0603BAL + + + +
5Bx 5Bx0502 + + + + 102Bx0605BAL + + + +
6Bx 6Bx0409 - + + + 102Bx0605WB + + + -
7Bx 7Bx0506 + + + + 102Bx0608BAL + + + +
8Bx 8Bx0312 + + + + 102Bx0608WB - - - +
8Bx0402 + + + + 103Bx 103Bx0607BAL + + + +
8Bx0405 + + + + 103Bx0607WB + + + +
8Bx0410 + + + + 104Bx  104Bx0604BAL + + + +
8Bx0501 + + + + 104Bx0604WB + + + +
8Bx0604 - + + + 105Bx 105Bx0502BAL Partielle + + +
8Bx0610 - + + + 105BX0502WB  Partielle + - +
9Bx 9Bx0411 + + + + 106Bx  106Bx0411WB + + + +
9Bx0501 + + + + 106Bx0411BAL + + + +
9Bx0502 + + + +
9Bx0504 - + - -
10Bx 10Bx0502 + + + +
10Bx0504 + + + +
10Bx0508 + + + +
11Bx 11Bx0409 + + + +
11Bx0412 + + + +
12Bx 12Bx0501 + + + +
12Bx0505 + + + +
13Bx 13Bx0408 + + + +
14Bx 14Bx0507 + + + +
15Bx 15Bx0506 + + + +
16Bx 16Bx0503 + + + +
17BX 17Bx0508 + + + +

+ : obtention d’'une séquence

- : échec d’amplification ou de séquencage

Les arbres phylogéniques (figure 16) obtenus apéegiencage direct pour chaque géne
indiquent que le CMV de chaque patient a une coaikim de séquences différente pour les
4 genes, ce qui signifie que chaque patient estté@fpar des variants de CMV particuliers.

L’analyse de I'ensemble des séquences montre quségeence identique peut étre trouvée
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pour un gene donné chez différents patients conoue Pavons déja montré (Garrigue et al.,
2008b). Les valeurs de bootstrap confirment la stdsse des arbres phylogéniques. De plus,
la variabilité est modérée. Par exemple, pour leeddL40 le pourcentage de variabilité le
plus important au niveau acide aminé est de 12%& a3Bx et 17Bx.

Dix patients (quatre greffés pulmonaires et siXfgeerénaux) sont D+R+. Chez ces patients,
pendant un épisode de réactivation du CMV, les lsesivirales présentes a la fois chez le
donneur et chez le receveur peuvent se réactiveroooitamment. Il n’est pas surprenant de
trouver des populations virales mixtes, se trachtipar la présence de double population dans

la séquence nucléique.
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Figure 16 : Arbres phylogéniques des quatre génes immunomieduia
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Certains commentaires peuvent étre faits a propathdcun des génes viraux :

UL111a: Par comparaison avec la souche de laboratoire6Bptise comme référence, dans
le géne UL1llla, des insertions de trois nucléotithSG en position 28-30), de six
nucléotides (ACGACG, en position 28-33) ou de geinz nucléotides
(ACGACGACGACGACG, en position 28-42) ont été troeséchez deux, neuf et un isolats
respectivement. De plus, une délétion de cing wtidés (TGGTC) est observée en position
29-33 dans l'isolat 10Bx pour chacun des trois temligponibles pour ce patient et se traduit

par un géne UL111a probablement non fonctionnel.

US3: Par comparaison avec la souche de laboratoire68ptise comme référence, aucune

délétion ou insertion n’a été trouvée dans la sécgidu gene US3.

UL18 : Par comparaison avec la souche de laboratoire68[prise comme référence, pour le
géene UL18, une délétion de trois nucléotides (A@A) trouvée en position 40-42 pour six
isolats.

Nous n'avons pas observé de modifications au nideaumotifs YRKV et KVRS localisés au
niveau de la queue cytoplasmique, ni au niveaugdesre cystéines (C211, C240, C255 et
C267) impliquées dans la liaison a la b2-microglivizu.

Sur 45 isolats, 29 avaient les mutations K42R 8TAdt 27 la mutation Q202H.

Ces résultats sont illustrés dans la figure 17.
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Figure 17 : Sélection des zones d'intérét aprés alignemergséguencedlL18 en acides aminés obtenues chez nos patients agéglience
d’AD169.
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UL40 : Par comparaison avec la souche de laboratoir68[prise comme référence, aucune
délétion ou insertion n’a été trouvé dans la ségeieln gene UL40.

La traduction en acides aminés des 53 séquencétidiues deJL40 a permis de mettre
en évidence des variations dans la séquence dyegtide (VMAPRTLIL pour AD169),
présenté par HLA-E et permettant son expressiansatface cellulaire (tableau 8). Certaines
de ces mutations n'avaient pas été décrites augairalves sites d’ancrage du nonapeptide a
HLA-E se situent en position 2 et 9.

Tableau 8 : Séquence du nonapeptide et nombre d’isolats souehe de référence associés:

Nombre d’isolats Séquences du nonapeptide

27 + AD169 + Merlin + Towne VMAPRTLIL
4 VMAPRTLLL
2 + Toledo VMAPRTIVL
AMAPRTLIL
VMGPRTLIL
VMAPRILIL
VMAPRSLL L
VMAPWSLL L
VTAPRTLLL
VMAPLTLIL
A/V MA L/P RTLIL
VMAP R/W TLLL

RPRRPUORPRWWNER

Les acides aminés mutés sont en gras et soulignés.

Trois sites potentiels de N-glycosylation ont aiggerés dans cette protéine (acides aminés
89-91, 110-112 et 143-145) (Tomas#al, 2000). Pour les sites putatifs de N-glycosyhatio
de pUL40, les régions 110-112 et 143-145 sont gwgss pour toutes les souches. En
position 89-91, sept isolats présentent la séquBsiiNE décrite chez la souche AD169, alors
gue onze isolats de greffés rénaux et 106Bx damsddeix compartiments étudiés ont la

séquence SNT comme les souches Toledo, Merlinwehd&o
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Figure 18 : Variabilité de la protéine pUL40
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La figure 18 illustre la comparaison de la séqugmmoggique pUL40 de la souche AD169 avec les sémpseprotéiques de tous nos isolats.
Quand la séquence protéique est différente, I'aamimé correspondant est indiqué sur la figurendmapeptide est signalé en rouge sur la

figure et les trois sites potentiels de N-glycosglaen vert.

64



2. Les deux génes immunodominants

a) UL123 codant IE1

Cette étude rétrospective a été réalisée pourrtosgatients greffés rénaux et pulmonaires.
Sur 55 échantillons, 42 séquences ont pu étre obserie détail des résultats est présenté

dans le tableau suivant 9 :

Tableau 9 :Résultats d’amplification du géne UL123

Patient Code patient UL123|Patient Code patient UL123
1Bx 1Bx0408 + 101Bx 101Bx0406WB -
1Bx0411 + 101Bx0406BAL -
1Bx0501 + 101Bx0508BAL +
2Bx 2Bx0410 + 101Bx0509WB -
2Bx0503 + 101Bx0705BAL -
3Bx 3Bx0412 + 101Bx0705WB -
3Bx0503 + 102Bx 102Bx0602WB -
4BX 4Bx0409 + 102Bx0603BAL +
5Bx 5Bx0502 + 102Bx0605BAL +
6Bx 6Bx0409 + 102Bx0605WB -
7Bx 7Bx0506 + 102Bx0608BAL -
8Bx 8Bx0312 + 102Bx0608WB -
8Bx0402 + 103Bx 103Bx0607BAL +
8Bx0405 + 103Bx0607WB +
8Bx0410 + 104Bx 104Bx0604BAL +
8Bx0501 + 104Bx0604WB +
8Bx0604 - 105Bx 105Bx0502BAL +
8Bx0610 - 105BX0502WB +
9Bx 9Bx0411 + 106Bx 106Bx0411WB +
9Bx0501 + 106Bx0411BAL +
9Bx0502 +
9Bx0504 -
10Bx 10Bx0502 +
10Bx0504 +
10Bx0508 +
11Bx 11Bx0409 +
11Bx0412 +
12Bx 12Bx0501 +
12Bx0505 +
13Bx 13Bx0408 +
14Bx 14Bx0507 +
15Bx 15Bx0506 +
16Bx 16Bx0503 +
17Bx 17Bx0508 +

+ : obtention d’une séquence
- . échec d’amplification ou de séquencage
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Dans le géne UL123, une délétion de neuf nucléstid&AGGAGGA) est présente dans

I'exon 4 de la souche 16Bx0503 ; de plus, I'inteba une longueur variable (114 nucléotides
pour AD169, et de 111 a 116 nucléotides dans mdatsscliniques).

La charge virale du CMV dans les prélevements pesquels nous n’avons pas obtenu
d’amplification est faible. Ceci pourrait expliquest échec.

L’arbre phylogénique (figure 19) obtenu aprés ségage direct montre une variabilité non

négligeable. Cette variabilité peut étre nulle @eemple pour 10Bx, 15Bx et 106Bx) ou aller
jusqu’a 6.2% de la séquence nucléique totale (pample pour 13Bx et 2Bx0503).

Figure 19 : Arbre phylogénique du gene UL123
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Apres traduction en acides aminés de la séquerdant® en comparaison avec la protéine
IE1 de la souche AD169, des mutations dans lepggstde IE1 ont été détectées pour de
nombreux isolats et sont résumées dans le tablzau 1

Tableau 10 :Mutations des épitopes d’IE1

Position de Séquence sauvage HLA Séquence mutée Nombre
I'épitope (AD169) d’isolats
87-95 KQIKVRVDM C*06 38
KQIKIRVDM 2
KQIK(I/V) RVDM 2
198-207 DELKRKMIYM B*08 7
DELKRKMMYM 4
DELRRKMMYM 23
EELRRKMMYM 5
DEL(K/R)RKMMYM 1
DEL(K/R)RKM(I/M )YM 2
199-207 EKRKMIYM B18 7
ELKRKMMYM 4
ELRRKMMYM 28
EL(K/R)RKMMYM 1
EL(K/R)RKM(I/M)YM 2
279-287 CVETMQMIEY B18 26
CVETMCSEY 14
CVETMC(N/SEY 2
297-304 TMYGGISL A*0201 16
TMYGSISL 7
GMYGAISL 14
TMYG(S/P)ISL 2
TMYG(S/T/R/P)ISL 1
(T/ISIAIG)MYG(P/T)ISL 1
(TISIAIG)MYG(G/A)ISL 1
305-313 ISEFCRVLC c*07 25
LTEFCRVLC 14
L(S/IT)EFCRVLC 2
308-316 FCRVLCCY Cc*07 23
FCRVLCCY 14
FCRVLCCY(\V/I) 5
309-317 CRCVLCCY/L B*0702 23
CRCVLCCYIL 14
CRCVLCCYV/I)L 5
312-320 LCCWLEET c*07 23
LCCYILEET 14
LCCY(V/I)LEET 5
315-323 YLEETSW A02(*0201) 7
YILEETSWL 6
YVLEETSW 16
YVLEETSWL 7
YILEETSV({L/M) 1
Y(I/V)LEETSW 3
Y(I/V)LEETSWVL 1
Y(I/V)LEETSV(M/L/1 ) 1
316-324 ILEETSWL A*0201 7
ILEETSVLL 6
VLEETSWIL 16
VLEETSWLL 7
ILEETSV(L/M )L 1
(/V)LEETSWIL 3
(/V)LEETSWLL 1
(IIV)LEETSV(M/L/I )(LIM) 1
319-327 ETSWILAKR A*68 26
ETSWLLAKR 14
ETSV(M/L )LAKR 1
ETSVM/L/I )LAKR 1
354-363 YILGADPLRV A02(*0201) 42
379-387 DEBAIAAY B18 20
DEEEAIVAY 18
DEENAIVAY 1
DEEEAI(A/V)AY 1
DEED/E)AIVAY 1
DEED/E)AIAAY 1
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L’'impact théorique de cette variabilité sur la cap@ade I'épitope a se lier aux molécules du
CMH a été étudié avec les logiciels BIMAS et SYFPHI mais nous n’avons pas trouve de

modification du score d’affinité.
b) UL83 codant pp65

Cette étude a été réalisée avec les souches istiéedes transplantés rénaux. Nous avons
obtenu une séquence partielle correspondant artie pa du géne UL83 (les 1125 premiers
nucléotides) pour 23 prélevements sur 34. Au niveal€ique, nous observons jusqu’'a 1.5%
de variabilité entre deux souches (11Bx0412 et UBB8, par exemple). La figure 20 illustre

I'arbre phylogénique obtenu pour ces séquenceke jpest

Figure 20 : Arbre phylogénique du gene UL83
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Au niveau protéique, dans la partie N-terminaldadeéquence disponible, la variabilité est

guasiment nulle (avec un maximum de 0,5% de divergeentre les souches 10Bx0508 et

11Bx0412 par exemple). Les épitopes préalableméatitd dans la souche AD169 pour la

protéine pp65 (Kerret al, 2000; Trivediet al, 2005) ne sont mutés pour aucune de nos
souches cliniques. La figure 21 illustre la vatiigdide la protéine pp65.

Figure 21 : Variabilité de la protéine pp65 (375 premiers asidmines).
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C. Compartimentation

Six patients transplantés pulmonaires (trois homrres femmes) ont été inclus dans cette
étude (patients 101Bx a 106Bx). Quatre patients slamneur positif / receveur positif
(D+/R+) et deux D+/R-. Pour ces deux derniers p#tiees préléevements séquentiels dans les
deux compartiments étaient disponibles et espdaésnabins six semaines (délai pour lequel
nous considérons qu’il s'agit d’un épisode d’'infenta CMV différent).

L’ADN du CMV a été amplifié et séquencé a partir I échantillons de sang total et 10
liquides de lavage broncho-alvéolaire.

Les séquences des gene440, US3 UL18 et UL1llla ont été obtenues pour les
compartiments sang et poumon pour les six patetrmeur deux, a trois temps différents. Les
prélévements pour lesquels une séquence diredie @btenue sont résumés dans le tableau

11 et les arbres phylogéniques dans la figure 22.

Tableau 11 :Séquences directes disponibles (+) ou non (-)

| Code patient luL4ao | Us3 |uLl11a|uUL18 | | Code patient |UL40 | US3 |uL11la| UL18 |

101Bx D+R-

puis D-R+ 103Bx D+R+
101Bx0406WB + - + - 103Bx0607BAL | + + + +
101Bx0406BAL + - - + 103Bx0607WB |+ + + +
101Bx0508BAL + + + +
101Bx0509wWB + + + + 104Bx D+R+
101Bx0705BAL + + + + 104Bx0604BAL |+ + + +
101Bx0705WB + + + + 104Bx0604WB |+ + + +
102Bx D+R- 105Bx D+R+
102Bx0602WB + - + + 105Bx0502BAL |+ + + +
102Bx0603BAL + + + + 105BX0502WB |  + + - +
102Bx0605BAL + + + +
102Bx0605WB + - + + 106Bx D+R+
102Bx0608BAL + + + + 106Bx0411WB |+ + + +
102Bx0608WB - - - - 106Bx0411BAL| + + + +
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Figure 22 : Arbres phylogéniques obtenus avec les séquencestali pour les 4 genes du

CMV.
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Dans certains cas, les séquences des quatre gemesidentiques dans les deux
compartiments (103Bx et 106Bx).

Dans d’autres, trois genes sont identiques dansldeg compartiments étudiés (104Bx et
102Bx). Pour 104Bx, en comparant la séquence da gari8 (1107 pb) dans le sang et le
liquide de lavage broncho-alvéolaire, nous avomstifié trois nucléotides différents. Pour
102Bx, pour lequel nous disposons de prélevemedgsientiels, la variabilité observée
concerne le gene UL40 dans le compartiment du LBA@isieme temps ; dans le sang total,
nous n'avons pas pu amplifier le gene US3 quelaiels temps, ni aucun gene pour le
troisieme temps.

Pour 105Bx (D+/R+), trois genes sont différentscemparant les deux compartiments (la
séquence du géne ULllla n'a pas pu étre amplifi€ tlacompartiment sang total). Des
doubles populations sont observées pour chaqueségdirecte.

Le patient 101Bx a été transplanté deux fois. léggiences directes changent entre le premier
épisode infectieux (juin 2004), le deuxieme (sefien?2005) et le troisieme (mai 2007). Suite
a cette observation, nous avons sélectionné leshesusolées chez le patient 101Bx pour

cloner les produits de PCR du gene UL40 avant se@que.

Analyse de la variabilité de UL40 pour le patient 01Bx (séquencage apres
clonage)

Ce patient a bénéficié de deux transplantationgubiironaires : la premiere fin mai 2004
(patient D+R-), la seconde trois ans plus tardiépatdevenu D-R+). Le premier épisode

d’infection a CMV, probablement transmis par leffyne, est survenu quelques jours apres la

premiere transplantation (figure 23).
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Figure 23 : Histoire de l'infection a CMV du patient 101Bx aprses deux transplantations.
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L’'arbre phylogénique issu du séquencage des cldued40 (figure 24) dans les 2
compartiments du patient 101Bx conforte les rémildian séquencage direct : les clones des
temps 1 et 2 forment des « clusters » séparés. gséaonfirmé par des valeurs élevées de
bootstrap. On n'observe pas de phénomene de camepatation.
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Figure 24 : Arbre phylogénique des clone4.40 de 101Bx des temps 1 et 2
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74



Le clone 31 du LBA temps 2 présente des mutatietreuvées dans les séquences directes
des 2 premiers temps.

Ceci peut étre expliqué par un événement de recw@idon comme le suggere I'analyse par
Bootscan (figure 25). La séquence du clone BAL 8%semble a la séquence directe
101Bx0406BAL (courbe bleue) dans sa région 5’ & aéquence directe 101Bx0508BAL
(courbe noire) dans sa région 3'. Le clone BAL ®Lnpait étre issu de la recombinaison de
ces 2 souches parentales.

Figure 25 :

Bootscan réalisé en comparant le clone
UL40 BAL 31 temps 2 avec les
séquences directes de UL40
compartiment poumon temps 1 (bleu)
~ et 2 (noir) pour 101Bx et la séquence
%, L\ directe dUL40 compartiment sanguin
o pour 106Bx (comme témoin, orange).

% of Permutzd Trzes

. i

D. Recombinaison

Vingt et un patients (13 hommes, 8 femmes ; agaanétk 55 (44 ; 56) ans au moment de la
transplantation) ont été inclus dans cette étuddlsaléveloppaient une infection a CMV.
Seize patients avaient recu un rein (patients 1BXEx) et cing un poumon (patients 101Bx a
106Bx). Huit patients avaient un statut sérologigiée donneur positif / receveur positif
(D+/R+), un patient était D-/R+ et 12 D+/R-. Lesusbes de CMV ont été isolées dans le
sang de 19 patients (1Bx a 17Bx et 103Bx a 106BxJaes le liquide de lavage broncho-

alvéolaire pour deux patients (101Bx et 102Bx).
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Fig. 26A
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Figure 26: Représentations phylogéniques de |la
variabilité nucléigue du CMV pour les cing gengs

étudiés et pour la séquence concaténée. Les sosmhie

U7

ainsi identifiées : - numéro du patient (1 a 17 rples
transplantés rénaux ou 101 a 106 pour les greffés
pulmonaires)

-Bx (Bordeaux, France)

-année (03, 04,0 5 ou 06)

-mois du prélévement (01 a 12).
Les séquences sont comparées avec des séqugences
homologues disponibles dans Genebank: AD169
(numéro d'acces NC_001347), Merlin (NC_006278),
Towne (AYQ72777), et Toledo (AH013698).

FIG. 26A, 26B, 26C, 26D et 26Eillustrent les
séquences des genes UL18, UL40, UL111a, UL123 et
USs3.
FIG. 26F illustre la variabilité nucléique des séquendes

concaténées (4800 nucléotides en moyenne).
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1. Arbres phylogéniques et analyse de la recombinai  son

avec le logiciel SplitsTree

Des arbres phylogéniques sont construits pour eéhggoe et pour les séquences concaténées
(figure 26). Les valeurs de bootstrap confirmenblaustesse de ce calcul.

En considérant les séquences des cing genes,dsusolats cliniques présentent un profil
géneétique unique et chaque patient est infectéuparariant CMV particulier. Néanmoins,
pour un gene donné comme UL18, des séquences hgmesi@euvent étre identiques chez
différents isolats (10Bx0502, 15Bx0506, 104Bx0604@Bx0411 ou 2Bx0410, 9Bx0411 et
102Bx0605BAL, par exemple). Dans I'arbre phylogéeidssu des séquences concaténeées,
une distribution en deux clusters dominants esemié®. L’identité nucléique est de 95.4%
pour les deux souches les plus éloignées (14BxBz) 4t de 99.9% pour les deux plus
proches (106Bx et 15Bx). Ces deux derniéres soudisgrisent ensemble quelque soit le
gene avec des séquences identiques pour les géd8s WL40, UL123 et US3. Pour le géne
UL111a, il existe une insertion de 6 nucléotidessdia souche 106Bx comparée a celle de
15Bx.

Cette approche phylogénique traditionnelle n’ests pauffisante pour suggérer une
recombinaison. Pour chaque gene et pour les séggienacaténées, nous avons construit des
réseaux de recombinaison en utilisant le logiciglitSTree et en incluant tous les isolats

cliniques et quatre souches de référence (Figutasa).
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Figure 27A : Séquences concaténées
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La figure 27A illustre I'analyse par SplitsTree d&gjuences concaténées des cing genes. Les
séquences des virus infectant les transplantésgmalimes sont indiquées par une fleche en
pointillé et les souches de référence sont soudiginEes souches présentées dans la figure
27A aprés analyse par bootscan, que nous décptaadoin, sont indiquées avec des fleches
pleines. Le réseau présente un profil réticuléaeaint 'hypothése de souches évoluant par
recombinaison. Le Phi-test, calculé a partir dégfreement des séquences, détecte 297 sites
informatifs (297/4804 nucléotides) et met en éviedes événements de recombinaison de

facon statistiguement significative (p<i9.

La présence de doubles populations dans 9 séquenoeaténées aurait pu introduire un
biais dans l'analyse. C’est pourquoi nous l'avomsiouvelée avec les 12 séquences
dépourvues de doubles populations et les quatrehssude référence. Les patients
correspondants sont 3 D+/R+, un D-/R+ et 8 D+/Ryyfe 27B).
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Figure 27B : Ségquences concaténées sans double population
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Comme précédemment, le Phi-test est statistiquesigmificatif (p<10") et le profil réticulé

de l'analyse est en faveur d’une évolution du CM¥ gcombinaison.
Nous avons ensuite analysé avec SplitsTree leseafignts obtenus pour chaque géne. Tous

les réseaux présentent un profil réticulé, renfarddypothése de souches évoluant par

recombinaison, avec & chaque fois un phi-tesssiiement significatif (p<I8).
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Figure 27C : TTL18

Figure 27D ; TIZ3 Figure 27E : TL111a
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Les réseaux les plus complexes sont ceux du gedé (866 pb) et du géne UL123 (1762 pb

en moyenne), reflétant un haut niveau de reconmdgmnadurant I'évolution du CMV. Ces

deux genes sont aussi ceux qui présentent le parslghombre de sites variables (12% et

11,8% respectivement). Le géne US3 est le moinplr.

Dans nos travaux précédents, nous avions clongréekiits de PCR du géene UL40 pour des

souches infectant des patients, inclus dans la&ptéftude, pour lesquels nous disposions de

prélevements séquentiels (Garrigue et al., 2008bgnalyse par bootscan et l'arbre

phylogénique étaient en faveur d’événements dembuwison pour un patient (1Bx) et

I'arbre phylogénique était en faveur d’une évolatjwar quasi-especes pour un autre (9BXx).

Nous avons analysé ces séquences clonées (22 Powt 94 pour 1Bx) avec le programme

SplitsTree (Figure 27H et ).

Figure 27H : Clone: 1Bx TTL40
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Nos précédentes hypothéses sont confortées aveg, |po patient 1Bx, un Phi-test

statistiquement significatif (p<10) en faveur d’une évolution par recombinaison, sigue

pour le patient 9Bx, le Phi-test n'est pas stapistment significatif (p=0,667) et donc en

défaveur d’'une évolution par recombinaison. Deslltés obtenus avec des clones du géne

UL40 peuvent ainsi préfigurer ceux obtenus aveséegiences concaténées.

2. Analyse par bootscan

Les séquences concaténées ont été analysées p@&tHade du bootscan. Elle indique les

séquences qui se rapprochent le plus de la séqueralgsée, et dans quelle proportion

(pourcentage indiqué au niveau de l'axe des ordEs)né&out le long de la séquence
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nucléique. La régle au bas du graphique indigupokition et la longueur des cingq genes
étudiés. Bien que ces séquences ne soient pasesjogldes ne contiennent pas de double
population. Ainsi, nos résultats ont peu de chatié&re la conséquence de co-infections.

L'illustration de ces résultats est présentée tesfigures 28A a C :
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100
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95
© (\M (v il /\A = 14BX0507
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LA i e
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Window: 200 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Reps: 100, Kimura (2-parameter), Tit: 2,0, Neighbor-Joining

Figure 28A : la séquence 106Bx0411 (D+/R+) est comparée aviescde 103Bx0607
(D+/R+), 7Bx0506 (D-/R+) et 14Bx0507 (D+/R-). Leséd le 3’ termini du gene UL40 sont
similaires entre 106Bx0411 et 103Bx0607; la séqgearentrale du gene UL40 est similaire
entre 106Bx0411 et 7Bx0506. Le bootscan considaeeag profil est hautement suggestif
d’événements de recombinaison intra-génique au skingene UL40. Des sites de

recombinaison vraisemblables sont indiqués pafldeises en haut de la figure.
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Figure 28B: la séquence 10Bx0502 (D+/R-) est comparée agkescde 8Bx312 (D+/R-),
12Bx0501 (D+/R-), 17Bx0508 (D+/R-) et 104Bx0604 (R+). La séquence du gene UL18
est similaire entre 10Bx0502 et 104Bx0604. Les siages des genes UL40, UL111a, UL123
et US3 sont proches entre 10Bx0502 et 8Bx0312.datslban considere que ce profil est en
faveur d’événements de recombinaison qui ont eudans la séquence génomique entre les
génes UL18 et UL40. La zone de recombinaison ebtjirte par une fleche en haut de la

figure.
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Figure 28C :la séquence 15Bx0506 (D+/R-) est comparée avéesodd 9Bx0411 (D+/R-),
14Bx0411 (D+/R-) et 106Bx0411 (D+/R+). 15Bx0506 egnilaire tout au long de la
séquence concaténée a 106Bx0411 et le bootscardigquien pas d’événement de

recombinaison.

Nous n’avons observé au cours de nos différentalyses aucune zone préférentielle de

recombinaison.
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XIIl. Discussion

De nombreux parameétres sont susceptibles d’'infeiebévolution d’'une infection a CMV :
complexité des défenses immunitaires spécifiques neh spécifiques, traitements
immunosuppresseurs, variabilité et virulence deslses, traitements anti-viraux ...

D’autres auteurs et nous-mémes avons montré unmpophisme significatif pour des
souches cliniques de CMV pour lequel différents amémes peuvent étre impliqués :
polymorphisme naturel, recombinaison ou évolutian guasi-espéces (Baldaetial, 2003;
Dolanet al, 2004; Garriguet al, 2007; Garriguet al, 2008). Dans nos travaux précedents,
nous avons mis en évidence une variabilité intraegee compatible avec un événement de
recombinaison pour le gene UL40 cloné a partir ddepements effectués chez un patient
infecté et suivi sur du long terme (Garrigue et 2008b). Des recombinaisons homologues
avaient été montrées pour des souches de labera®iCMV et pour des souches cliniques
mais toujours apres une étape de culture (Arav-Bagg, and Foster, 2005; Baldaetial,
2003; Chou, 1989; Dolaret al, 2004; Haberland, Meyer-Konig, and Hufert, 1999;
Rasmussen, Geissler, and Winters, 2003). Dansagailtmous avons examirex vivodes
acides nucléiques viraux extraits directement dehntillon biologique du patient et nous
sommes focalisés sur I'évolution du CMV par recamison en comparant des souches

cliniques infectant différents patients.
Choix des génes viraux

Les six genes sélectionnés UL18, UL40, UL111a, LA.&RUS3 sont répartis tout le long du
génome du CMV et ne sont pas contigus, comme iédilgs la figure 29.
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Figure 29 : Sélection des génes viraux étudiés
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Notre choix de gene peut étre contesté puisquee Gossede des genes plus variables (par
exemple le gene UL55 codant la glycoprotéine Bpedeant, les mutations sont suffisantes

pour que I'analyse par SimPlot conclue a I'exiseed@vénements de recombinaison.

Pression de sélection ?

Les séquences alignées de nos isolats cliniquédMié contiennent de nombreux signaux
phylogénétiquement conflictuels (297 sites infoifeasur 4800 nucléotides), beaucoup
pouvant résulter de recombinaison homologue. Lasppa de sélection peut aussi conduire a
I'accumulation de tels signaux au niveau de sipgidiques ou d’épitopes. Cependant, notre
analyse par bootscan détecte de tels signaux udong des cing génes ce qui est en défaveur

de la pression de sélection.
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Artefacts d’amplification ?

Ces signaux peuvent aussi étre le résultat d’ubstisution nucléotidique introduite au hasard
par la Tag polymérase durant la PCR (Zehgl, 2007). Ceci est hautement improbable avec
nos conditions expérimentales et I'enzyme AmpliT&pld d’Applied Biosystems.
Premiérement, le taux d’erreur de cette enzymee&t 10 nucléotides incorporés par cycle
(environ une erreur tous les 200000 nucléotidesgreeur doit étre introduite trés tét dans la
réaction d’amplification. Deuxiemement, la séqueocgesensus générée a partir des brins en
5" et en 3’ montre tres peu de différences. Lexd®ins sont séquencés indépendamment : la
présence de la méme erreur due a la polyméraaemnarhe position et sur les deux brins est
hautement improbables. Les différences observéddesaes manuellement en comparant les
deux brins et en tenant compte de la qualité dasréphorégrammes obtenus pour chaque
brin. Enfin, troisiemement, ceci est incompatible@le haut pourcentage de sites variables
dans chaque gene.

Evénements de recombinaison

Donc, nos résultats suggerent fortement I'existeb@eénements antérieurs a l'origine des 21
souches de CMV que nous avons étudiées. L’analyse SplitsTree des séquences
concaténées présente un profil réticulé suggestifedrecombinaison génomique. Ceci est
confirmé par I'étude bootscan correspondante, gsli en faveur d’événements de
recombinaison inter- et intra-génique. Quand letBsii est calculé, une probabilité hautement
significative pour une recombinaison est trouvéealldureusement, ni le bootscan, ni
SplitsTree n’indiquent de localisation précise siéss de recombinaison.

Nos résultats sont fortement influencés par lesiesgges des genes UL40 et UL123, a cause
de leur variabilité (respectivement 12% et 11,8¥%jleela grande longueur du gene UL123.
Les deux clusters observés dans I'analyse phylggésides séquences concaténées ne sont
pas expliqués par la nature des organes transplém®i@ ou poumon), un donneur commun
ou une hospitalisation concomitante. Les souchegéfigence utilisées, incluant Merlin et
Toledo qui n’ont pas subi de nombreux passagesiléure cellulairein vitro, sont distribuées

dans les deux clusters.

Conséquences fonctionnelles du polymorphisme

La présente étude confirme un polymorphisme sicaiifi dans des souches de CMV par

séquencgage direct a partir de sang ou de liquidavdge broncho-alvéolaire de transplantés.
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Des variations peuvent induire des conséquencestidonelles pour les protéines
correspondantes ce qui souligne leur importancenpietle dans l'interférence immunitaire
durant l'infection clinique.

Dans cette étude, nous avons observé des mutdtmsde nonapeptide de pUL40 qui
n'avaient pas encore été décrites. Sa variabsit@&gsez importante si on considére le nombre
limité de patients étudiés. Cette variabilité tauae facon préférentielle le huitieme acide
aminé. Des études ont montré que ces peptides rdatsuraient fonctionnels (Cerbaati
al., 2001; Tomaseet al, 2000). De plus, dans 102Bx0605BAL, le nonapeppdesente la
mutation M2T qui est un des deux sites d’ancrageahapeptide a HLA-E ; des mutations au
niveau de ces deux positions n'avaient pas endéralécrites pour des souches de CMV.
Cependant, ce nonapeptide muté correspond au peajfdith séquence leader de HLA-B aussi
présenté par HLA-E et qui est correctement expantee surface cellulaire mais qui n’est pas
reconnu par les lymphocytes T NK cytotoxiques dmpets de HLA-E. A notre
connaissance, il n’existe pas de logiciel dispanibttuellement pour évaluer la capacité
théorique de liaison des épitopes UL40 a HLA-E.

L’équipe CMV du laboratoire de virologie EA2968 aitleurs identifié d’autres mutations
dans ce nonapeptide chez des patients greffésxémafin, deux cas particuliers sont a
souligner :

- pour le patient 101Bx, les deux mutations du pepide observées au temps 1
disparaissent pour faire place a partir du tem@asl@ séquence décrite pour AD169. Cette
séquence pourrait donc peut étre présenter painuke un avantage ;

- le patient 105Bx présente une double populatiansde LBA ce qui pourrait apparaitre
comme un préalable a la sélection d'un des variantaux, le mieux adapté a
'environnement de I'héte. Malheureusement, nous digposons pas de prélevements
ultérieurs pour conforter cette hypothése.

Mis a part le nonapeptide, il y a peu de connaissaigoncernant la structure et les fonctions
de la protéine pUL40. Les trois sites potentieldNdglycosylation ont été identifiés dans le
domaine de 144 acides aminés par des logicielafoimnatiques a partir de la séquence de la
souche de laboratoire AD169. En position 89-9Imditié de nos patients ne présentent pas
de séquence signature de site de N-glycosylatiomnee les souches de référence Toledo,
Merlin et Towne. Ce n’est probablement pas un gdéeN-glycosylation. Enfin, pour nos
souches cliniques, aucune mutation n’a été obsetage la partie transmembranaire putative
de pUL4O0 identifiée chez AD169.
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Une variabilité nucléique importante a été obsemp@er le gene UL123 codant IE1,
une protéine immunodominante cible des réponsegsnptiocytaires durant la réactivation du
CMV et durant sa latence. Des mutations ont étérgbss dans treize des quatorze épitopes
étudiés pour de nombreuses souches cliniques. Gaperces variations ne semblent pas
avoir de conséquences fonctionnelles car la cap#udiorique de liaison de ces épitopes aux
molécules CMH du patient, évaluée avec les logicRIMAS et SYFPHEITHI, demeure
inchangée. Toutefois, une étude silico ne remplace pas une étude immunologique en
culture cellulaire de la capacité de reconnaissdesegeptides mutés.

L'étude de I'ensemble du gene UL83 codant pp65pas été possible. Nous n'avons
jamais pu amplifier le géne en entier. Ceci pexg @6l a un probléeme d’amorce en 3’ du géne
mais nous avons testé d’autres amorces qui n’‘agnpa plus fonctionné. Cela pourrait étre
également dd a la présence d’une structure segenctanpliquée mais la premiere étape de
notre PCR est une dénaturation a 95°C qui doit uléro’ADN. Le faible nombre de
séquences disponibles dans Genbank en 3’ du ge@3 We nous permet pas d’avoir
d’explication satisfaisante pour comprendre etuds® cet échec. Néanmoins, nous avons la
séquence partielle de pp65 pour 1125 pb sur 17&@n€ nous traduisons les acides
nucléiques en acides aminés et que nous les congpavec la séquence protéique pp65 de la
souche AD169, nous n’'observons pas de mutation @snsegions identifiées comme étant
les cibles des réponses immunitaires.

La structure de la protéine pUL18 a été beaucougiéd a cause de son homologie
avec les molécules du CMH de classe |. Pour noltsonous observons une stricte
conservation des deux motifs localisés dans lagagtoplasmique de pUL18 impliqués dans
son expression a la surface et des quatre cyst@iéesssaire a sa liaison avec la b2-
microglobuline. L’absence de variabilité des cegifnalans la littérature et chez nos patients
infectés est peut étre un argument pour penselsqidivent étre conservés pour permettre
I'expression de la protéine a la surface.14 isqlagsentent les mutations K42R et A43T et 13
isolats la mutation Q202H qui peuvent moduler &naiction de la protéine avec son récepteur
LIR-1 (Leukocyte Inhibitor Receptor-1) (Cerboat al, 2006; Wagneret al, 2007). La
liaison entre pUL18 et LIR-1 dépend essentiellendmntrésidus spécifiques situés dans les
domaines extracellulairasl eta3 de pUL18 : K42/A43 et Q202. L'effet de ces muias
sur l'affinité entre pUL18 et son récepteur estazaadébattu. Pour Cerboei al, 2006, elles
augmenteraient la capacité de liaison a LIR-1, isagdie pour Wagneet al, 2007, elles
réduiraient de maniére tres significative la liamiso LIR-1. Dans le domain@3 de pUL18,
pour les souches isolées chez les patients 102BR38x, la mutation Q202H a été décrite.
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En accord avec Cerboat al, 2006, H202 remplirait mieux I'espace entre pUIet&.IR-1 et
augmenterait leur capacité de liaison. Méme scteséquences de ces mutations ne sont pas
encore bien éclaircies, on peut supposer qu’elinva accroitre I'affinité de UL18 pour son
récepteur (chez le patient 101Bx par exemple, @llagparaissent qu’'a partir du deuxieme

temps).

Infections multiples et compartimentation

La connaissance du statut sérologique CMV initialpdtient se révéle capitale lors d’'une
greffe d’organe solide. Les infections multiples [BaCMV sont bien connues (Puchhammer-
Stockl et al, 2006). La réinfection par la souche d’'un donngasitif a été montrée comme
plus fréquente que la réactivation de la souchegartk chez des greffés réngdGrundyet
al., 1988). Ceci fournit une explication pertinentelaa présence probable d'une seule
population virale pour les patients D+R+ exceptiaite de 105Bx. Il serait intéressant de
caractériser la souche CMV du donneur mais ce@gss#ie I'acces a un liquide biologique ou

a un tissu et la mise en ceuvre d’'une méthode davaonin vitro du virus.

Le cas du patient 105Bx est intéressant. On peadu®r différents mécanismes aboutissant a
la présence concomitante de plusieurs variantsixipaur chague gene :
- surinfection (multiplication simultanée de la soeicexogene du greffon et de la
souche endogéne de I'hote)
- recombinaison, favorisée par l'action du CMV surtégpoisomérase Il cellulaire
(Benson and Huang, 1990)
- mutations ponctuelles avec persistance de la populairale initiale (peu probable
car observable pour tous les genes).
C'est le seul patient dans notre étude pour leaquelpourrait parler d’'une éventuelle
compartimentation pouvant mener a terme a la séfectu variant viral le plus adapté a
I'environnement (le virus a intérét a établir unéection persistante tolérable par le patient).
Ce patient n'a pas présenté d’autres épisodesedtioh a CMV, il n’a donc pas été possible

de suivre I'évolution de ces souches virales diffiées dans le temps.

Chez le patient 102Bx, I'impossibilité d’obtenirslséquences directes des 4 genes pour le
troisieme temps dans le compartiment sanguin,nésteissante. Comme il est peu probable
gu’il existe une variabilité au niveau des zondsyHtidation des amorces pour les 4 genes,

nous avons recherché la présence d’inhibiteurs @B.MNous avons tenté en vain des
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amplifications des produits dé™PCR dilués au 1/5, 1/10, 1/100. La réalisatiomd'®CR

d’'un géne de ménage n’a pas encore été effectuée.

Nous avons choisi les virus du patient 101Bx paue analyse plus détaillée avec clonage
avant le séquencage, en raison du changement déapop virale observé entre les temps 1
et 2. En prenant en compte le fait que la deuxi&emesplantation bi-pulmonaire a eu lieu
juste avant le troisieme temps étudié, la quesdiomoteur de cette évolution virale se pose
alors : adaptation de la souche du greffon a I'h@weitation), surinfection du patient a
I'occasion d’'une nouvelle contamination (recomisoal). Nos résultats ne permettent pas
pour l'instant de trancher cette question. La défiee importante observée entre les virus des
temps 1 et 2 est plutét en faveur d’'une surinfecpar une nouvelle souche de CMV. Ce
patient a été transfusé a plusieurs reprises en&ie2004 et mai 2007 ; néanmoins une
contamination transfusionnelle est peu probableeon de la dé-leucocytation systématique
des dons. Une surinfection par contact avec unsopae de son entourage est plus
vraisemblable. La complexité d’'une population deiards viraux reflete le nombre de
variants et leurs proportions relatives. Parmidégrents clones de&JL40, le clone 31 (LBA
temps 2) est intéressant a analyser. Il représemepopulation minoritaire du LBA et peut
témoigner d’'un phénoméne de recombinaison. En,éffetmule I'essentiel des mutations
des temps 1 et 2. L’'analyse du bootscan et dgiiainent des ségquences nucléotidiques de ce
clone 31 et des clones dominants des temps 1datriiée non montrée) situerait I'événement
de recombinaison entre les nucléotides 65 et Zéfte zone correspond sur la protéine aux
acides aminés situés entre le nonapeptide sedibtA-E et le premier des 3 sites potentiels
de N-glycosylation présents sur UL40. Cette régipourrait représenter une zone

préférentielle de recombinaison, favorisant ungtadeon du virus a son environnement.
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Deuxieme Partie
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Expression de la protéine pUL40

XIV. pUL40

Le CMV a élaboré de nombreuses stratégies d'immuadoiation sous-tendues par
20% de ses genes. Certains d’entre eux ont étéettghbés a la fois structurellement et
fonctionnellement. Pour d’autres cependant, seglesdques données structurales ou des
fonctions hypothétiques sont disponibles car lestgmes qu’ils codent sont dites non-
essentielles vitro.

Les cellules NK constituent une premiere ligne dedse immunitaire efficace contre
le CMV et représentent une cible majeure danstiagegies d’évasion immunitaire. Le CMV
code de nombreuses protéines impliquées dans lalaimih des fonctions des cellules NK
(UL16, UL18, UL40, UL83, UL141 et UL142 et un mi&BN (miR-UL112)) (Wilkinsonet
al., 2008). Le gene UL40 contribue a la protection cihiles infectées par le CMV contre la
lyse cellulaire médiée par les NK (Cerbetial, 2001; Tomaseet al, 2000; Ulbrechet al,
2000; Wanget al, 2002).

Physiologiquement, I'expression a la surface dedéomes HLA-E dépend du
chargement d’'un peptide dérivé des séquences ldadanolécules classiques du CMH-1 ou
du HLA-G, ce chargement étant dépendant du sysfeAte (Transporter associated with
Antigen Processing). HLA-E chargé se lie esseetigdint au récepteur inhibiteur
CD94/NKG2A localisé a la surface des cellules NKnéibe la lyse cellulaire médiée par les
NK (Leeet al, 1998).

Durant l'infection & CMV, la protéine virale pUS@ohue le transport des peptides
liant HLA-E dans le réticulum endoplasmique, emtaait un déficit de molécules HLA-E a la
surface cellulaire. Ceci devrait aboutir a la Igeela cellule infectée. Le nonapeptide dérivé
de pUL40 se lie a HLA-E, indépendamment du systéAl, entrainant sa surexpression a la
surface et permettant ainsi indirectement le maindgie la réplication virale.

Le cadre ouvert de lecture UL40 code une protéinative de 221 acides aminés (aa)
composée d’'un peptide signal de 37 aa en N-termifiah domaine central de 144 aa, d'un
domaine transmembranaire putatif de 20 aa et dyuseie de 20 aa en C-terminal (Figure
30). Le peptide signal de pUL40 contient une ségeiae 9 aa (VMAPRTLIL) strictement
homologue de celle du peptide leader dérivé defceutds du HLA-Cw et liant HLA-E
(Braudet al, 1998; Ulbrechtt al, 2000). Trois sites potentiels de N-glycosylatant été
décrits en position 89-91 (NNT), 110-112 (NNT) é84145 (NES)(Ulbrechet al, 2000).
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Figure 30: Représentation schématique de la protéine puUL40

nonapeptide 144 acides aminés 20 acides aminés
I, N
r_'lﬁ Y ™ (_Aﬁ
1 37 181 201 221
N-term | - | | | | C-term
Séquence Domaine
signal transmembranaire

Pour rappel, l'interaction entre HLA-E et le nonpiige UL40 augmente I'expression a la
surface de HLA-E, permettant l'inhibition des cdlsiNK et de la lyse des cellules infectées
(figure 31). Ceci est d’autant plus important ge® ¢ellules NK devraient étre activées par la

diminution de I'expression des molécules MHC-I iitelypar le CMV.

Figure 31: Régulation positive de HLA-E par la gpUL40 (Wilkonet al, 2008)

Lumen of ER HLA-E to the
. cell surface
HLA-A,B,C,G
J HLA-E

o

Cytosol

HLA-E, chargé du nonapeptide, peut aussi se lien &aécepteur activateur, CD94/NKG2C,
avec une moindre affinité (Wilkinsaat al, 2008).

Les logiciels bioinformatiques disponibles données informations d’interprétation délicate
quand la séquence de pUL40 est analysée. Cepetalandtéine semble globulaire avec une
hydropathicité moyenne (ProtParam, Expasy Tools).yla d’homologie de séquence avec
aucune des protéines disponibles dans Genbank.
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La fonction du nonapeptide a déja été largemenitdg€erboniet al, 2001; Tomaseet al,
2000; Ulbrechtet al, 2000; Wanget al, 2002). Nous ne connaissons rien des 184 acides

aminés restants.

XV. Objectifs

Les objectifs du projet sont de mieux connaitréotalisation cellulaire et la fonction de la
protéine pUL40.
Notre but est d’exprimer la protéine pUL40 dansystéme adéquat pour :
- obtenir des anticorps polyclonaux dirigés copttd 40 chez le lapin
- faire une analyse biochimique de pUL40 par Westdot
- étudier la localisation intracellulaire de pULd@ns des cultures cellulaires primaires
(fibroblastes, cellules endothéliales) au niveaotghique et électronique afin d’identifier
son trajet intracellulaire, de suggérer des fomgtiet d’'identifier d’éventuels partenaires
cellulaires.
A terme, la cristallisation de la protéine pernattde rechercher une homologie structurale
avec une protéine dont la fonction est déja idiémtif

XVI. Matériel

La souche virale choisie pour I'étude de la praépUL40 a été isolée chez un patient
présentant une histoire virologique compliquéeaetrpgequel nous disposions d’un suivi sur

42 mois.

Le patient 8Bx: présentation clinigue et virologigwe

Il s’agit d'un patient de 56 ans porteur d’une m@plathie primitive d’étiologie inconnue,
responsable d’'une insuffisance rénale chroniquegegssitant la mise sous dialyse durant 1
an. Il recoit une premiere greffe rénale en jui®20Le patient est D+/R-. Pour aider le
malade & contenir l'infection a CMV, le traitemémmunosuppresseur est arrété en janvier
2005. La charge virale devient indétectable majsaleent perd son greffon en février 2005 et
est remis sous dialyse. Il bénéficie d’'une deuxigmedfe rénale en février 2006. Il est alors
D-/R+. Malheureusement, le patient décede des goatipins d’'une aspergillose le 18 janvier

2007. Son histoire virologique est résumée dafiglae 32 et nous le nommerons 8Bx.
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Figure 32: Schéma récapitulatif de [I'histoire virologique duatient 8Bx, aprés 2
transplantations rénales (T1 et T2).
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Nous avons effectué une étude longitudinale deatierd. Pour cela, nous avons sélectionné
sept épisodes infectieux. Pour chacun nous avopdifaaret séquenceé le gene UL40 et pour
cing, nous avons également réalisé un clonage aé&qiencage afin d’étudier les quasi-
especes présentes chez ce patient (Figure 33)alleati 12 indique les prélevements

sélectionnés pour notre étude.

Tableau 12 :Prélevements du patient 8Bx

Patient Code patient UL40 Clonage
8Bx 8Bx0312 Oui Oui
8Bx0402 Oui Non
8Bx0405 Oui Oui
8Bx0410 Oui Non
8Bx0501 Oui Oui
8Bx0604 Oui Oui
8Bx0610 Oui Oui
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Figure 33 : Représentation phylogénétique des variations notidiques du géene viral UL40

chez le patient 8Bx.

- 88031200018
8BX0405¢cbnels

T
8Bx0405chne6 1

8B40405chner1
8Bx0405chne52
BR:BMBrenE?
88x0312chned

01cone3d

8Bx0501
8Bx0405chne74

3B:8%2
8Bx0405chne9
8B0:

&

8BX0610
#EX0801chness
88031 2chpgh

1 8B:0312cbne31

312cone33

[resoarzashiy00scbnets
——

| sBx0312chne17
BB8R8cpnas
8850405chnes8

| sex0s0
BBX0A050hNeB0
8Bx0405chnels

8Bx0312chned8

8Bx0405chned3

—r 8B)0312chn644
TR sebner
BB8aener
8Bi0405ches
8Bx0405chnes2
8Bx0312cbne38
833

BB:8493e8039
8Bx0405chne69
BB:8/83e804
BB0% Nt
88103 bcbheié
3B;850265h34
8Bx0405chne73

e

Hansmas

%
8Bx0312chnel

8BX0501chness

Y5031 2chneta

Séguences bleu foncée?9 clones pour décembre 2003

Séguences noires30 clones pour mai 2004
Séqguences verte®9 clones pour janvier 2005

Séquences orange80 clones pour avril 2006

Séqguences bleues pale30 clones pour octobre 2006

Séquences rouge$ séquences directes a chacun des 5 temps

Séquences roseséquences de références

97



Au cours des 42 mois de suivi, la séquence du ggd@® ne change pas. Ces travaux ont été
publiés dans Transplantation en 2008 par Isabelteighie, Muriel Faure-Della Cortt al

Nous avons choisi cette souche virale pour la li&algie sa séquence sur une longue période
et parce que nous disposions par conséquent dul@rielaabondant. Ces séquences

présentent une homologie de 99.4% avec Merlin.dsterde I'étude a été réalisé avec le

prélevement 8Bx0410.
XVII.Méthodes

A. Amplification

Des amorces spécifigues ont été congues, seloretesnmandations préconisées pour le
clonage dans le vecteur pET44 EK/LIC (Novagen)tiisées pour I'amplification du gene

UL40 selon les conditions définies dans le tableau

Tableau 13 :Conditions de PCR

Amorces sens Amorces anti-sens Conditions de PCR
95°C 12 min
puUL40 1ére 5. 5 95°C 30s-55°C30s-72°C1min
PCR  GACGACGACAAGATGAA  GAGGAGAAGCCCGGTAGC 35 cycles
CAAATTCAGCAAC-3' CTTCTTCAAGGC-3' 72°C 7 min
95°C 12 min
PCR 5. 5 95°C 30s-55°C30s-72°C1min
nichée GACGACGACAAGATGTCT GAGGAGAAGCCCGGTAGC : 35 cycles

CCTGCCGAGACG-3 CTTCTTCAAGGC-3 72°C 7 min

La 1°® PCR s'effectue dans un mélange réactionnel compbrL,25 U d’ADN polymérase
(Ampli Taq Gold, Applied Biosystems), 5 puL de tam@d®X, 2,5 mM de MgGl| 200 uM de
dNTP et 200 nM de chaque amorce pour un volumédie®0 pL par tube.

Pour la PCR nichée, le mélange réactionnel comp@tel d’ADN polymérase (Ampli Taq
Gold, Applied Biosystems), 10 pL de tampon 10X, @8 de MgCs, 200 uM de dNTP et
200 nM de chaque amorce pour un volume final depllQ0

Dix pL d’extrait d’ADN sont introduits dans le préen mélange réactionnel et 2 pL du
produit de premiere PCR dans le second mélangtagael.

L’amplification des produits PCR est vérifiée sargel d'agarose 1,5%.
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B. Purification

Les produits de PCR nichée sont purifiés a I'aiddadtrousse QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) par centrifugation (Centrifugeuse Epperidéd17R) selon les recommandations
du fournisseur. Les produits d’amplification pug#i sont conservés a une température de
-20°C avant séquencage avec les amorces utiliseaslgp PCR nichée et selon la méthode

décrite dans la premiere partie.

C. Description du systeme hétérologue

La souche . coli utilisée est la souche Rosetta-gami 2 ((DE3)pLy$&sagen). Plusieurs
acides aminés sont codés par plus d'un codon,agfuehorganisme possede son propre biais
dans l'utilisation des 61 codons disponibles. Dahaque cellule, la population d’ARNt
(ARN de transfert) reflete la disponibilité en cadoDans une souche classiquE.doli, de
nombreux codons sont sur-représentés et d’autnesreprésentés. Quand 'ARNm (ARN
messager) d'un systéme hétérologue est surexprime E. coli, les différences dans
I'utilisation des codons peuvent influer sur laduation en raison de la demande d’'un ou
plusieurs ARNt qui peuvent étre rares ou abserge@suffisance peut entrainer des erreurs
dans la traduction d'un ARNm en protéine comme éoathge du cadre de lecture, une
terminaison précoce, une erreur dans I'incorponaties acides aminés. Bien que la présence
d’un petit nombre de codons rares n’ait souventyvasforte influence sur I'expression de la
protéine cible, cette derniére peut étre inhibéanduun géne code un cluster de plusieurs
codons rares chez. coli. L'exces d'utilisation de codons rares par le geitde a été mis en
cause dans des niveaux faibles d’expression pr@éi§orensert al, 1989 ; Zhanget al,
1991) aussi bien que dans des protéines tronquésssouches Rosetta-gami 2 pallient ce
manque grace a la présence d’'un plasmide compatige les vecteurs pET et codant les
ARNt complémentaires des codons AUA, AGG, AGA, CUBCC, GGA et CGG. Ce
plasmide porte également les génes codant leylysog 7 et le represseur lac. De plus, le
milieu non réducteur de ces souches favorise lendtion des ponts disulfures dans le
cytoplasme quand la protéine hétérologue est egrilnes Rosetta-gami 2 portent également
une copie du géne de I'ARN polymérase du bactéagphl 7 placée sous la dépendance du
promoteurlacUV5. L'expression du lysosyme T7 supprime I'expressi@sale de 'ARN
polymérase T7 en absence d’induction.Ces souchdscapables de produire les protéines

des génes cibles clonés dans les vecteurs pETgaction avec I'IPTG.
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D. Clonage

Le vecteur d’expression utilisé pour I'expressicgténologue de la protéine pUL40 est le
pET-44 EK/LIC (Novagen) (Figure 34).

Figure 34 : Carte du pET-44 EK/LIC
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pET-44 Ek/LIC cloning/expression region

Une PCR a été réalisée pour amplifier la partig@ue correspondant aux acides aminés 38 a
221 (sans la séquence signal). Pour la ligatiorpal d’'insert est nécessaire. Avant ligation,
le produit PCR ou linsert contrdole sera traité &a T4 DNA polymérase selon les

recommandations du fournisseur (Tableau 14). Céemnant génére des extrémités
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complémentaires aux extrémités situées sur le wectea figure 35 illustre la stratégie

employée.

Figure 35 : Stratégie de clonage EK/LIC
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Tableau 14 :Traitement de l'insert a la T4 DNA polymerase

Tampon T4 DNA Polymerase 10X 2ul 2yl
dATP 25mM 2l 2ul
DTT 100mM 1ul 1l
T4 DNA Polymerase 2,5 0,4 pl 0,4 pl
H,O nuclease free qsp 20 9,7ul 10,6l
Produit PCR (0,2 pmol) 4.9u -
Insert contrdle (Témoin +, ou T+) - 4ul

Apres une incubation de 30 minutes a 20 °C, I'ereyst inactivée par chauffage a 75 °C

pendant 20 minutes. L'insert traité est ensuite emi<ontact avec le vecteur comme indiqué

dans le tableau 15.

Tableau 15 :Ligation

Vecteur 1l 1l 1 pl
Insert traité 2 ul 2 ul -
Produit PCR T+ T-
Incubation 5 minutes a 22 °C, puis
[EDTA | 1l | 1pl 1l |




Le mélange insert-vecteur est incubé 5 minutes’@.22

Vingt ul de cellules compétenteB.(coli, Rosetta-gami 2, Novagen) sont transformées avec 1
ul du mélange réactionnel précédent suivant lesmetandations du fournisseur. Ces cellules
sont étalées sur boite LB avec de I'ampicillinenetibées la nuit a 37 °C. Seules les bactéries
avec un plasmide peuvent pousser en présencerdibibdique. Elles sont repiquées dans 2
ml liquide de LB en présence d’ampicilline puisgélas sous agitation toute la nuit a 37 °C.
Vingt pl de milieu ensemencé sont stockés dans @@ milieu LB plus glycérol 33% a -80
°C. Le reste est centrifugé et '’ADN plasmidiqué edrait a partir du culot bactérien a l'aide
de la trousse NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagébnsles recommandations du fabricant.
L’élution finale s’effectue dans un volume de 50k présence de l'insert est vérifiée par
séquencage selon la méthode décrite dans la peepaétie en utilisant les amorces encadrant

le site d’insertion recommandées par le fournis§€ableau 16).

Tableau 16 :Séquence des amorces recommandées par le fournisse

pET Upstream Primer 5-GATGCGTCCGGCGTAGA-3’

COLIDOWN Primer S-TTTCACTTCTGAGTTCGGCATG-3

E. Expression de la protéine

Les expériences suivantes ont été réalisées efigmravec un clone bactérien contenant
I'insert correspondant a la protéine que nous stafeexprimer et avec un clone possédant
un plasmide sans insert et servant de témoin riggati

Pour induire I'expression d’'une protéine, la DOlaeulture bactérienne doit se situer entre
0,5 et 0,8. correspondant a la phase exponentieltzoissance.

Cinq litres de milieu LB liquide avec ampicillinerg ensemencés. La culture est incubée a
37°C sous agitation jusqu’'a ce que la DO de lauceliatteigne 0,5. L'expression de la
protéine est alors induite avec de 'lPTG pour aaacentration finale de 1 mM. La culture
est laissée toute la nuit & 16 °C. Le culot baetéwbtenu par centrifugation est ensuite

conservé a -80°C jusqu’a I'extraction.
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F. Extraction

Le culot bactérien est décongelé dans la glacerppiss dans 20 ml d’'un tampon extraction
(tampon natif) contenant du Tris pH7,5 50 mM, duCN&00 mM, du glycérol 10%p-
mercaptoethanol 1 mM, auxquels sont ajoutés 10 entysbzyme pour hydrolyser la paroi
bactérienne et un cocktail inhibiteur de protég&43TA free). Ce mélange est incubé 30
minutes a 4°C, soumis aux ultrasons quelques sesopdur réduire sa viscosité puis
centrifugé 30 minutes a 100000 g.

Le culot C1 et le surnageant S1 sont séparés eteno#s. Le surnageant S1 constitue la
fraction soluble soumise a la chromatographie ohaé.

Le culot C1 contient les membranes et autres dé&etlslaires et constitue la fraction non
soluble. La protéine cible peut se trouver dantededction. Le culot est resuspendu dans 20
ml du tampon natif additionné d’'urée a 8 M (tampuEmaturant), incubé 30 minutes a 4°C
puis il est soumis a centrifugation 15 minutes @000 g. Le surnageant S2 constitue I'extrait
protéigue qui sera soumis a la chromatographidiulitf.

G. Purification de la protéine par chromatographie d’affinité

Le surnageant S1 constitue la fraction soluble.r Rmncentrer et ne conserver que les
protéines d’intérét, il est soumis a la chromatpgra d’affinité. Les ions Ni2+ vont chélater
les histidines accessibles contenues dans lesimpgstprésentes dans le surnageant. Plus la
protéine est riche en histidine, plus la forceidisdn avec les ions Ni2+ sera importante. La
protéine recombinante possede une extrémité dsi@usthistidine qui permet de la purifier
grace a son affinité pour les ions nickel. Elleaseetenue sur la colonne, les autres
dépourvues d’histidine étant éliminées. Le surnagest chargé sur la colonne puis la
colonne est lavée avec un tampon contenant duHGIgpH 7,5 10 mM, du NaCl 500 mM,
du Triton X100 0,001% et df@-mercaptoethanol 1 mM. Les protéines sont €luées &
méme tampon contenant 50% d’'imidazole. L'imidazayant une plus grande affinité pour
les ions Ni+que I'histidine, il va entrer en conipéh avec les protéines retenues et entrainer
leur élution. En suivant la courbe d’élution dest@ines, la fraction contenant notre protéine

peut étre récupérée.
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H. Séparation des protéines par SDS-PAGE

Les protéines sont séparées selon leur masse Hatécisur un gel discontinu de
polyacrylamide en conditions dénaturantes en SD&li(® dodécysulfate). Le gel de
polyacrylamide en plaque mince (épaisseur 1,5 msh)cemposé d'un gel de séparation
contenant 10 a 15 % de polyacrylamide (acrylamitdésacrylamide 30/08 ; tampon de
résolution (Tris/HCI 3 M pH 8,8) ; SDS 10% ; ammami persulfate 10% ; TEMED) selon la
taille de la protéine, au sommet duquel est conl@el de concentration de 1 cm contenant
4,5 % d’acrylamide (acrylamide : bisacrylamide 3/Gampon de concentration (Tris/HCI
0,5 M pH 6,8); SDS 10% ; ammonium persulfate 10%EMED). Les échantillons
protéigues sont déposés aprés addition d’'un voldeneampon de charge (Tris/HCI pH 6,8
50 mM, SDS 2%, glycérol 10%, Bleu de bromophénd%?l de -mercaptoethanol
extemporanément). Le gel SDS-PAGE est placé dariampon d’électrophorése (Tris 0,25
M ; glycine 1,92 M ; SDS 1%). L'électrophorese edtlisée a voltage constant (200V)
pendant 1 heure 30 minutes.

En fin de migration, les gels sont colorés au lbeuCoomassie ou au nitrate d’argent ou les

protéines sont transférées sur une membrane afi@atieer un Western blot.

1. Coloration des gels protéiques au bleu de Coomas  sie

Cette coloration permet de mettre en évidence lasgmce des protéines. Apres

électrophoreése, le gel de polyacrylamide est in@béoins une heure et sous agitation dans
la solution de coloration contenant de I'eau, duhaéol, de I'acide acétique et du bleu de

Coomassie R-250 dans les proportions 5/5/1/0,1%estil ensuite décoloré par plusieurs

lavages dans un mélange eau/méthanol/acide acébtdpid. Seules les protéines restent
colorées.

A partir de ce gel, la protéine d'intérét peut ééleée puis utilisée pour produire des

anticorps. Pour la production d’anticorps chezalgn, les fabricants recommandent d’avoir

au minimum 50Qug de protéines/ml. Les protéines sont dosées &elméthode de Bradford.

2. Coloration au nitrate d’argent

La spectrométrie de masse permet de vérifier laes@mp d’'une protéine. A partir d’'un gel
SDS-Page, les protéines sont colorées au nitratgetit avec la trousse ProteoSilVfePlus

Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich) selon les recomrdations du fournisseur.

104



La bande d’intérét est découpée et envoyée awcsaiei spectrométrie de masse.

3. Immunodétection des protéines séparées sur gel d e

polyacrylamide : Western blot

La protéine d’intérét est détectéia sa queue histidine par des anticorps anti-tagdigti

A partir du gel de polyacrylamide, les protéinesmtstransférées sur une membrane de
nitrocellulose par électrophorese horizontale gadce champ électrique. De I'anode vers la
cathode, le dispositif est composé de :

- 2 papiers Whatman incubés dans un tampon an@des IBase 0,3 M pH 10,4 ; méthanol),

- 1 papier Whatman incubé dans un tampon anodeifl Base 25 mM pH 10,4 ; méthanol),

- la membrane incubée dans le tampon anode Il aprgsassage rapide dans du méthanol
puis de l'eau,

- le gel SDS-Page incubé 15 minutes dans le tangatimode (Tris Base 25 mM pH9,4 ;
méthanol, glycine 40 mM),

- 3 papiers Whatman incubés dans le tampon cathode.

Le transfert se fait pendant 30 minutes grace éounant de 2,5 mA/cf

La membrane est ensuite « saturée » toute la mtfiCadans un tampon WB INC 1X (PBS
1X, lait écrémé 5%, BSA 3%, Tween 20 0,05%). Cepampermet la diminution des
réactions non spécifiques. Il est récupéré et dilud/5m®

Les étapes suivantes sont réalisées sous agitatiempérature ambiante. La membrane est
incubée une heure dans le tampon dilué en présimeeanticorps anti-tag histidine primaire,
puis elle est lavée cing fois durant 5 minutes dan®BS 1X - Tween 0,05%. Elle est ensuite
incubée une heure dans le tampon diluée en présiémnteanticorps secondaire couplé a une
peroxydase. La membrane est lavée cinq fois dsaminutes dans du PBS 1X - Tween
0,05%. Les anticorps sont révélés avec le kit ERer€e) en suivant les recommandations du
fournisseur. La membrane est séchée puis envelogpés du papier cellophane. La

membrane est autoradiographiée avec des temps isoenfre une seconde et une minute.
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XVIII. Résultats et discussion

Nos résultats concernant la production de la pretégpUL40 nous ont permis
d’aborder de nouvelles techniques, mais demeuratre préliminaires.

Nous avons obtenu I'expression de pUL40 tronquée3feaa de son extrémité N-
terminale, notre objectif étant I'obtention d’amtips dirigés contre des déterminants distincts
du peptide signal.

Apres extraction des protéines dans un tampon Baatdrant, nous disposons d’une
fraction soluble (surnageant S1) et d’'un culot ®ieou par centrifugation susceptible de
contenir des protéines associées aux membranes.

La figure 36 illustre I'élution des protéines camtes dans le surnageant S1. Les profils A et
B correspondent au surnageant du plasmide vidssgdrbfils C et D a celui du plasmide avec
insert. Les diagrammes A et C montrent I'élutiors gotéines d’abord dans un tampon
contenant 4% d’imidazole. Les protéines dépoundieistidine, ou dont I'histidine n’est pas
accessible aux ions Ni+, sont éliminées. Un tampontenant 50% d’'imidazole permet
d’éluer les protéines retenues par les ions nigkagrammes B et D). La comparaison du pic
d’élution des protéines (profils B et D) montre quedui du plasmide avec insert est a la fois
plus large, symétrique et quantitativement plusartgnt, sous-entendant une production plus
importante de protéines pour les souches contdeaplasmide avec insert. Les fractions

d’élution contenant les protéines ont été récuerée
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La séparation des protéines est obtenue par gdbctrése en polyacrylamide en
condition dénaturante SDS-Page. Le gel, présentdigeme 37, est coloré au bleu de
Coomassie. Les colonnes 2 et 3 correspondent agipes exprimées dans des bactéries
contenant le plasmide avec insert (Culot C1 et &eant pUL40 S1) et les colonnes 4 et 5
correspondent aux protéines exprimées dans deérigsctontenant le plasmide sans insert
(Culot C1 et Surnageant plasmide vide S1). Une glasde quantité de protéines est produite
dans le surnageant pUL40 et une bande aux alendeu20kDa est observée. Elle pourrait

correspondre a notre protéine d'intérét.

Figure 37 : Gel de polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie

Culot Culot - .
M pUL40 plasmide Surnageant
Surnageant vide plasmide vide
pUL40

pUL40 ?

A

Un Western-blot (Figure 38) est réalisé a l'aidandicorps anti-tag histidine, pour
vérifier de facon relativement spécifique la présede la protéine cible. En paralléle, pour
affiner ce résultat, une coloration au nitrate géant (Figure 40), plus sensible et plus simple

pour I'élution des protéines du gel, est effectuée.
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Figure 38 : Western-blot utilisant des anticorps anti-tagitiise.
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Aucune protéine n’est marquée dans le culot euteageant du plasmide vide. Plusieurs
bandes sont révélées dans le surnageant pUL40 prisocelle que nous avions identifiée sur
le gel coloré au bleu de Coomassie. Le culot pUégiOfortement marqué aux anticorps anti-
histidine, suggérant que la majorit¢ de notre jmetéd’intérét serait associée a des
membranes.

Afin de vérifier cette hypothése, plausible en griglu domaine transmembranaire
putatif identifié par les outils bioinformatiquearts la portion C-terminale de pUL40, nous
avons soumis le culot C1 a l'action d'un tampontdorent dénaturant (Urée 8M), avant
centrifugation et sélection sur colonne de nickilus espérons ainsi dissocier les protéines
(S2) des fractions membranaires (C2). La figurell@Stre cette expérience. Nous observons
effectivement un enrichissement en protéines sefjlsiotamment a la taille de 43 kDa, mais
avec la disparition de la fraction protéique de KIa. Cette derniere fraction pourrait

correspondre a des monomeres pUL40 solubles.
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Figure 39 : Gel de polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie

' Culot 1 pUL4D
~ Surnageant $1 pUL40

1 Surnageant S2 pUL40

 Culot C2 pUL40

43 kDa

20 kDa

M Margqueur PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas

Pour vérifier la présence de la protéine pUL40, snavons choisi pour la
spectrométrie de masse quatre échantillons différenrrespondant aux quatre bandes

identifiées sur le gel de polyacrylamide coloréndtate d’argent (Figure40).

Figure 40 : Gel de polyacrylamide coloré au nitrate d’argérglectrophorése correspond a
la fraction S1 décrite précédemment.

n° 4

n° 3

tained
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La spectrométrie de masse permet de déterminerédmesce des protéines dans les
échantillons. Apres élution des protéines du gal,dchantillons sont soumis a I'action de la
trypsine. Cette derniere clive la protéine chaauig qu’elle rencontre un résidu arginine (R)
ou lysine (K). Les peptides obtenus sont introddass le spectromeétre de masse, chargeés
d’'un H+ puis chaque liaison peptidique est cliv€baque peptide puis chaque acide aminé
sont identifiés par leur masse. Les séquences wdsesont envoyées dans des banques de
données peptidiques ou elles seront identifieegrbgéine pUL40 que nous attendions a un
poids théorique de 20 kDa (échantillon n°1). Deofagurprenante, elle a été identifiee dans
I'échantillon n°4, d’'un poids d’environ 43 kDa. Bieque nous soyons en conditions
dénaturantes, nous ne pouvons exclure I'hypothéase dimére pUL40-pUL40 ou pUL40
avec une autre protéine. En effet, dans I'échantilh°4 a été également identifiee une
protéine bactérienne (facteur d’élongation) quirpaitireprésenter une contamination ou un
partenaire cellulaire.

Cependant, la quantité de protéine pUL40 est irsauffe pour l'injection au lapin en
vue de l'obtention d’anticorps. De facon intéressaapres traitement du culot C1 avec un
tampon dénaturant a l'urée, nous réussissons actkssles membranes une protéine de 43
kDa (Figure 39) qui pourrait, elle, étre en quansuffisante. Ces premiers résultats nous

encouragent donc a poursuivre ce travail.
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Conclusion
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Conclusion Générale

Notre travail de séquencage et analyse phylogaretigle six genes du
cytomégalovirus humain, codant quatre protéines umomodulatrices (UL18, ULA40,
UL111a et US3) et deux protéines immunodominartes ét pp65), a permis de confirmer
'existence de nombreuses mutations de polymorphisoans des souches de CMV
directement séquencées a partir de sang total ouLBW de patients infectés et
immunodéprimés. Cette variabilité est plus impdaamue I'estimation obtenue par
comparaison de séquences de souches cliniquegéedltet de souches de laboratoire (Dolan
et al., 2004). Des conséquences fonctionnellesrgiemt en découler dans les protéines
correspondantes, soulignant leur importance dansadion immunitaire. La recombinaison
entre souches a été prouvée in vitro (HaberlandjekKonig, and Hufert, 1999) mais ceci
est la premiére étude, a l'aide de logiciels d'gealbioinformatiques, de séquences de
souches cliniques sans étape de culture cellulareesomplexité du profil de recombinaison
qui interviendrait a travers de nombreux événemanita- et inter-géniques a été mise en
lumiere par I'absence de sélection in vitro avamalgse, fournissant ainsi de nouvelles
données en faveur du réle clé de la recombinaigonme mécanisme évolutif majeur du
CMV et suggérant qu’elle doit représenter une &gyiat virale cruciale pour contourner le

contrdle immunitaire et établir une infection pstante.

Au cours des derniers mois de ce doctorat, noussatemté d’aborder des aspects plus
fondamentaux de linfection par le cytomégalovirasmain, en débutant I'étude de la
protéine immunomodulatrice pUL40, la plus variapfgmi celles mentionnées ci-dessus, et
dont la fonction demeure pour I'essentiel encoreommue. Nos résultats bien qu’encore
préliminaires suggérent que pUL40 peut étre surméde en quantité suffisante pour espérer
I'obtention d’anticorps polyclonaux par injection Epin. L’étude du parcours intracellulaire
(« trafficking ») de pUL40 est envisageable au sd& la future UMR Microbiologie
Fondamentale et Pathogénicité. L’identification g@artenaires cellulaires potentiels
(structures membranaires, protéines cellulairesnetrait de mieux appréhender le réle de

cette protéine dans la physiopathologie complexé&rdection a CMV.
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ABBREVIATIONS

D/R, donor/recipient

GCV, ganciclovir

HCMV, Human cytomegalovirus
HCV, Hepatitis C Virus

HIV, Human Immunodeficiency Virus
NK cells, natural killer cells

VGCV, valganciclovir
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ABSTRACT

Background. Human cytomegalovirus (HCMV) is the most comma@partunistic pathogen
infecting immunocompromised  patients  after transfaition.  Although its
immunomodulatory capacities and genomic variabpiyticipate in immune system evasion,
they are poorly studied in clinical strains withatlture amplification. One of HCMV
immunomodulatory genes, UL40, confers HCMV infectetls protection from natural killer
mediated lysis, through its encoded nonapeptidegmted in the context of HLA-E.

Methods. In three renal transplant recipients with differélCMV serostatus, we aimed to
evidence the co-evolution of mixtures of HCMV vait& over time with sequencing and
cloning of HCMV UL40 gene.

Results Six months after renal transplantation in PatigBk, D+/R+, UL40 phylogenetic
and bootscan analysis strongly suggested the enmmgef a recombination between two
previous viral strains. In Patient 8Bx, initiallyHR-, distribution of variants in five samples
over 43 months was notably stable, with no visibleerging variants despite two renal
engraftments and extended episodes of active iaofectin patient 9Bx, also D+/R-,
phylogenetic tree of viral variants revealed in ting&t sample a minor clone, confirmed by a
specific PCR, related to the three subsequent dorhiones.

Conclusions In three HCMV-infected renal transplant recipggenive have evidenced
different viral evolutive polymorphisms includingoipt mutations, recombination and
occasionally suggesting the intervention of sevét@IMV strains or a quasispecies-like
distribution. This variability could contribute taral adaptability in pathogenesis.
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INTRODUCTION

Human cytomegalovirus (HCMV) is still responsibler fthe most frequent
opportunistic infection after transplantation. Themplex immune response to HCMV
infection involves in the first place innate immiynivia macrophages, natural killer (NK) and
dendritic cells, and type | interferons. Specifadlalar responses depend on T lymphocytes
(Sylwester et al., 2005). CD4-positive and CD8-pesi Ta3 lymphocytic responses are
mostly directed against surface glycoproteins g8 @Hd (UL55 and UL75), immediate early
proteins IE1 and IE2 (UL123, UL122) and the teguthpaotein pp65 (UL83) (Sylwester et
al., 2005). Interestingly, the elaboration of aspimg Tyd lymphocytic response, involving
exclusively Tyd V32" cells and acting with and between innate and adiaptcomponents
of host immunity, is highly correlated with HCMVfecttion control in immunocompromised
patients (Dechanet et al., 1999). Finally, humoeaponses directed against tegument (pp65)
and envelope (gB and gH) proteins elicit the sysithef neutralising antibodies.

During the co-evolution with its host, HCMV has buumerous immune evasion and
modulation strategies, involving up to 20% of iengs. Some immuno-modulatory proteins
alter viral antigen presentation, by interferinghwor mimicking the expression of host major
histocompatibility complex (MHC or HLA for Human lkocyte Antigen) proteins (i.e.
HCMV US2-, US3-, US6-, US11- and UL18-encoded pre Others interfere with NK cell
function (such as UL16- or UL40-encoded products)leukocyte behaviour (such as
UL11lla-encoded viral IL10). Other viral products difg cell cycle or inhibit apoptosis
(Mocarski, 2002; Reeves et al., 2007; Vossen 2@02; Wilkinson et al., 2007).

HCMV proteins also interact with HLA-E. While theown-regulation of classical
HLA | molecules is able to activate NK cells angd Tymphocytes through NK receptors, an
UL40-encoded nonapeptide is presented in the coofedLA-E which is then up-regulated
at the cell surface (Tomasec et al., 2000). Tladddo an inhibition of NK cells function after
the commitment of the inhibitory receptors CD94/NKASB, preventing NK mediated lysis
of the HCMV infected cells (Braud et al.,, 1998; &da Tomasec, and Wilkinson, 2002;
Tomasec et al., 2000; Ulbrecht et al., 2000; Warg.e2002). Little information is available
on the corresponding amino acids sequence in alistcains (Cerboni et al., 2001).

Viral genomic variability also participates in HCM&tasion. Most available HCMV
sequences arise from laboratory or cultured clirstains (Dolan et al., 2004; Murphy et al.,
2003), which bear gene deletions in dispensableeggepoint mutations and underwent
homologous recombination events (Dolan et al., 20Rdsmussen, Geissler, and Winters,
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2003). Data from clinical samples are sparse anduo knowledge, there is no UL40
sequence from clinical strains devoid of culturegages in GenBank. In our previous work
(Garrigue et al., 2007a), using direct sequencihg eiral genes (US3, UL18, UL40 and
UL111a) in blood samples of renal transplant pagieleveloping an active HCMV infection,
we showed a noticeable viral polymorphism. Morepwvaal evolution over time seemed to
be linked to the pregraft donor/recipient (D/R)ategical status and to the existence of co-
infection. Briefly, each patient harbored a unigtiin (i. e. a unique combination of the 4
genes), but a single gene could be demonstratedhgnvarious patients, suggesting
recombination events. Three evolutive patternscdnd distinguished: in D+/R- recipients,
either complete gene stability or significant vhiligay; in D+/R+ patients, multiple gene
variations, possibly linked to super- or co-infeos.
We aimed to pursue investigations on HCMV variapilwith UL40 cloning in

sequential samples of 3 patients, each representaitione of the above-mentioned patterns.
The goal of the present work was to evidence thevatution of mixtures of HCMV variants,

and to refine its analysis by studying recombimageents and variants dynamics.
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PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patients (Table 1)

Among 17 patients who developed an HCMV infectitmee patients were selected
according to the preliminary results of direct saueing of four HCMV genes (US3, UL18,
UL40 and UL111a) in sequential samples (Garriguealgt 2007b): (i) a D+/R+ patient
(patient 1Bx) with significant sequences variapildbserved over time for the four viral
genes, (ii) a D+/R- patient (patient 8Bx) with itieal viral sequences all along his prolonged
follow-up, and (iii) finally, a D+/R- patient (pa&nt 9Bx), with variable UL40, UL111la and
US3 viral sequences.

During HCMV infection, the D+/R+ patient did not sk any HCMV-related
symptom; after several positve HCMV PCR in wholedad and plasma, he received
valganciclovir for 5 weeks between the first andosel studied samples and no other antiviral
treatment between the second and third samples.

The 2 HCMV seronegative recipients were prevenyivedated with oral ganciclovir
during 3 months post-transplantation. The long HCktury of patient 8Bx is presented in
Figure 1: after a first renal transplantation imdwW003, this patient developed an active
HCMV infection, with 2 symptomatic episodes. Vilakds were persistently positive and
high from time to time, despite repeated gancicland valganciclovir therapies. UL97
genotyping did not show any ganciclovir-related atioh. The immunosuppressive treatment
was finally interrupted, and the patient lost hiafg After a second renal graft in February
2006 (D-/R+ status) a more efficient control of HZNhfection was obtained probably due
to both antiviral therapy and partial immune impgrment. This patient finally died from
another opportunistic infection, a cardiopulmonaspergillosis.

The third patient, 9Bx, presented one symptomatisoele with fever, leucopenia and
cytolysis at the end of November, 2004. He recewvathgle and effective 3 weeks treatment

with ganciclovir.

Materials and methods

UL40 PCR, cloning and sequencing

UL40 cloning was performed in 3, 5 and 4 samplesnfrpatients 1Bx, 8Bx and 9BX,
respectively. For a single patient, samples welleced at least 6 weeks apart. The date of
each sample is indicated in the sample identificatiumber (See Table 1 and Figure 2).

DNA extraction
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DNA was extracted from 200 pl of whole blood usthg MagNA™ Pure instrument (Roche
Molecular Biochemicals) with the MagNX Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit
(Roche Diagnostics) and 100ul buffer for elution.

Polymerase chain reactions

Primer pairs (MWG) were designed according to atignts of HCMV sequences available in
the Genbank database, to amplify UL40 (666 nudes)i as described elsewhere (Garrigue et
al., 2007b). Moreover, specific primers to 9Bx04bhel19, 9Bx0501, 9Bx0502 and 9Bx0504
were secondarily designed to confirm the presencehe original blood samples of UL40
variants identified thanks to cloning.

Standard reaction mixtures were used (AmpliTag Gdgplied Biosystems, dNTP,
Promega). Oligonucleotides and cycle conditionsradieated in Table 2.

Cloning and sequencing

After DNA purification (S400HR, Amersham PharmaBiatech), cloning experiments were
performed for UL40 PCR products using a bacteridsmpid (pGEMT Easy Vector,
Promega). After transformation, overnight cultufe@mpetent bacteria (DH&) and plasmid
extraction (Plasmid DNA purification, Macherey-N§ge30 clones per sample were
sequenced using T7 and SP6 primers (MWG) on bodinds as previously described (Merel
et al., 2001) (using Beckman Coulter InstrumentQCEO00 with DTCS Quickstart and CEQ
8000 Investigator), and a consensus sequence wesaged. Clustal W1.83 was used for
alignment of derived nucleotide sequences with kmoeference strains: AD169 (access
number NC_001347), Merlin (NC_006273), Towne (AYD72) and Toledo (AH013698).
Phylogenetic trees were inferred using the neigitiaomg method from matrix distances
calculated after gapstripping of alignments, withKanura two-parameters algorithm.
Quasispecies complexity was calculated using Shdammrmalized entropySn): Snvalues
range from 0 (a unique variant) to 1 (totally distivariants ) (Wolinsky et al., 1996).
Bootscan method

All recombinant candidates from patient 1Bx samplese tested with the bootscan method
included in the Simplot program (Legrand-Abravagiell., 2007; Lole et al., 1999; Norberg
et al.,, 2007). Briefly, bootscanning relies on thiignment of a suspected recombinant
sequence with a set of potential parental refereecgiences. After optimal alignment, the
alignment is broken into sequential, overlappingnsents (or windows) which are fed to a
program for phylogenetic analysis. Bootstrappedqgiignetic trees are built for each segment

and finally, the bootstrap value for placing th&mmown with each of the reference sequences
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is tabulated and plotted along the genome. Thengstson is that the unknown will always
reach high bootstrap values with its parental sudstyin windows.
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RESULTS

Sequences from cloning were deposited in GenBanth weiccession numbers
DQ367999-DQ368001, EF488288-EF488363, EF523615-86Z2 for patient 1Bx,
DQ368010-DQ368014, EU048877-EU049026 for patienx 8Bd DQ368015, DQ368017,
EU049027- EU049168 for patient 9Bx.

Phylogenetic trees of HCMV nucleotidic variation WiL40 for the 3 patients are
presented in Figure 2. Altogether, 182 polymorpbasitions were observed in the 666 bp
fragment. Viral strains infecting Patient 1Bx, D+/R(Figure 2A) showed an evolutive
distribution within less than 5 months. In the lirof the 91 analyzed clones, the tree strongly
suggested the emergence of the third group of Mariitom the first two viral populations.
The proportion of the dominant clone, lower in Jayu2005 (10/29) than in the first two
samples (16/30 and 21/32, respectively) is evidemna¢h the variation oSn(shown in the
Figure); third direct sequencing resulted in a miyp®pulation, leading to an isolated direct
sequence in the tree. Moreover, bootscan analysi8)l@gl0 gene was in favor of a
recombination of the first two direct sequenceslBk0501 (Figure 3A) as well as for clonal
sequences (Figure 3B, 1Bx0501clone 57, surroundeBligure 2A). On the other hand,
1Bx0501clone49 and 1Bx0501clone52 seemed to bee cdlos1Bx0408 and 1Bx0411,
respectively (Figures 3C and 3D). Unfortunatelgrénwas no available sample to follow this
evolution.

Distribution of viral variants in 5 consecutive gales of Patient 8Bx, D+/R- at the
time of his first transplantation, was notably $abith no visible emerging variants despite a
long follow-up, 2 renal engraftments and a total48 analyzed clones (Figure 2B).

Phylogenetic tree of viral variants in patient 9B¥ho was D+/R-, presented
differently (Figure 2C). Among the variants idemd in the first sample, a single clone
(9Bx0411clonel9, surrounded in blue) was closethto clones from the 3 later samples.
More clones from January 2005 were analyzed (dattalmown) and they were all close to the
dominant clone of this date. To invalidate any dalinut this clone 19, we performed a PCR
with specific primers designed after alignment 8&0411clonel9, 9Bx0501, 9Bx0502 and
9Bx0504. This PCR and subsequent sequencing (datshown) confirmed the presence of
this minor variant in the original blood sample.

We studied the variability of the UL40-encoded nueyatide presented by HLA-E,
which could let suspect differences in the intacacbetween infected and NK cells,
depending on the viral variant. As shown in Tahla 8w mutations were indeed observed in

2 of the 3 patients.
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DISCUSSION

CMV has evolved multiple functions to bypass anddk the immune system, thanks
to viral proteins (Mocarski, 2002), RNA (Reeveskt 2007) and genomic variability. Unlike
others (Arav-Boger et al., 2006; Cerboni et al.0RONorberg et al., 2007; Rasmussen,
Geissler, and Winters, 2003), we studied genomial yiolymorphism from clinical samples
without any culture step to avoin vitro strains selection and evolution, detectable dy aar
after the first passage (Akter et al., 2003). MesFpsince PCR only allows the detection of
major variants, we have also looked for this polyphism after cloning of PCR products of
HCMV UL40, the most variable gene in our previousrkv(up to 10% of divergence at the
amino acidic level) (Garrigue et al., 2007b).

UL40 may play an important role in the escape frioost defenses, thanks to the
presentation of its nonapeptide, leading to theagpdation of HLA-E, a mechanism also
shared by HIV and HCV (Nattermann et al., 2005attéMmann et al., 2005b). The two
known HLA-E alleles differ by a single amino acigbstitution in thex2 heavy chain domain
(Geraghty et al., 1992; Matte et al., 2000) anatddy surface expression leading to a possible
functional difference (Strong et al., 2003; Tamouza al., 2005). We compared the
nonapeptide polymorphism in our strains with theréture (Table 3). Cerboni et al (Cerboni
et al., 2001) described substitutions in clinicalates with no effect on HLA-E regulation.
These were also found in Toledo (Tomasec et abDpR@nd in 34 clones of patient 1Bx.
Interestingly, we observed no mutation at positir{Met), suggested to be functionally
crucial (Borrego et al., 1998). In patients 1Bx &k clones, we found 3 new substitutions
(positions 1, 4 and 6) which potential effects desdurther consideration. Methods are being
developed to identify peptides presented in theteodnof the non classical HLA class |
molecule HLA-E and investigate their functional{Braud et al., 1998; Millo et al., 2007). To
our knowledge, there is no available software talwate the theoretical binding capacity of
the UL40 epitope to HLA-E. However, besides the apmptide variability, other factors
interfere during the course of HCMV infection irder to prevent NK attack of infected cells
(Cerboni et al., 2001).

HCMV DNA variability has been described, in partanu in laboratory strains
(Baldanti et al., 2003; Dolan et al., 2004). Imsplanted patients, different variants may be
observed because of the possible reactivation aypismt and/or donor strains (Aquino and
Figueiredo, 2000; Arav-Boger et al., 2006; Ducaleceit al., 2004; Humar et al., 2003;

Stanton et al., 2005); reinfection with donor vinwas shown to be more frequent than
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reactivation of endogenous strain in symptomatan&y recipients (Grundy et al., 1988).
Unfortunately, the variant(s) infecting donor argtipient before transplantation are not

available for characterization.

Homologous recombination participates in the ewvofutof Herpesviridaeand was
shown bothn vivo andin vitro for HCMV (Arav-Boger, Zong, and Foster, 2005; Baitl et
al., 2003; Chou, 1989; Dolan et al., 2004; Habetlameyer-Konig, and Hufert, 1999;
Rasmussen, Geissler, and Winters, 2003), favored@ylV-induced expression of cellular
topoisomerase Il (Benson and Huang, 1990). Ind#esl,3 UL40 mixtures identified for
patient 1Bx, suggested that the third viral popatatvas possibly born from the first two
(Fig. 2A). One can suspect that this D+/R+ patigr@sented successively exogenous and
endogenous reactivations (whatever the first), Iso @ super-infection, associated with a
recombination phenomenoHis favorable evolution contrasts with previousadstiggesting
that the presence of mixed CMV-strain infectionsynhb@ disadvantageous (Puchhammer-
Stockl et al., 2006).

Patient 9Bx, D+/R-, showed the highest CMV loadatddnot shown) reaching
287,000 copies/ml, favoring mutations. However, CMwMper-infection is possible even
though he did not receive any blood transfusioeraghgraftment. Variability can also emerge
from strains evolution as suggested by the sinyldsetween a single early clone and the
subsequent variants. The term of “quasispeciesldcbe suitable in spite of the replication
characteristics of a DNA virus. The existence oégjspecies could be another key in the
evolution of infection, helping the virus to evaded modify its tropism, or leading to the
emergence of antiviral therapy resistance.

Zonget al. (Zong et al., 2007) argued that sequencing afeddld®CR products yields a
complex mixture of randomly re-assorted variantsnjeras and randomly introduced cloned
PCR product errors). This is highly improbable wotlr standardized experimental conditions
and the AmpliTag Gold enzyme (Applied Biosystentsjstly, the amplified fragment was
732 pb long and the mean error rate of the enzgnteli0’/incorporated nucleotide/cycle (i.
e. an error every 200,000 nt). Secondly, consessggences generated from two strands in
both directions showed very few discrepancies.dfithe existence of a crucial minor clone
(9Bx0411clonel9) was ascertained by PCR performenh fextracted DNA with specific
primers, ruling out the introduction of an artiitivariant by the sequencing reaction after
cloning. Thus, we consider that we observed a polymorphism, independent of PCR

artefacts.
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In patient 8Bx (D+/R-), despite a 43 months-lontjoiw-up, 2 renal engraftments and
extended episodes of active infection, UL40 vahgbwas very low (Fig. 2B). This patient
died from a fungal opportunistic infection. Interegly, at the time of the engraftment, he
was presenting a T lymphopenia (including CD4+ @mB+ lymphocytes), which persisted
in spite of a non depleting induction therapy. Emi-HCMV Tyd V32" cells population
was stable and did not show any progression (datashown). He seemed to display
ineffective immune responses, possibly confronted HCMV strain more easily adapted to
the host environment. On the opposite, patient IB®R- with higher viral variability and no
preliminary lymphopenia, elaborated a significaagponse, with §d V2" cells expanding
from 0.52% of ¥ cells to 25.7%. He succeeded in controlling HCMMection, in
accordance with previous observations (Lafargel.e2@01). Viral strain adaptation along
with host environment represents a large fielthtestigate.

In this study, we have evidenced different virabletive patterns including point
mutations, recombination and occasionally sugggstie intervention of several CMV
strains or a quasispecies-like distribution, allegvadaptability in pathogenesis. Of course, no
relationship can be established at that point betwdL40 sequences and CMV infection
outcome: beyond the study of mutations functionahsequences, several other factors
complicate results interpretation, such as immuppsassive regimen, the occurrence of graft

rejection or other infections.
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FIGURE LEGENDS

TABLE 1
Characteristics of the 3 patients’samples.

TABLE 2 :

Amplification of HCMV UL40: sequences of sense aadti-sense primers, and cycle
conditions. The confirmation of the presence of @Bkl clonel9 in the sample of patient 9Bx
in November 2004 was performed thanks to a senmedeBCR with 2 other anti-sense
primers (UL40 9Bx) specific to 9Bx0411clonel9 aral direct sequences of 9Bx0501,
9Bx0502 and 9Bx0504.

TABLE 3

UL40 nonapeptide variability. Comparison of AD168mwpublished data and sequences from
patients 1Bx and 8Bx. No viral sequence from pati@Bx was found different from
VMAPRTLIL.

FIGURE 1

Evolution of Patient 8Bx after two renal transpéditns, T1 (first transplantation) and T2
(second transplantation). GCV, ganciclovir; VGC\alganciclovir; proph, prophylaxy; VL,
viral load; MMF, mycophenolate mofetil; Cs, cyclosipe; Tac, tacrolimus.

HCMV loads were evaluated in 2003 with qualitatR€R in leukocytes (results “-* and “+”
before the vertical dotted line) and afterwardshwithole blood real-time quantitative PCR
(Garrigue et al., 2006; Garrigue et al., 2008a)€ldraph following the vertical dotted line).
Whole blood viral loads are quantitated from 2.@;dacopies/ml (500 copies/ml, horizontal
dotted line). Below this value and for comprehenspurposes, weak positive results have

been reported on the horizontal dotted line.

FIGURE 2

Phylogenetic representations of HCMV nucleotidiciat@on in UL40 for the 3 graft
recipients. Samples were identified as follows tigga’'s number (1, 8 or 9)-Bx (Bordeaux,
France)-year (2003 to 2006) and month of collectibar each sample, results of direct
sequencing are presented in red and results oesenng after cloning are presented with the
number of each clone. The sequences were compateahtologous sequences available in
GenBank database: AD169 (access number NC_00134&)in (NC_006273), Towne
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(AYQ72777), Toledo (AHO13698)IG. 2A, Patient 1Bx. The 3 clones of 1Bx0501 presented
in Fig. 3 for Bootscan analysis are ringed in omi®gG. 2B, Patient 8BxFIG. 3C, Patient
9Bx. Clone 19 of 9Bx0411, presented in PCR resnli&g. 4 is ringed in blue.

Normalized Shannon entropySr) for nucleotidic sequences is indicated for each

guasispecies.

FIGURE 3
Results from the Bootscan analysis to evidence We¢dmbinant viral candidates or strains

filiation in patient 1Bx’samples.

FIG. 3A: 1Bx0501 compared to 1Bx0408, 1Bx0411 and 1Bx050153.
FIG. 3B:. 1Bx0501clone57 compared to 1Bx0408, 1Bx0411 @&xD3201.
FIG. 3C: 1Bx0501clone49 compared to 1Bx0408, 1Bx0411 arxD5B1.

FIG. 3D: 1Bx0501clone52 compared to 1Bx0408, 1Bx0411 andDbBx.
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TABLE 1

HCMV patients renal delay  samples copies/miL sample
D/R serostatus transplant identity’
D+R+ 1 2004/07/12 50 1 1826 1Bx0408
133 2 1070 1Bx0411
177 3 60440 1Bx0501
D+R- 8 2003/06/11 189 1 6456 8Bx0312
251 2 29670 8Bx0402
350 3 4743 8Bx0405
483 4 34140 8Bx0410
574 5 1006 8Bx0501
2006/02/24 1029 6 3609 8Bx0604
1209 7 2616 8Bx0610
D+R- 9 2004/07/24 125 1 64800 9Bx0411
166 2 1076 9Bx0501
214 3 794 9Bx0502
271 4 975 9Bx0504

2delay (days) between (first) renal transplantatind sample.
b whole blood viral load (Garrigue et al., 2006; Bare et al., 2008a).
¢ samples were identified as follows : patient num(ie 8 or 9)-Bx (Bordeaux, France)-year
(03, 04, 05 or 06) and month of collection.
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TABLE 2

sense primer

anti-sense primer

cycle conditions

UL40 19 PCR

nested PCR

UL40 9Bx 1*'PCR

nested PCR

5-TCCTCCCTGGTACCCGATAACAG-3’

5-GGTAAGGGCACTCGTGAGGATGTGC-3’

5-TCCTCCCTGGTACCCGATAACAG-3’

5-GGTAAGGGCACTCGTGAGGATGTGC-3’

5-CGGGCCAGGACTTTTTAATGGCC-3’

5-TCCGAACGCTCGTGAGCAACAGTCG-3

5-ACGGTAACAACCGCCGGCGCGATG-3

5-ACGGTAACAACCGCCGGCGCGATG-3’

94°C 12 min
94°C 30 s - 59°C 30 s - 72°C 1min30: 50 cycles
72°C 7 min

94°C 12 min
94°C 30 s-59°C 30 s - 72°C 1min30: 40 cycles
72°C 7 min

94°C 12 min
94°C 30 s - 60°C 30 s - 72°C 1min30: 50 cycles
72°C 7 min

94°C 12 min
94°C 30 s - 60°C 30 s - 72°C 1min30: 40 cycles
72°C 7 min
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TABLE 3

AD169 VMAPRTUL I L n° of clones
Tomasec et al
(2000) Toledo \%
Cerboni et al
(2001) 109B* T \Y;
3C* L
1Bx0411 clones S L 32/32
1Bx0501 clones S L 2/29
1Bx0501 clones L 26/29
8Bx0604 clones A 1/30

* clinical isolates after propagation on human ldibgoblasts
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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FIG 2B
Patient 8Bx HCMV UL40
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FIG 2C
Patient 9BX HCMV UL40
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FIGURE 3
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Abstract

Background: Human cytomegalovirus (HCMV) is the first cause \ofal infection in
immunocompromised transplanted patients.

Objectives: Here, five HCMV genes were studied to investigate texistence of
recombination events in clinical strai@s vivo

Study designSequencing and phylogenetic analysis were coeduah 21 strains from 16
renal and 5 lung transplant recipients.

Results: Nucleotidic polymorphism ranged from 6.6% (US3) 1@% (UL40), with a
significant proportion of missense mutations (398060%), some of which could have a
functional impact. Analysis of the concatenatedusege (4804 nucleotides for each strain)
evidenced two clusters of sequences presenting tiaulege topology suggestive of
recombination events (SplitsTree). Phi-Test poimedherous phylogenetically conflicting
signals indicating a high statistical probabilitf recombination. The subsequent bootscan
analysis was consistent with these data.

Conclusions: These results reinforce the prominent role of memoation in HCMV

evolutionary history and adaptation to its host.

Key words: HCMV; variability; recombination; HCMMinical strains; sequence analysis.
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Background

Human cytomegalovirus (HCMV) is the largest virusthe Herpesviridaefamily,
with a double-stranded DNA genome of 235 kbp enupdi64-167 predicted open reading
frames (ORFg{avison et al., 2003; Dolan etal., 200fy o || herpesviruses, HCMV undergoes latency
and reactivation episodes in the host. In the immsuppressed patients, such as lung or renal
graft recipients, HCMV s still responsible for thmost frequent viral opportunistic
infection (Rowshani et al., 2005)

To ascertain this long-lasting persistence in tifedted persons, HCMV has evolved
numerous immune evasion and modulation strategieslving up to 20% of its genes, acting
through three main mechanisfff§?s<: 2092 (1) mimicking/interference with major
histocompatibility complex (MHC) class I- and cldésnolecules (such as US3 and UL18);
(2) modulation of natural killer (NK) function (e.@¢JL40) and leukocyte behaviour (NK
receptors agonists, pseudo-chemokines, -chemokoeptors, -cytokines (e.g. UL111a)); (3)
modification of cell cycle and apoptosis events:al/genomic variability, also depending on
different mechanisms, could participate signifitamt HCMV evasion.

In vitro viral recombination occurs when two HCMV strairesiofect the same cell
and interact during replication to generate progevhyich genomes consist of genetic
segments obtained from both parental stréitf§iand. Meyer-Konig, and Hufert, 1999)i5mglogous
recombinations were described for HSV and EBV (emgHengerer, and Falke, 1997,
Walling et al., 1994), also belonging to tHerpesviridaefamily. During DNA replication,
the polymerase may jump to another strand, as gtV replication(Hu and Temin, 1990)
or sequences may be exchanged between two varlantgi)g HCMV infection, cellular
topoisomerase I, also present in viral tegumerds whown to be activated.(Benson and
Huang, 1990) It plays an essential part in DNA icgpion, favours the appearance of breaks
in double-stranded DNA and thus interactions betwdifferent strains replicating in a single
cell. In vivo, a recombination mechanism was also alleged iferéiit HCMV-infected
patients populations such as HIV-infected persamansplant recipients and infected

neWbomé:Arav-Boger, Zong, and Foster, 2005; Chou, 198%dmcelle et al., 2004; Rasmussen et al., 2002)

151



Objectives
The aim of the present study was to bring dataawodr of the occurrence of
recombination evenisx vivoamong HCMV-uncultivated clinical strains.

et al. 2007) ysing direct sequencing of four

In our previous workSamaue
immunomodulatory viral genes (US3, UL18, UL40 andlWla) in blood samples of renal
transplant patients developing an active HCMV ititegc we showed a noticeable viral
polymorphism. Briefly, each patient harboured aguei strain (i.e. a unique combination of
the four genes), but an identical sequence forvanggene could be demonstrated among
various patients. We subsequently followed the wiamh of UL40 gene, by direct sequencing
and sequencing after cloning, in patients with pldt HCMV reactivations (intra-patient
studies)Gamaue et al., 2007b; Garrigue et al., 20089 o hrasent work is based on the transversal sisaly
of five HCMV genes (including UL123, which encodegulatory protein IE1) in twenty-one
patients. Our results indicate that recombinatieenés do participate in the observed inter-

patient variability.
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Study design

1. Clinical HCMV strains
Twenty-one HCMV-infected patients (13 men, 8 womaredian age (IQR (interquartile
range)) of 55 (44; 56) years) were included. Sixterderwent renal transplantation (1Bx to
17Bx) and five, lung transplantation (101Bx to 18%BEight patients were donor-
positive/recipient-positive (D+R+), 1 4R+ and 12 D+R. HCMV strains were collected
from whole blood (WB) in 19 patients and from brbaalveolar lavage (BAL) in two (101Bx
and 102Bx).

2. DNA extraction
DNA was extracted from 200l WB or 200pl BAL using the MagNA™ Pure LC Total

Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics).

3. PCR amplification and sequencing

Four HCMV genes were amplified prior to sequencirgr UL18, UL40, UL111a, US3,
specific primers pairs were used as previously ritgsd®2"9ue et al. 20070 Aqditional primers
(Eurofins, Germany) were designed to amplify andsemuence UL123, according to
alignments of HCMV sequences available in the GekBiatabase (Table 1). The fragments
were sequenced on both strands as previously dedti® © @ 20Dand a consensus

sequence was generated.

4. Sequence analysis

The five genes were analysed separately as welb@satenated, according to their order
in the viral genome. Identity and similarity valuesre calculated with the Needle program
from the EMBOSS suite of softwalff&ce: -ongden. and Bleasby, 2000)

Clustal W 1.83 was used for alignment of derivecdl@otidic sequences with known
strains as references: AD169 (access number NC4U0p18/erlin (NC_006273), Towne
(AYQ72777) and Toledo (AH013698). Traditional phyémetic trees were inferred using the
neighbour-joining method from matrix distances ukdted after gapstripping of alignments,
with a Kimura two-parameter algorithm.

Evolutionary relationships are usually represenisthg phylogenetic trees, based on a
model of evolution dominated by mutations and stemn events. More realistic models must

also account for other events, such as loss andicdtipn, or recombination. To be
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represented, such data need a network graph, pa\g the SplitsTree prografifse" @
Bryant, 2008)The evolutionary history of the isolates is comsted from conflicting phylogenetic
signals contained in sequence alignment when rec@tibn events have participated in the
evolution of the included isolates. A recombinatill not be characterized by one but
several branches connected to the parental strima.is, if a complex network represents
the relationships between isolates, it is likelyatttseveral recombination events have
participated in their evolutionary history. A retiate network is used to describe this
reticulate evolution. Most importantly, the Phigge Phiipe. and Bryant, 200g8 o4 jated from
the SplitsTree program version 4 to validate whettetected conflicting signals are due to
recombination. Recombinants have been detected tvishmethod for HSV-1 and HSV-
2 (Norberg etal. 2007 o knowledge, SplitsTree program was operhted to analyse HCMV
genes for the first time. We studied the concatshaequences of the five HCMV genes to
simplify the nucleotidic alignments (4804 nuclees)l and gain a synthetic view of the
compared sequences.

To reinforce the presence of recombination in thecatenated sequences of HCMV, the
bootscan method included in the SimPlot prodidhf @ ***\was applied to the recombinant
candidates. Briefly, bootscanning relies on thegratient of a suspected recombinant
sequence (target sequence) with a set of potgrdrahtal reference sequences. After optimal
alignment is obtained, it is broken into sequentakrlapping segments (or windows) of 20
nucleotides which are fed into a phylogenetic asialprogram. Bootstrapped phylogenetic
trees are built for each segment. Finally, the &toap value for placing the unknown
sequence with each of the reference ones is t&uktd plotted along the genome. The
assumption is that the unknown will always reacghhbootstrap values with its parental
subtypes in windows. Schematically, bootscan indeahich sequence resembles mostly the
target sequence, and in which proportion (percentgpwn in the y axis), all along the
nucleotidic sequence. In case of recombination stifevare displays a message indicating:
“Evidence of possible recombination event detecgtadiich can be confirmed by using the

available “FindSites” tool.

5. Nucleotide sequence accession numbers

The sequences were deposited in Genbank with tHewfog accession numbers:
FJ491265, FJ491268, FJ491270, FJ491272, FJA912AH1F/5, FJA91276, FJ491281,
FJ491284, FJ491287, FJ491289, FJ491291 to FJ49FEX®1298, FJ491299, FJ491301,
FJ491306, FJ491308, FJ491315, FJ491317, FJ4913MH1824, FJ491327, FJ491334,
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FJ491336, FJ491338, FJ491343, FJ491345, FJ4913BM1854, FJ491356, FJ491360,
FJ491361, FJ491366, FJ491368, FJ491370, FJ49133836T®40, DQ367943, DQ367945,
DQ367947 to DQ367951, DQ367956, DQ367962, DQ367W3367966 to DQ367970,
DQ367972, DQ367974, DQ367976 to DQ367979, DQ367989367987, DQ367990,
DQ367992, DQ367994 to DQ367999, DQ368002, DQ368M3@368006 to DQ368010,
DQ368015, DQ368018, DQ368021, DQ368023, DQ368025D@368030, DQ368033,
DQ368035, DQ368037 to DQ368041, DQ368046, DQ36804Q368052, DQ368054,
DQ368056 to DQ368060, EF488364 and EF535834.
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Results

1. Sequence variability of HCMV isolates
Sequence polymorphism was observed in the twendyH@MYV clinical strains for the five
selected genes (Table 2). Missense or silent Marigites were found throughout the five
genes, affecting from 6.6% (US3) to 12% (UL40) aicle gene sequence. Table 2 also

indicates the maximum percentage of strain torstrariability for each gene.

2. Phylogenetic trees and SplitsTree recombinatiotyaisa

Phylogenetic trees were constructed for each of fike genes and for the
concatenated sequences (Fig. 1). Considering WieeHHCMV sequences, all clinical isolates
presented a unique genetic pattern and each pappetared to be infected with a particular
HCMV variant. The identity was 95.4% between the twost distant isolates (14Bx0507 and
4Bx0409) and 99.9% between the closest (106Bx04til15Bx0506). The latter clustered
whatever the gene, with identical UL18, UL40, UL128d US3 genes. For UL11la gene,
there was an insertion of six nucleotides in 106BXl0compared with 15Bx0506.

For each gene and for the concatenated sequencescaestructed recombination
networks including all clinical isolates and theifaeference strains (Fig. 2A). All networks
presented a reticulate topology, the more compé&mgofound for UL40 (666 bp) and UL123
(1762 bp) genes (Fig. 2B and 2C). These resulte wenfirmed when analysis was restricted
to the 12 concatenated sequences presenting ndedpopulation (Fig. 2D). Moreover, the
results obtained with concatenated sequences dmilgrefigured by those obtained with
single UL40 gene cloned sequences: for examplatienqt 1Bx (Fig. 2E) the phi test did find
statistically significant evidence for recombinatiavith p<10* and in patient 9Bx (Fig. 2F),
the phi test did not find statistically significaetidence for recombination with p=0.667.

Phi-test was calculated from the alignment contgnall the isolates and reference
sequences : 297 informative sites were detected/4804) and evidence for recombination

was statistically significant (p<0.05).

3. Bootscan analysis

As shown in Fig. 3, intra- (Fig. 3A) or inter- (Fi8B) genic recombination events were
suggested by the bootscan analysis, which complagesimilarity of various genes all along
the concatenated sequences. For example, 106Bx§HMs to result from recombination
events between 103Bx0607 and 7Bx0506, and 10Bx6502 104Bx0604 and 8Bx0312. On
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the opposite, Simplot software could detect no @we of recombination between other
sequences (example given Fig. 3C).
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Discussion

We and others showed a noticeable polymorphism @MM clinical strains, for
which different mechanisms may be involved: natpalmorphism, recombination or even
quasispecies-like eVO|UtidPIaldanti et al., 2003; Dolan et al., 2004; Garegt al., 2007b; Garrigue et al., 20091tﬁ our
previous work, we evidenced an intragenic varigbgdompatible with a recombination event

e(Garrigue et al.,

in UL40 gene in one infected patient followed otier 20085) omologous

recombination was shown in HCMV laboratory straansl also in clinical strains, but always
after a Culture Steﬁ[’av—Boger, Zong, and Foster, 2005; Baldanti et2003; Chou, 1989; Dolan et al., 2004; Haberlanelyer-
Konig, and Hufert, 1999; Rasmussen, Geissler, anutef$, 2003) |\ tha present study, we investigaid vivo
uncultivated virus-infected samples and focusedH@MV evolution by recombination, by
comparing clinical strains infecting different paits.

The five selected unlinked genes, UL18, UL40, ULl4,1UL123 and US3, were
evenly distributed within the genome. This choicelld be contested, since HCMV genome
comprises more variable sequences (e.g. UL55 emgogliycoprotein B). However, there
were enough mutations to allow SimPlot analysis canclude in the existence of
recombination events.

The sequence alignment of our clinical HCMV straimentained several
phylogenetically conflicting signals, most of whicbould result from homologous
recombination. Selection pressure also leads toattmeimulation of conflicting signals at
specific sites or epitopes. However, our bootscalyais detected such signals all along the
five genes, which argued against selection pressure

Conflicting phylogenetic signals could also haveuited from random introduction of
nucleotide substitutions by¥aq polymerase during the PCR" © & 2000This is highly
improbable with our standardized experimental coowé and the AmpliTag Gold enzyme
(Applied Biosystems). Firstly, the mean error raethe enzyme is 5.1%incorporated
nucleotide/cycle (i.e. an error every 200,000 nt) ¢he error must be introduced early in the
amplification reaction. Secondly, consensus seggmgenerated from two strands in both
directions showed very few discrepancies. Thirthys explanation is unlikely to account for
the high percentage of variable sites in each gene.

The two clusters observed after phylogenetic armsalykthe concatenated sequences
(Fig. 2A) were not explained by the transplanteghar(kidney or lung), a common donor or a

concomitant hospitalization.
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The present study confirmed a significant polynhism within HCMV strains
directly sequenced from blood or BAL in transplaetipients. Unfortunately, we did not
obtain enough sequences from BAL samples to addtbss question of HCMV
compartmentalization and preferential site of reoration. Nucleotidic variations could
induce functional consequences for the correspondgiroteins, which underlines their
potential importance in immune interference duricigical infection. For example, in
pUL18, fourteen isolates presented K42R and A43Tatrans, and thirteen the Q202H
mutation, which could modulate its interaction witbukocyte Inhibitory Receptor-1 (LIR-
1).(Cerboni et al., 200@h vitro functional tests are needed to evaluate the impfadCMV
protein variability.

Although recombination in HCMV strains has beenvproin vitro,HaPeriand. Meyer-Konig,
and Hufert, 1999, our knowledge, this is the first study on ali strains using such software.
Principally, this work provided additional data airgg in favour of the key role of
recombination as a major evolution mechanism foMNC The absence ah vitro selection
before sequence analysis highlighted the complesityhe recombination pattern, which
involved multiple both inter- and intra-genic ev&nffo circumvent immune control and

enable HCMV persistence, we suggest recombinatieynepresent a crucial viral strategy.
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Figure legends

Table 1:
Amplification of HCMV UL123 gene: sequence of sermed anti-sense primers, cycle

conditions and additional primers for sequencing.

Table 2
Variability of UL18, UL40, UL111a, UL123 and US3 mgs in the twenty-one HCMV

clinical strains.

Fig. 1:

Phylogenetic representations of HCMV nucleotidiaiatgon, for the five studied genes
individually and for the concatenated sequence.gfBzsnwere identified as follows: patient’s
number (1 to 17 for renal transplant or 101 to f@8ung transplant)-Bx (Bordeaux, France)-
year (03, 04, 05 or 06) and month of collection {®12).

Fig. 1A, 1B, 1C, 1D and 1lEllustrate the UL18, UL40, UL111a, UL123 and US3hge
sequences.

Fig. 1Fillustrates HCMV variation in the concatenatedwsatee (4804 nucleotides).

Fig. 2:

Reticulate pattern representations of SplitsTredyars for concatenated sequences, for UL40
and UL123 gene sequences and for UL40 cloned segseRhi test values are indicated for
each analysis.

Fig. 2A illustrates SplitsTree analysis for the concatethadequences of the five genes.
Sequences from lung transplant recipients are aelic by dotted arrows, and reference
strains underlined. The two strains presentedgn ¥Fare indicated by full arrows.

Fig. 2B and 2Cillustrate SplitsTree analysis for UL40 and UL12shg sequences.

Fig. 2D shows SplitsTree analysis for the concatenatedesegs obtained from 12 HCMV
positive samples totally devoid of nucleotidic dlmupopulations. The corresponding patients
were 3 D+/R+, 1D-/R+, 8 D+/R-.

Fig. 2E: SplitsTree analysis of 14 1Bx UL40 cloned segesndhe phi test did find
statistically significant evidence for recombinatio

Fig. 2F. SplitsTree analysis of 22 9Bx UL40 cloned seqeasnthe phi test did not find any

statistical evidence for recombination.
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Fig. 3:

Examples of bootscan analysis illustrating eithetragenic (106Bx0411, Fig. 3A) or
intergenic (10Bx0502, Fig. 3B) probable recombimatevents in concatenated sequences.
Bootscan indicates which sequence resembles ntostiyarget sequence, in which proportion
(percentage shown in the y axis), all along thdeuidic sequence. The rule at the bottom of
the graphs indicates nucleotidic lengths of thdisthHCMV genes.

Fig. 3A: 106Bx0411 (D+/R+) sequence is compareth i23Bx0607 (D+/R+), 7Bx0506
(D-/R+) and 14Bx0507 (D+/R-) sequences. The 5’ &nrmini of gene UL40 are similar in
106Bx0411 and 103Bx0607; UL40 central sequencdike @ 106Bx0411 and 7Bx0506.
SimPlot software considers this bootscan patternh@hly suggestive of intra-genic
recombination events. The recombination sites id@Aare indicated by arrows at the top of
the figure.

Fig. 3B: 10Bx0502 (D+/R-) sequence is compared viBx312 (D+/R-), 12Bx0501
(D+/R-), 17Bx0508 (D+/R-) and 104Bx0604 (D+/R+) seqces. UL18 sequence is similar in
10Bx0502 and 104Bx0604. UL40, UL11lla, UL123 and USRjuences are closer in
10Bx0502 and 8Bx0312. SimPlot software considens thootscan pattern as highly
suggestive of recombination events which have tgdane in HCMV genome sequences
located between UL18 and UL40. The recombinatide between UL18 and UL40 is
indicated by an arrow at the top of the figure.

Fig. 3C: 15Bx0506 (D+/R-) sequence is compared Wi#x0411 (D+/R-), 14Bx0411
(D+/R-) and 106Bx0411 (D+/R+) sequences. 15Bx030éimilar all along the concatenated

sequence with 106Bx0411 and Simplot does not findimdication of recombination event.
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Table 1

Sense primer Anti-sense primer Cycle conditions

94°C 12 min

1 PCR 5- Agg CgT gAC ACg TTT ATT gAg TAg g -3’ 5-TAAQC CYg TTg Cgg TgC TgT TAAC -3 94°C 30 s - 60°C 30 s - 72°C 2 min : 50 cycles
72°C 7 min
94°C 12 min

Nested PCR 5- AgT ATA CAA TAg TgA CgT ggg ATC C -3’ 5'- TAg 0g ACA gAC TAACAg ACTgTTC-3  94°C 30 s - 60°C 30 s - 72°C 2 min : 40 cycles
72°C 7 min

Additional primers 5’- Tgg CCA AAg TgT Agg CTR CAA TAg C -3’ 5’- gAg Ag Tgg ATg gCT TgT ATT AAg g -3’

5- AAg gTC TTT gCC CAg TACATT CTgg-3'  5- ACA AC AYA AgT AAA TCC RCg TCC C -3’
5- Agg CTg AgT TCT Tgg TAAAGAACT C-3'  5- AgT éC CgA ggA TTg CAA CgA gAA C -3’
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Table 2:

Nb (%) of variable sites

Maximum % strain to strain variability

Sequence length (nt)Nb (%) of variable sites missense silent nucleotides amino-acids
UL18 1107 95 (8.6) 49 (52) 46 (48) 5.9 7.6
uL40 666 80 (12) 43 (54) 37 (46) 6.3 10
ULllla 687-702 67 (9.7) 36 (69)* 16(31)* 3.4 3.9
uL123 1757-1762 208 (11.8) 56 (39)* 88(61)* 6.3 6.6
us3 561 37 (6.6) 20 (54) 17 (46) 3.4 6.3

*in the coding sequence (spliced gene)

nt : nucleotides
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Fig. 2A: Concatenated sequences
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Fig. 2B: UL40
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Fig. 2D:
—voo Concatenated sequences free from double populations
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P 25 Clones 1Bx UL40
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Fig. 2F: Clones 9Bx UL40
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Fig. 3B:
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