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Résumé

Résumeé

L’herpésvirus de la carpe koi (KHV), ou herpésvirus cyprin 3 (CyHV-3) est I’agent
responsable d’une maladie mortelle chez les carpes koi et commune. Dans cette étude, nous avons
décrit le clonage du génome du KHV sous forme d’un chromosome artificiel bactérien (BAC) stable et
infectieux permettant la production de souches recombinantes du KHV. Cet objectif a été atteint par
I’insertion d’une cassette BAC flanquée de sites loxP au sein du géne de la thymidine kinase (TK).
Cette insertion a généré un plasmide BAC stable en bactéries et a permis de régénérer des virions par
transfection en cellules permissives. Ainsi, des virions excisés pour la cassette BAC et possédants un
géne TK trongué ont été produits. De la méme maniére, des virions révertants pour TK ont également
été produits. Les souches FL BAC excisée et révertante se répliquent de maniére comparable a la
souche parentale in vitro. La souche révertante a induit une maladie comparable a la souche sauvage,
tandis que la souche excisée a présenté un phénotype partiellement atténué. Enfin, I’utilité du BAC
KHV pour la production de recombinants a été démontrée par la production d’une souche délétée pour
I’ORF16 grace au principe de recombinaison en systéme procaryote. L’obtention du BAC KHV est
une avancée importante qui permettra I’étude des génes viraux impliqués dans la pathogénie du KHV

ainsi que la production de vaccins recombinants atténues.

Mots clés :

Herpésvirus cyprin 3, Chromosome artificiel bactérien, Thymidine Kinase.



Summary

Summary

Cloning of the genome of cyprinid herpesvirus 3 as an infectious bacterial

artificial chomosome.

Koi herpesvirus (KHV) or Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3) is the causative agent of a lethal
disease in koi and common carp. In the present study, we described the cloning of the KHV genome as
a stable and infectious BAC clone that can be used to produce KHV recombinant strains. This goal
was achieved by insertion of a loxP-flanked BAC cassette into the thymidine kinase (TK) locus. This
insertion led to a BAC plasmid that was stably maintained in bacteria and was able to regenerate
virions when transfected into permissive cells. Reconstituted virions free of the BAC cassette but with
a disrupted TK locus were produced. Similarly, virions with a wild type revertant TK sequence were
produced. The FL BAC excised strain and the FL BAC revertant strain replicated comparably to the
parental FL strain. The FL BAC revertant strain induced KHV in koi carp that was indistinguishable
from that of the parental strain, while FL BAC excised strain exhibited a partially attenuated
phenotype. Finally, the usefulness of the KHV BAC for recombinant studies was demonstrated by
production of an ORF16 deleted strain using prokaryotic recombination technology. The availability
of KHV BAC is an important advance that will allow the study of viral genes involved in KHV
pathogenesis, as well as the production of attenuated recombinant candidate vaccines.

Key words :

Cyprinid herpesvirus 3, Bacterial artificial chromosome, Thymidine Kinase.
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Introduction

1. Les herpésvirus

(Pour une revue de la littérature (Roizman et Pellet, 2001)

La famille des Herpesviridae, extrémement répandue dans la nature, compte plus de 120 virus
a ADN de grande taille. Ces virus sont capables d’infecter un grand nombre d’hoétes aussi divers que
I’homme, des primates non humains, d’autres mammiféres, des oiseaux, des reptiles, des amphibiens,

des poissons et au moins un invertébré: 1’huitre (16).
1.1. Structure des virions

Les herpésvirus sont composés d’un core contenant une molécule d’ADN double brin linéaire
ainsi que quelques molécules d’ARN (9). Ce core est entouré d’une nucléocapside de symétrie
icosaédrique d’environ 100 nm de diameétre composée de 162 capsoméres (150 hexameéres et 12
pentameéres). La nucléocapside est elle-méme recouverte d’un tégument : substance amorphe contenant
des protéines ayant notamment des propriétés régulatrices lors de la transcription. Ce tégument est
enfin entouré d’une enveloppe qui porte des projections & sa surface d’environ § nm de long : les
glycoprotéines virales. La particule virale apparait donc comme une sphére pouvant mesurer 120 a 300

nm de diamétre (Figure 1).
1.2. Caractéristiques du génome

Le génome viral peut, en fonction de 1’espéce virale considérée, comporter 124 a 295 kilo
paires de bases nucléotidiques (kb). On observe également jusqu’a 10 kb d’écart entre différents isolats
d’une méme espéce selon le nombre de séquences répétées terminales et/ou internes. La composition
en bases guanine et cytosine varie de 32 a 75 % selon 1’espéce virale. Les génomes des herpesvirus ont
été classés en six groupes dénommés: A, B, C, D, E et F sur base de 1’arrangement de leur séquence

ADN. Ces groupes sont décrits dans la Figure 2.
1.3. Propriétés biologiques communes

Les herpésvirus partagent quatre propriétés biologiques majeures. Premiérement, ils posseédent
leur propre machinerie enzymatique qui intervient notamment dans le métabolisme des acides
nucléiques. Deuxiémement, la synthése de I’ADN viral et 1’assemblage des capsides ont lieu dans le

noyau de la cellule infectée. Troisiemement, la production des virions s’accompagne le plus souvent
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Glycoprotéines

Enveloppe lipidique
Tégument
Capside
Génome

Figure 1: Morphologie des herpésvirus. Représentation schématique et photographie en
microscopie électronique a contraste négatif d’une particule d’herpésvirus (Adapté de Flint et al.,

2004).

A ﬁ HHV-6

B HHHHHH BoHV-4
R4 R3

C IlII | HHV-4

D ot FeHV-1

e iI; o HHV-1

F MuHV-4

Figure 2 : Représentation schématique des six groupes de génome des herpésvirus. Les lignes
horizontales représentent les régions uniques. Les rectangles représentent les régions répétées.
Abréviations: LTR, Left terminal repeat; RTR, Right terminal repeat; R1-4, Repeat 1-4; UL, Unit
long; US, Unit short; IR, Internal repeat; TR, Terminal repeat; HHV, Human herpesvirus; BoHV,
Bovine herpesvirus; FeHV, Felid herpesvirus; MuHV, Murid herpesvirus (Adapté de Roizman &
Pellet, 2001).
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d’une lyse irréversible de la cellule infectée. Enfin, tous les herpésvirus étudiés a ce jour sont capables

de se maintenir a 1’état latent chez leur hote naturel.

1.4. Cycle biologique

Les herpésvirus peuvent établir deux types d’infection: 1’infection dite productive ou lytique

(Figure 3) et I’infection latente (Figure 5).

1.4.1. L’infection productive ou lytique

La premicre étape de I’infection lytique consiste en 1’attachement du virion a la surface
cellulaire (Figure 3). Il met en jeu des interactions entre une ou plusieurs glycoprotéines de 1’enveloppe
virale et un ou plusieurs récepteurs cellulaires (65). L’interaction avec les récepteurs cellulaires
entraine la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane plasmique et la pénétration du virus. Suite a
la fusion, la nucléocapside et les protéines du tégument sont libérées dans le cytoplasme ou la
nucléocapside s’attache aux microtubules pour &tre transportée vers le noyau (63). Certaines protéines
du tégument peuvent aussi €tre transportées vers le noyau ou elles activent la transcription du génome
viral et répriment la synthése des protéines cellulaires. La nucléocapside délivre son ADN dans le
noyau au niveau d’un pore nucléaire. Dés son entrée dans le noyau, I’ADN viral se circularise en
I’absence de toute synthése protéique virale préalable (22). Cette observation suggére un mécanisme de
circularisation sous la dépendance de protéines cellulaires ou de protéines virales de structure (52). La
transcription de I’ADN viral débute alors dans le noyau.

La transcription des génes viraux se déroule en trois phases successives strictement contrélées
dans le temps: la phase a ou précoce-immédiate, la phase B ou précoce et la phase y ou tardive (Figures
3 et 4). La transcription des génes a, réalisée par I’ARN polymérase II cellulaire, est activée par des
protéines du tégument interagissant avec des facteurs transcriptionnels cellulaires. Les génes o codent
essentiellement pour des protéines de régulation. Une fois traduites dans le cytoplasme, certaines
protéines o vont étre importées dans le noyau ou, en plus d’exercer un rétrocontrole négatif sur leur
propre expression, elles vont activer I’expression des genes 3 et y. Les genes P atteignent leur pic
d’expression dans les quatre a huit heures suivant I’infection. Ils codent essentiellement pour des
protéines a activité enzymatique impliquées dans le métabolisme nucléotidique et la réplication de
I’ADN viral. Les protéines f exercent un rétrocontréle négatif sur leur propre expression et vont a leur
tour activer 1’expression des geénes y dont le pic d’expression n’est atteint qu'une fois la réplication de
I’ADN viral entamée. Les genes y1 ou tardifs partiels peuvent s’exprimer avant la réplication de ’ADN
viral alors que 1’expression des génes y2 ou tardifs réels est dépendante de la réplication de ’ADN

viral. Les génes tardifs codent pour les protéines de structure du virus composant la capside, le
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Figure 3 : Cycle de multiplication des herpeésvirus. Infection productive ou lytique (Adapté de Flint
etal., 2004).
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Figure 4 : Cinétique d’expression des genes des herpésvirus.
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tégument ainsi que 1’enveloppe et exercent un rétrocontrdle négatif sur 1’expression des geénes a et f3.
Les protéines de capside, une fois synthétisées, sont transportées dans le noyau de la cellule pour s’y
assembler et encapsider I’ADN génomique synthétisé.

La réplication de I’ADN viral circularisé débute au niveau des origines de réplication. Elle se
déroule selon le mécanisme des «cercles roulants». Selon ce mécanisme, la réplication donne naissance
a des structures intermédiaires de haut poids moléculaire appelées concatémeéres. Ces derniers sont de
longues molécules d’ADN constituées de plusieurs unités génomiques liées bout a bout de fagon
covalente. IIs sont clivés, par une activité endonucléasique, en unités génomiques simples pendant
I’encapsidation de I’ADN viral et sont intégrés dans des capsides néoformées selon un mécanisme
d’encapsidation appelé «headful». Les nucléocapsides néoformées sont alors transportées vers la
périphérie nucléaire. Leur trajet au travers de la barriére nucléocytoplasmique ainsi que I’acquisition du

tégument et de I’enveloppe ne sont pas encore complétement élucidés.

1.4.2. L ’infection latente

La latence est observée chez les herpésvirus. Elle consiste au maintien de l’information
génétique du virus, au sein du noyau cellulaire, sous forme d’un épisome circulaire en 1’absence de
multiplication virale (Figure 5). L’initiation de I’infection latente se déroule comme le début de
I’infection lytique mis a part que la transcription des génes viraux est séverement réduite. La manicre
dont la cascade de transcription normale est bloquée ou réduite reste un sujet de recherches et de
débats. L’état de latence peut étre interrompu a la suite de stimuli exogénes. Les changements dans la
physiologie cellulaire permettent alors a 1’infection lytique de redémarrer. Le génome viral est alors

transcrit plus efficacement et est répliqué afin que de nouveaux virions soient produits.

1.5. Classification des herpésvirus

La famille des Herpesviridae a été divisée en trois sous-familles dénommées alpha-, beta- et
gammaherpesvirinae sur base de propriétés biologiques spécifiques (Figure 6).

La sous-famille des alphaherpesvirinae regroupe des virus généralement caractérisés par un
spectre d’hétes large, un cycle de multiplication court, une croissance rapide en culture cellulaire et la
capacité de se maintenir a 1’état latent, principalement mais pas exclusivement, dans les ganglions
sensoriels.

Les membres de la sous-famille betaherpesvirinae sont caractérisés par un spectre d’hotes
généralement restreint. Leur cycle de multiplication est lent, tout comme la progression de I’infection

en culture cellulaire. Ils provoquent souvent une hypertrophie des cellules infectées avec apparition de
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Figure 5 : Cycle de multiplication des herpesvirus. Infection latente (Adapté de Flint et al., 2004).

Figure 6: Arbre phylogénétique des principaux herpésvirus. Représentation des trois
branches évolutives menant aux herpésvirus d’invertébrés, de poissons et des mammiféres dont les

trois sous-familles a, B et y sont représentées (Adapté de Davison, 2002).
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vacuoles cytoplasmiques et nucléaires. Ces virus sont latents notamment dans les glandes sécrétoires
et dans les cellules lymphoréticulaires.

Les gammaherpesvirinae possédent un spectre d’hotes étroit, généralement restreint a la
famille ou a I’ordre auquel I’hote naturel appartient. De nombreux membres de cette sous-famille sont
capables d’infecter des lymphocytes in vitro. In vivo, ces virus persistent a 1’état latent dans les
lymphocytes ou les tissus lymphoides. L’infection est fréquemment associée a des désordres
lymphoprolifératifs et beaucoup de gammaherpesvirus sont impliqués dans 1’oncogenése.

De nombreux herpésvirus divergeants de ceux des mammiféres depuis plus de 400 millions
d’années (41) restent a ce jour non classé, ce qui laisse présager de I’existence de sous-familles
supplémentaires. Citons par exemple les herpésvirus d’amphibien et de poissons, tels que I’herpésvirus
du poisson chat (Ictalurid herpesvirus 1, [cHV-1) et les herpésvirus de carpes (herpesvirus cyprin 1, -2,
et -3, CyHV-1, -2 et -3) qui seraient assignés a la famille des Alloherpesviridae ainsi que 1’herpesvirus

de mollusque de la famille des Malacoherpesviridae (57).
2. L herpesvirus cyprin 3
2.1. Généralités

La carpe commune (Cyprinus carpio carpio) est en terme de tonnage le premier poisson élevé
pour la consommation humaine, principalement en Asie, en Europe et dans les pays de 1’Est (5). Sa
sous-espéce, la carpe koi (Cyprinus carpio koi), est par contre un poisson d’ornement trés cher élevé
seulement par les amateurs de ces poissons colorés (Figure 7). Les carpes sauvages ou d’élevage sont
aujourd’hui exposées a de nombreux agents viraux. Avec la virémie printaniére, 1’herpésvirose de la
carpe est la maladie virale la plus préoccupante pour les pisciculteurs entrainant des pertes

économiques considérables (29).
2.2. L’herpésvirus cyprin 3 : I’agent responsable de I’herpésvirose de la carpe

L’herpésvirose de la carpe a été détectée pour la premiere fois en 1996 en Angleterre,
cependant, le premier rapport scientifique n’a été publié qu’en 1998 (4, 32, 33). Ce rapport décrit
I’apparition d’une maladie mortelle aux Etats-Unis et en Isra€l parmi les populations de carpes
communes et de carpes koi. Les cultures intensives de carpes communes ainsi que le commerce
international et les nombreuses exhibitions de carpes koi ont rapidement contribué a la dissémination de
cette maladie a travers le monde. Elle s’est ainsi répandue trés vite sous forme d’épidémie dans de
nombreux pays tels que la Belgique (1999), la Chine (2001), I’ Allemagne (2002), la France et le Japon
(2003) (Tableau I) (53). Ces épidémies sont devenues un probléme majeur entrainant de lourdes pertes

économiques et financiéres aussi bien dans I’industrie de la carpe commune que dans celle de la carpe
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Figure 7 : Spécimens de carpes. (A) Carpe commune (Cyprinus carpio carpio). (B) Carpe koi

(Cyprinus carpio koi).

Tableau I : Propagation du KHV a I’échelle planétaire au cours des derniéres années (Adapté de

Pokorova et al., 2005).

Allemagne Premiére épidémie en 1997.
Autriche Premiére épidémie détectée en 2003 parmi des carpes koi d’un étang privé.
Belgique Depuis 1999, on rapporte des épidémies avec plus de 90% de mortalité.
Danemark Détecté en juillet 2002.
France Deux suspicions en 2001, puis détection sur des carpes provenant d’lsraél en 2003.
Italie Détection en 2003.
Luxembourg Détection en 2003
Pays-Bas Premiére infection en 2001.
Pologne Premiére détection en 2003 suivie de deux épidémies en 2004.
Royaumes Unis Suspicion en 1996-98-99, isolement en 2000, 36 épidémies en 2002 et confirmation en 2003.
Suisse Suspicion en 2001, epidémie en 2003.
-
Indonésie Détection depuis 2002.
Israél Premier diagnostic en 1998 sur des carpes provenant d’Europe suivi d’épidémies régulieres.
Japon Détection depuis mai 2003.
Taiwan Premiére épidémie rapportée en 2002 suivie d’épidémies en 2003 et 2004.
Thailande Détection lors d’'une exportation pour I’Allemagne.

Afrique du Sud Deux épidémies rapportées en 2001 et 2003.

USA Premiére épidémie en 1998.
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koi. L’herpésvirose de la carpe a été ajoutée en 2005 au manuel diagnostic des animaux aquatiques de
I’Office International des Epizooties (OIE) et sa possible introduction dans la liste des maladies
contagieuses a déclaration obligatoire est en discussion a I’heure actuelle.

L’herpésvirose de la carpe est une maladie mortelle (70-100% de mortalité¢) et hautement
contagicuse affectant les carpes de tout dge (36). Seule 1’espéce carpe (Cyprinus carpio) semble
présenter les symptdmes typiques de la maladie. Cependant, de récentes études ont mis en évidence la
présence du CyHV-3 chez d’autres especes telles que le poisson rouge (Carassius auratus) et le
carassin commun (Carassius carassius), posant I’hypothése de 1’existence d’espéces porteuses (20, 58).
L’herpésvirose de la carpe est une maladie saisonniére apparaissant au printemps et en automne quand
la température de 1’eau oscille entre 18°C et 25°C (53). Les signes cliniques sont souvent non
spécifiques. Les poissons infectés montrent tout d’abord une perte d’appétit et d’activité associés a une
nage ralentie au fond ou en surface des bassins et 1’aplatissement de la nageoire dorsale (Figure 8).
Ensuite, ils présentent généralement des mouvements incohérents caractéristiques d’un état de
suffocation. Les signes cliniques les plus consistants sont la décoloration tégumentaire associée a un
gonflement, de I’énophtalmie, une augmentation de la fréquence respiratoire et des lésions branchiales
pouvant aller de la congestion jusqu’a I’apparition de nécrose focale (Figure 8 et 9). On rapporte aussi
une hypersécrétion de mucus et un cedéme variable (36, 53).

Les voies de pénétration du virus dans I’organisme sont encore incertaines. Plusieurs études
postulent une voie d’entrée au niveau des branchies ou des intestins (32, 50). Cependant une étude
récente menée au sein du laboratoire d’accueil tend a démontrer un tropisme cutané (Costes B.,
communication personnelle). La période d’incubation est de 14 jours aprés mise en présence de
poissons naifs avec des poissons infectés (50). La multiplication du virus induit la fusion cellulaire et
une vacuolisation cytoplasmique intense suivies d’une lyse des cellules (Figure 10) (51). Les 1ésions
branchiales seraient vraisemblablement liées a des infections bactériennes secondaires. Le virus peut
étre isolé dans le sang dés 3 jours post-infection et dans de nombreux tissus (reins, nageoires, foie, rate,
intestins, systéme nerveux central) dés 5 jours post-infection (32, 51). Le virus est retrouvé dans les
féces et peut donc se transmettre via I’eau (19). A ’heure actuelle, aucune étude ne permet de confirmer
la persistance du virus sous une forme latente. Les résultats des recherches menées jusqu’a présent
suggerent que les carpes infectées dans certaines conditions peuvent développer une infection de type
chronique mais non systématique (66). La réponse a cette question est non seulement importante pour la
caractérisation du virus mais présente également des implications économiques puisqu’a 1’heure
actuelle on ne sait toujours pas comment et ou le virus est conservé entre les épisodes aigus et comment
on pourrait empécher la dissémination du virus.

Le diagnostic de I’herpesvirose de la carpe se fait généralement par isolement viral a partir de

biopsies du rein, des branchies et de la rate (53). Le virus est alors amplifié sur culture cellulaire et des
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Figure 8: Signes cliniques caractéristiques du KHV. (A) Zones de dépigmentation (fléches)
réparties a la surface du corps. (B) Enophtalmie bilatérale d’un poisson infecté (gauche), comparé a
son congénere sain (droite). (C) Décoloration et nécrose (fleches) des filaments branchiaux. (D)
Comportement normal de carpes koi naives non infectées (aquarium de gauche) comparé au
comportement de carpes koi infectées par le KHV (aquarium de droite). On observe une apathie
associée a une nage ralentie et a un regroupement des poissons au fond du bassin. (Hedrick et al.

2005 ; Costes B. communication personnelle).
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Figure 9 : Examen anatomopathologique de I’épithélium branchial d’un poisson infecté par le

KHYV. Inclusions nucléaires éosinophiliques (fleches) dans 1’épithélium branchial d’une carpe koi

infectée par le KHV (Thiéry et al., 2003).
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PCR peuvent étre réalisées notamment sur I’ADN polymérase, la protéine majeure d’enveloppe et la
thymidine kinase (6, 24, 38). A I’heure actuelle, 7 tests PCR différents sont couramment utilisés dans
différents laboratoires. Récemment, une nouvelle méthode diagnostic appelée « loop-mediated
isothermal amplification » (LAMP) a ét¢ développée (28, 64). Elle se réalise sur le géne de la
thymidine kinase et s’est révélée trés spécifique, trés sensible et rapide. Par ailleurs, une PCR
quantitative a également été développée (25). Elle a permis récemment de détecter des quantités
infimes de virus dans 1’eau de riviére au Japon (30). Enfin, des méthodes de détection du virus dans
I’environnement par concentration du virus a partir de grands volumes d’eau ont également été
développées (38).

A ce jour, les traitements et moyens de préventions contre I’herpésvirose de la carpe sont
inexistants. Une étude datant de 2003 a montré que les carpes pouvaient devenir naturellement
résistantes a D’infection aprés culture dans des eaux surchauffées a 30°C (23, 56). Ainsi, certains
producteurs gardent leurs carpes a des températures ¢levées pour limiter les infections. L’inconvénient
de cette méthode est 1’apparition dans ces eaux surchauffées d’infections bactériennes et mycosiques
secondaires. Une autre étude a démontré qu'une souche de CyHV-3 atténuée par passages successifs en
culture de cellules induit une immunité protectrice chez les carpes infectées (49, 56). Notons que les
raisons de cette atténuation ne sont en rien comprises et que dés lors la possibilité de réversion du
pouvoir pathogéne ne peut étre exclue. Plus récemment, un vaccin de type inactivé, délivré par
administration orale dans des vésicules de liposome a été produit au Japon (75). Cependant, celui-ci

n’induit qu’une protection partielle contre le KHV.

2.3. Caracteéristigues générales et moléculaires

Depuis son premier isolement par Hedrick (32, 33), ce virus s’est vu attribué différents noms :
premiérement, « koi herpesvirus » (KHV) du fait de son isolement initial a partir d’une carpe koi et a
cause de ses caractéristiques morphologiques semblables aux autres herpésvirus (32); deuxiémement,
« carp interstitial nephritis and gill necrosis virus » (CNGV) a cause de sa pathogénie (51, 56) et
enfin, CyHV-3 en raison de la similarité de certains de ses geénes avec ceux des CyHV-1 et -2 (73).
Cette derniére nomenclature a été confirmée récemment par Aoki et collaborateurs qui ont classé le
virus de I’herpésvirose de la carpe au sein de la famille Herpesviridae en tant que nouvelle espéce
appelée CyHV-3 (3). Cependant, aucun nom officiel n’a encore été donné par le comité international
de taxonomie des virus (ICTV). Pour plus de facilité, dans la suite de cet exposé, ce virus sera appelé
KHV. Les différentes souches de KHV isolées de part le monde font partie d’un groupe viral trés
homogeéne (3).

Le KHV a été caractérisé pour la premiére fois par Gilad en 2003 puis plus récemment par

d’autres auteurs (12, 35, 43, 44). Ces auteurs montrérent que ce virus présente une ultrastructure
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Figure 10 : Effet cytopathique de I’infection par le KHV. (A) Tapis de cellules CCB (Cyprinus

carpio brain) non infecté. (B) Tapis cellulaire 6 jours aprés infection par le KHV. La fléche blanche

montre la formation d’un syncitia. (Costes B. communication personnelle.)

Figure 11 : Caractéristiques ultrastructurales du KHV mises en évidence par microscopie
électronique. Sections ultrafines de cellules CCB infectées par le KHV. L’agrandissement dans le
coin inférieur gauche montre 1’ultrastructure globale d’une particule virale (Costes B. communication

personnelle).
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ressemblant aux herpésvirus avec une enveloppe entourant une capside de type icosahédrique de 100 a
110 nm de diamétre, les deux séparé par une substance amorphe de type tégument. Les virions matures
ont un diametre de 170 a 230 nm (Figure 11). Au sein de la capside se trouve le génome viral de type
ADN linéaire double brin de 295 kb (3) ce qui fait du génome du KHYV le plus grand génome recensé
actuellement au sein de la famille des Herpesviridae. La structure exacte du génome n’a pas encore été
complétement élucidée. Cependant, il a été montré récemment que le génome présente a ses extrémités
deux régions consistant en des répétitions directes de 22 kb chacune (3). Cette structure s’apparente a
celle des génomes de type B selon la classification de Roizman (Fig. 2) (55). Le contenu global du
génome du CyHV-3 en nucléotides G+C est relativement ¢1évé et oscille aux alentours de 60 % (3).

Récemment, I’enti¢reté du génome du KHV a été séquencée et 156 génes ont été identifiés (3).
Ce nombre de génes est faible comparativement a la taille du génome et par rapport aux autres
herpésvirus. Parmi ces génes, 8 sont dupliqués au sein des régions terminales droite et gauche et 9
représentent des « pseudogeénes » dont les protéines ne sont pas exprimées. Quinze geénes seulement
sont conservés avec I’IcHV-1, le prototype des herpésvirus de poisson. Ce taux de conservation est
faible comparé a celui qui existe entre les herpésvirus de mammiferes qui est de 43 genes conservés
(16). Le corollaire de cette constatation est que le génome du KHV contient un grand nombre de
séquences n’ayant aucune homologie avec d’autres séquences virales connues. De plus, le génome du
KHYV renferme des séquences issues d’autres virus a grand génome ADN double brin tels que les
poxvirus, les iridovirus ou encore les baculovirus (35, 73). Des études sont a I’heure actuelle en cours
afin de comprendre I’origine phylogénétique du KHV.

Parmi les 156 genes identifiés, 73 seulement ont été caractérisés quant a leur produit
d’expression (Tableau II). De maniére surprenante aucune étude n’a été publiée a ce jour sur le role
d’un de ces génes dans la pathogénie de ’infection du KHV. Cette lacune s’explique par la difficulté

de produire des souches recombinantes de ce virus.
3. Le BAC Clonage

Les membres de la famille des Herpesviridae représentent les génomes ADN les plus grands
parmi les virus de mammiféres avec plus de 200 génes potentiels (55). La caractérisation fonctionnelle
de ces geénes par génération de virus recombinant et 1’investigation des changements obtenus au niveau
des phénotypes est importante pour comprendre les aspects moléculaires de la réplication, de la
pathogénie et pour fournir la base rationnelle au développement de nouveaux vaccins ou traitement.
Ainsi, depuis une vingtaine d’année, différentes méthodes de mutagenése ont ét¢ développées afin de
produire des souches recombinantes d’herpésvirus (Figure 12) (72). La premiére d’entre elle,
développée début des années 80, est la méthode classique de recombinaison homologue en cellules

eucaryotes (45, 54, 61). Elle permet d’introduire une mutation et un marqueur de sélection au sein d’un
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Tableau Il : Liste des génes et protéines identifiées chez le KHV (Adapté de Aoki et al., 2007).

ORF 2

ORF 4

ORF 9

ORF12
ORF 16
ORF 19
ORF 22
ORF 23
ORF 24
ORF 25
ORF 26
ORF 27
ORF 28
ORF 29
ORF 30
ORF 31
ORF 32
ORF 33
ORF 39
ORF 40
ORF 41
ORF 46
ORF 47
ORF 48
ORF 54
ORF 55
ORF 61
ORF 62
ORF 64
ORF 65
ORF 68
ORF 71
ORF 72
ORF 78
ORF 79

Code pour 2 protéines

Protéine de la famille des TNFR soluble

Protéine de la famille d’ORF 2

Protéine de la famille des TNFR soluble

Protéine liée au récepteur couplé a la protéine G

Désoxynucléoside kinase (équivalent de I’ORF5 de I’IcHV-1)
Code pour 3 protéines

Petite sous unité de la ribonucléotide reductase

Protéine de la famille ORF22

Code pour une glycoprotéines de membrane

Glycoprotéine de membrane (famille ORF25)

Glycoprotéine de membrane (famille ORF 25)

Similaire aux épimérases/deshydratases NAD-dépendantes bactériennes
Protéine transmembranaire

Glycoprotéine de membrane

Protéine similaire aux DUF614 eucaryotiques

Protéine similaire a des protéines d’iridovirus

Sous-unité ATPase de la terminase (équivalent d’ORF62 del’ IcHV-1)
Protéine transmembranaire

Glycoprotéine de membrane

Protéine de la famille des protéines Ring

Primase (équivalent a ’ORF63 de I’IcHV-1)

Equivalent a ’ORF64 de I’'IcHV-1

Protéine kinase

Protéines de liaison au zinc

Thymidine kinase

Equivalent de I’ORF54 de I'IcHV-1

Protéine avec domaine OTU-like des protéases de type cystéine (cf. ORF65 de I'IcHV-1)
Protéine transport de nucléosides, glycoprotéine transmembranaire
Glycoprotéine membranaire (famille de I’ORF25)

Similaire a la myosine (possible équivalent ORF22 IcHV-1)

ADN hélicase (équivalent ORF25 IcHV-1)

Protéine triplex de capside (équivalent ORF27 IcHV-1)

Protéase et maturation de capside (équivalent ORF28 IcHV-1)

ADN polymérase (équivalent ORF57 IcHV-1)
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ORF 80

ORF 81

ORF 82

ORF 83

ORF 90

ORF 92

ORF 94

ORF 98

ORF 99

ORF 104
ORF 107
ORF 112
ORF 114
ORF 115
ORF 116
ORF 123
ORF 124
ORF 126
ORF 128
ORF 131
ORF 132
ORF 134
ORF 136
ORF 137
ORF 138
ORF 139
ORF 140
ORF 141
ORF 144
ORF 146
ORF 148
ORF 149
ORF 150
ORF 153

Equivalent de I’ORF60 de I’'IcHV-1

Protéine transmembranaire type I1I, homologue de I’ORF59 de I'IcHV-1 (Rozenkranz et al., 2008)

Protéine transmembranaire

Protéine transmembranaire

Equivalent de ’ORF37 de I'IcHV-1

Protéine majeure de capside (équivalent ORF39 IcHV-1)
Sérine protéase de type trypsine-like

Uracil-DNA glycosylase

Glycoprotéine de membrane (équivalent ORF46 IcHV-1)
Protéine kinase de type sérine thréonine

Equivalent de ’ORF56 de I’'IcHV-1

Protéines se liant aux acides nucléiques

Protéine transmembranaire (similaire a une protéine cellulaire de Dorio renio XP_684064)
Glycoprotéine de membrane

Glycoprotéine de membrane

Désoxynucléoside triphosphatase (équivalent ORF49 IcHV-1)
Glycoprotéine de membrane

Glycoprotéine de membrane

Protéine de la famille des protéines Ring, de type SPRY, de type Trim-like
Glycoprotéine de membrane

Protéine de membrane

Protéine homologue a I’'IL-10

Glycoprotéine de membrane

Protéine de la famille ORF22

Glycoprotéine de membrane

Glycoprotéine de membrane (équivalent au géne B22R des poxvirus)
Thymidylate kinase

Grande sous unité de la ribonucléotide reductase

Protéine de la famille des protéines Ring

Glycoprotéine de membrane

Glycoprotéine de membrane de la famille ORF25
Glycoprotéine de membrane de la famille ORF25

Protéine de la famille des protéines Ring

Protéine transmembranaire
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geéne ciblé (Figure 12A). Les deux inconvénients majeurs de cette méthode sont la nécessité de cibler
un geéne non essentiel a la réplication viral et la nécessité d’isolement de la souche recombinante parmi
la population virale parentale surabondante. A la fin des années 80, une autre méthode basée sur le
clonage de I’enticreté du génome sous forme de cosmides fut développée (Figure 12B) (70). Cette
méthode a I’avantage de ne nécessiter aucun marqueur de sélection. Cependant, le clonage du génome
sous forme de cosmide est laborieux et des évenements de recombinaison non spécifiques peuvent
avoir lieu. C’est devant le besoin de développer une nouvelle méthode de mutagenese rapide et efficace
et de pouvoir cloner des grands segments d’ADN, que les chromosomes artificiels bactériens (BAC,
« bacterial artificial chromosome ») firent leur apparition a la fin des années 90 (Figure 12C) (60).

Les BAC consistent en une séquence d’ADN clonée au sein du génome viral ayant pour but de
conférer au génome viral la propriété de se propager comme un chromosome au sein d’une bactérie
(72). Pour ce faire, le BAC contient une séquence dérivée du facteur F bactérien permettant non
seulement la réplication du génome BAC au sein des bactéries mais aussi le maintien d’une seule copie
du génome BAC par bactérie, minimisant ainsi les risques de recombinaison entre régions répétées ou
homologues. Aussi, une souche bactérienne d’E.coli déficiente en recombinases est nécessaire pour
minimiser tout risque de recombinaison et conférer ainsi au génome BAC sa grande stabilité (60, 68).
Une fois le génome viral cloné en bactérie, celui-ci peut étre muté via les techniques de recombinaison
homologue en E. coli telles que la recombinaison par plasmide « shuttle » (72) ou via la sélection galK
(74). La technologie BAC permet le clonage de génomes viraux entiers de pres de 300 kb, ce qui est
trés intéressant pour le clonage des grands virus a ADN tels que les herpésvirus. Les mutagenéses sur
ces génomes BAC sont rapides, sires, efficaces et représentent donc a ’heure actuelle la meilleure
méthode pour I’exploration systématique du génome des herpésvirus.

Le premier BAC d’herpésvirus fut réalisé en 1997 pour le cytomégalovirus murin (42). Depuis,
de nombreux herpésvirus ont été cloné sous forme de BAC tels que I’herpésvirus simplex 1 (67), le
virus d’Epstein—Barr (17), le virus de la maladie d’ Aujeszki (62), ou encore le cytomégalovirus humain
(8). En outre, le laboratoire d’accueil a acquis au fil des années une grande expertise dans le BAC
clonage. Ainsi, trois herpesvirus ont été clonés sous forme de BAC, I’herpésvirus bovin 4 (26),

I’herpésvirus alcélaphin 1 (18) et I’herpesvirus félin 1 (14).
4. Objectifs

L’objectif de ce mémoire de formation doctorale a été de contribuer, avec I’aide du Dr Bérénice
Costes, au clonage du génome du KHV sous la forme d’un BAC stable et infectieux. L’obtention de ce
BAC est une étape crucial pour pouvoir entreprendre de maniére systématique 1’étude des roles des

geénes viraux dans la pathogénie de I’infection, et in fine, pour pouvoir construire des souches
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Figure 12 : Méthode de mutagenese des herpesvirus. (A) Recombinaison homologue en cellule
eucaryote. Un fragment d’ADN linéaire contenant la mutation et un géne rapporteur (carré rouge)
flanqué de séquences homologues a la séquence cible du virus, est transfecté dans une cellule infectée
par le virus. Le geéne rapporteur est inséré dans le génome viral par recombinaison homologue. Les
virus sauvage et recombinant doivent ensuite étre séparés. (B) L’approche par cosmide. L’entiéreté du
génome est clonée sous forme de cosmides dont les séquences se chevauchent. Une mutation est
introduite dans un fragment (carré rouge). Apres transfection dans une cellule permissive, le génome
viral est réassemblé au moyen de plusieurs événements de recombinaisons homologues générant des
virus mutants. (C) Mutagenése en systéme procaryote au moyen d’un chromosome artificiel bactérien
(BAC). Le génome viral est maintenu sous forme de BAC en E.coli. Les virus BAC mutants peuvent
étre générés en utilisant diverses approches de mutagenése en systéme procaryote (carré rouge). Le

BAC est alors transfecté en cellules et le virus mutant est reconstitué (Wagner et al., 2002).

21



Introduction

recombinantes atténuées ayant un potentiel en vaccinologie. L’obtention de ce BAC a nécessité
I’accomplissement de six étapes principales:

(i) Production d’une souche recombinante BAC KHV consistant en 1’insertion d’une cassette
BAC au sein du géne de la thymidine kinase (TK). Cette souche recombinante a été produite par
recombinaison homologue en cellules eucaryotes.

(i1) Extraction du génome BAC KHYV sous forme circulaire.

(iii) Electroporation du génome BAC KHV circularisé en bactérie E.coli de type DH10B, et
vérification de la stabilité du plasmide ainsi cloné en bactérie.

(iv) Reconstitution de particules virales infectieuses BAC KHV par transfection du plasmide BAC
KHYV extrait des bactéries en cellules eucaryotes.

(v) Excision de la cassette BAC du génome KHV afin de reconstituer des particules virales
n’exprimant plus TK.

(vi) Reconstitution de particules virales sauvages dites « révertantes » similaires a la souche

parentale et exprimant TK.

L’ensemble des souches ainsi produites a été caractérisé in vitro au niveau de leur structure
moléculaire, la production de plage de lyse et leur cinétique de réplication in vitro. Ensuite, afin de
démontrer 1'utilité du clone BAC obtenu, une souche de KHV délétée pour ’ORF16, qui code pour un
homologue du récepteur couplé a la protéine-G (GPCR), a été produite. Pour cela, une technique de
mutagéneése procaryotique, basée sur une sélection positive du geéne codant pour la galactokinase
(galK), a été utilisée. Enfin, la virulence des souches recombinantes produites a été comparée in vivo.
L’ensemble des clones générés au cours de ce mémoire de formation doctorale a fait 1’objet d’une

publication dans Journal of Virology présentée dans la section expérimentale de ce travail.
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Koi herpesvirus (KHYV) is the causative agent of a lethal disease in koi and common carp. In the present
study, we describe the cloning of the KHV genome as a stable and infectious bacterial artificial chromosome
(BAC) clone that can be used to produce KHV recombinant strains. This goal was achieved by the insertion
of a loxP-flanked BAC cassette into the thymidine kinase (TK) locus. This insertion led to a BAC plasmid that
was stably maintained in bacteria and was able to regenerate virions when permissive cells were transfected
with the plasmid. Reconstituted virions free of the BAC cassette but carrying a disrupted TK locus (the FL
BAC-excised strain) were produced by the transfection of Cre recombinase-expressing cells with the BAC.
Similarly, virions with a wild-type revertant TK sequence (the FL BAC revertant strain) were produced by the
cotransfection of cells with the BAC and a DNA fragment encoding the wild-type TK sequence. Reconstituted
recombinant viruses were compared to the wild-type parental virus in vitro and in vivo. The FL BAC revertant
strain and the FL BAC-excised strain replicated comparably to the parental FL strain. The FL BAC revertant
strain induced KHYV infection in koi carp that was indistinguishable from that induced by the parental strain,
while the FL BAC-excised strain exhibited a partially attenuated phenotype. Finally, the usefulness of the KHV
BAC for recombination studies was demonstrated by the production of an ORF16-deleted strain by using
prokaryotic recombination technology. The availability of the KHV BAC is an important advance that will
allow the study of viral genes involved in KHV pathogenesis, as well as the production of attenuated recom-

binant candidate vaccines.

Common carp (Cyprinus carpio carpio) is the most widely cul-
tivated fish for human consumption mainly in Asia, Europe, and
the Middle East (3). In contrast, the koi (Cyprinus carpio koi)
subspecies is cultivated as an expensive, beautiful, and colorful pet
fish for personal pleasure or competitive showing, especially in
Japan but also worldwide (3). Recently, koi herpesvirus (KHV)
was identified as the cause of mass mortality among koi and
common carp in Israel, the United States, and Germany (7, 21,
22). The intensive culture of common carp, koi shows, and inter-
national trading have unfortunately contributed to the rapid
global spread of highly contagious and extremely virulent KHV
disease (19, 27, 35). Since its emergence, KHV has caused severe
financial and economic losses in both koi and common carp cul-
ture industries worldwide (20, 34).

The genome of KHV comprises a linear double-stranded
DNA sequence of ~295 kb (2, 24), similar to that of cyprinid
herpesvirus 1 (41) but larger than those of other Herpesviridae
members, which generally range from 125 to 240 kb. The
sequence of the KHV genome revealed a significant number of
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original DNA sequences with no homology to any other known
viral sequences. Moreover, it contains highly divergent DNA
sequences encoding polypeptides which resemble those of sev-
eral other double-stranded DNA viruses, such as other herpes-
viruses, poxviruses, iridoviruses, and other large DNA viruses
(24, 41).

Since the first isolation of KHV, an increasing number of
studies have been devoted to the virus. They have reported
data related to viral gene content (2, 4, 13, 14, 24-26, 41),
pathogenesis (12, 13, 33, 38), epidemiology (24, 32), the diag-
nosis of KHV infection (1, 4, 14, 15, 17, 18, 37), and control
(31, 34). However, no information on the roles of individual
KHYV genes in the biology of KHV infection or in pathogenesis
has been published to date. Two reasons can explain this la-
cuna. Firstly, the KHV genome sequence has been published
only very recently (2). Secondly, prolonged KHYV cultivation in
vitro leads to the spontaneous attenuation of the virus, making
the production of KHV recombinants by classical homologous
recombination in eukaryotic cells difficult (34).

Recently, the manipulation of large herpesvirus genomes
has been facilitated by the use of bacterial artificial chromo-
some (BAC) vectors (6, 40). These vectors allow the stable
maintenance and efficient mutagenesis of the viral genome in
Escherichia coli, followed by the reconstitution of progeny viri-
ons by the transfection of permissive eukaryotic cells with the
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BAC plasmid. Several herpesviruses have been successfully
propagated as infectious BAC clones. The 235-kb genome of
human cytomegalovirus is to date the largest herpesvirus ge-
nome which has been BAC cloned (6).

BAC cloning is an obvious approach to avoid the problems
in the production of KHV recombinants described above.
However, the large size of the KHV genome and its abundant
repetitive sequence content (2) are two intrinsic features of
KHYV that may render its BAC cloning difficult.

In the present study, we describe for the first time the clon-
ing of the KHV genome as a stable and infectious BAC clone.
Several recombinant strains were derived from the BAC clone
by using homologous recombination in eukaryotic cells and
prokaryotic recombination technology. The comparison of
these recombinant strains in vivo revealed that thymidine ki-
nase (TK) gene disruption led to the partial attenuation of
KHYV and that the deletion of ORF16, encoding a putative G
protein-coupled receptor (GPCR), did not affect KHV viru-
lence. The availability of the KHV BAC is an important ad-
vance that will allow the study of viral genes involved in KHV
pathogenesis, as well as the production of attenuated recom-
binant candidate vaccines.

MATERIALS AND METHODS

Cells and virus. Cyprinus carpio brain (CCB) cells (30) were cultured in
minimum essential medium (Invitrogen) containing 4.5 g of glucose (D-glucose
monohydrate; Merck)/liter and 10% fetal calf serum (FCS). Cells were cultured
at 25°C in a humid atmosphere containing 5% CO,. The KHV FL strain was
isolated from a kidney of a fish that died from KHV infection (CER, Marloie,
Belgium). FL stands for Francois Lieffrig, who isolated the strain.

BAC cloning of KHV. Firstly, a 1,137-bp DNA fragment corresponding to the
TK open reading frame (ORF; ORF55) and ORF56 of the KHV genome was
amplified by PCR using KHV FL DNA as a template. The following primers
were used for the amplification: the forward primer TKfw (5'-ATGGCTATGC
TGGAACTGGTG-3") and the reverse primer TKrev (5'-CTCAACAGGGAA
GAGTGGCG-3'), corresponding to nucleotides 1 to 21 of the KHV TK ORF
and nucleotides 279 to 297 of ORF56 (GenBank accession no. for the KHV
genome, DQ177346), respectively. The amplification product was sequenced and
TA cloned into the pGEM-T Easy vector (Promega), resulting in pPGEMT-TK
(Fig. 1A). A BAC cassette was released by Pmel digestion of the pBeloBAC-
Modified-EGFPNeo vector (11) and then ligated into the RsrII site of the
pGEMT-TK vector, resulting in the pPGEMT-TKBAC vector (Fig. 1A), in which
the BAC cassette is flanked by KHV sequences. These KHV homologous se-
quences were exploited to produce the KHV FL BAC strain by homologous
recombination in eukaryotic cells (Fig. 1B). Briefly, freshly seeded CCB cells
were infected with KHV at a multiplicity of infection (MOI) of 0.5 PFU/cell.
After an incubation period of 2 h, cells were transfected with circular pPGEMT-
TKBAC by using Lipofectamine Plus (Invitrogen). Four days postinfection (pi),
cell supernatant was harvested and inoculated onto confluent CCB cell mono-
layers (10° cells per 9.5 cm?) in the presence of G418 (final concentration of 500
pg/ml). This step was repeated three times, leading to infected cultures contain-
ing predominantly the KHV FL BAC recombinant strain. This viral preparation
was inoculated onto freshly seeded CCB cells at a MOI of 1 PFU/cell. The
circularized form of the viral BAC recombinant genome was extracted 20 h pi as
described previously (29), and 2 g of DNA was introduced into E. coli DH10B
cells (Invitrogen) by electroporation (at 2,250 V, 132 Q, and 40 wF) as described
elsewhere (36). Electroporated cells were plated immediately onto solid-Luria-
Bertani medium plates supplemented with chloramphenicol (17 wg/ml). Note
that it is crucial at this stage to avoid liquid preculture in order to avoid the
preferential growing of bacteria containing incomplete KHV BAC plasmids.

Reconstitution of infectious virus from the KHV FL BAC plasmid. Permissive
CCB cells were transfected with the FL BAC plasmid by using Lipofectamine
Plus (Invitrogen) in order to produce the FL BAC recovered strain. To produce
a wild-type revertant strain derived from the BAC, CCB cells were cotransfected
with the FL BAC plasmid and the pGEMT-TK vector (molar ratio, 1:75). Seven
days posttransfection, viral plaques negative for enhanced green fluorescent
protein (EGFP) expression were picked and enriched by three successive rounds
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of plaque purification. Similarly, to reconstitute virions with the BAC cassette
excised from the viral genome, CCB cells were cotransfected with the FL BAC
plasmid and the pEFIN3-NLS-Cre vector, encoding Cre recombinase fused to a
nuclear localization signal (16) (molar ratio, 1:70).

Southern blotting. Southern blot analysis was performed as described previ-
ously (28). Several probes were used. The TK probe was produced by PCR using
the TKfw and TKrev primers described above and the KHV FL genome as a
template. The terminal repeat (TR) probe corresponded to nucleotides 3817 to
4228 of the left TR and nucleotides 276494 to 276905 of the right TR of the KHV
genome. The BAC probe was released from the pBeloBACModified-EGFPNeo
vector by Pmel digestion. The ORF16 probe was produced by PCR using
ORF16fw and ORF16rev primers corresponding to nucleotides 1 to 50 and 1027
to 1077 of KHV ORF16, respectively.

Indirect immunofluorescence staining. CCB cells were fixed and permeabil-
ized with acetone-ethanol (50:50, vol/vol) for 10 min at —20°C. Immunofluores-
cence staining (incubation and washes) was performed in phosphate-buffered
saline containing 10% FCS. Samples were incubated at 25°C for 45 min with
mouse monoclonal antibody 8G12 raised against an unidentified KHV antigen
expressed in the nuclei of infected cells. After three washes, samples were
incubated at 25°C for 30 min with Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-mouse
immunoglobulin G (heavy and light chains [GAM 568; 2 pg/ul; Molecular
Probes]) as the secondary conjugate.

Microscopy analysis. Epifluorescence microscopy analysis was performed with
a DMIRBE microscope (Leica) equipped with a DC 300F charge-coupled device
camera (Leica) as described previously (39).

Multistep growth curves. Triplicate cultures of CCB cells were infected at a
MOI of 0.5 PFU/cell. After an incubation period of 2 h, cells were washed with
phosphate-buffered saline and then overlaid with Dulbecco’s modified essential
medium (Invitrogen) containing 4.5 g of glucose/liter and 10% FCS. The super-
natants of infected cultures were harvested at successive intervals after infection,
and the amount of infectious virus was determined by plaque assays with CCB
cells as described previously (9).

Production of the KHV FL BAC recombinant plasmid by galK positive selec-
tion of bacteria. A KHV FL BAC recombinant plasmid with the deletion of ORF16
(encoding a putative GPCR) was produced using ga/K positive selection of bacteria
as previously described (42). The recombination fragment consisted of a galactoki-
nase gene (galK) flanked by 50-bp sequences corresponding to the beginning and the
end of KHV ORF16. This fragment was produced by PCR using the pgalK vector
(42) as a template, the forward primer 16galfw (5'-ATGAAACCTCTGGGTCTT
TTTGTTTCTGTGCTCGGGCTGCTTGCCCTGTCCCTGTTGACAATTAATC
ATCGGCA-3'), and the reverse primer 16galrev (5'-TCATAGGACGCCATCGG
TTGAGTTCGCTGCGGCTGCGACTCCCAGTCCTCTCAGCACTGTCCTGC
TCCTT-3"). Primer 16galfw consisted of nucleotides 1 to 50 of KHV ORF16 and
nucleotides 1 to 24 of the pgalK vector (42). The reverse primer 16galrev consisted
of nucleotides 1027 to 1077 of KHV ORF16 and nucleotides 1212 to 1231 of the
pgalK vector (42).

Induction of KHV disease in fish. Specific-pathogen-free koi carp, with an
average weight of 7 g, were kept in 60-liter tanks at 24°C. Several groups of fish,
each comprising 10 carp (with the exception of mock-infected groups, which
consisted of 13 carp), were kept in separate tanks. Koi carp were infected by
intraperitoneal (IP) injection with 0.1 ml containing 3 X 10> PFU. The viral
inoculums were titrated before inoculation and back titrated after inoculation to
ensure that the doses were equivalent among groups. The control group (mock
infected) was injected with culture medium under the same conditions. Fishes
were examined daily for clinical signs of KHV disease, and dead fishes were
removed. The animal study was accredited by the local ethics committee of the
University of Liege (Belgium).

Detection of KHV genome by PCR. DNA was extracted from tissues of fish by
using the QIAamp DNA mini kit (Qiagen). PCR amplification was performed
using 25 ng of total DNA as a template and the TKfw-TKrev and ORF16fw-
ORF16rev primer pairs described above.

RESULTS

Cloning of the KHV genome in E. coli. The goal of the
present study was to clone the genome of KHV as a stable and
infectious BAC plasmid. When we started this project, very few
sequences from KHV were available. The TK locus was one of
the few KHV genes to have been sequenced. This locus was
selected for the insertion of the BAC cassette, as TKs encoded
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FIG. 1. Schematic representation of the strategy used to produce the infectious KHV FL BAC plasmid. (A) The genome of the KHV FL strain,
flanked by two TRs (the left TR [LTR] and the right TR [RTR]), is shown at the top. A loxP-flanked BAC cassette was inserted into the RsrIl
sites of the TK ORF of the pGEMT-TK vector, resulting in pPGEMT-TKBAC. (B) Flow chart of steps performed to produce the KHV FL BAC
plasmid, to control its infectivity, and to demonstrate the possibility of removing the loxP-flanked BAC cassette from the genome of reconstituted
virus or to produce a wild-type revertant strain derived from the FL BAC plasmid.

by herpesviruses and poxviruses have been shown previously to
be dispensable for viral growth in vitro (8a, 30a).

The strategy depicted in Fig. 1 was used for the BAC cloning
of KHV. This approach required as a first step the production
of a recombinant strain called KHV FL BAC. The molecular
structure of this strain was confirmed by a combined Sacl
restriction endonuclease and Southern blotting approach (Fig.
2). In the parental FL strain, the TK ORF was contained in a
DNA fragment of approximately 5.2 kb. In the FL BAC strain,
as a consequence of the BAC cassette insertion into the TK
locus, the TK sequence was distributed into two fragments of
approximately 5.3 and 9.1 kb (Fig. 2). Sequencing of the re-
gions used to target homologous recombination confirmed that
the FL BAC strain had the correct molecular structure (data
not shown).

Next, we tried to clone circular intermediates of the FL BAC

genome into bacteria by classical approaches that we have used
successfully in the past for the BAC cloning of other herpes-
viruses (9, 11, 16). Surprisingly, despite the screening of more
than 500 independent clones, we were unable to select a single
clone carrying the FL BAC genome. The BAC plasmids ob-
tained generated heterogeneous restriction profiles with only a
few bands corresponding to the expected restriction profile
(data not shown). Due to the large size of the KHV genome,
one may postulate that bacteria carrying incomplete KHV
BAC plasmids may have a selective advantage over bacteria
carrying a full-length KHV BAC clone and, consequently, that
the liquid culture of transformed bacteria (performed before
the plating of the bacteria onto solid medium) may lead to the
selection of bacteria with BAC plasmids comprising only part
of the KHV genome. To test this hypothesis, E. coli cells were
plated immediately onto solid Luria-Bertani medium after
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FIG. 2. Structural analysis of the KHV FL BAC plasmid and derived strains. (A) Schematic representation of some of the fragments generated
by Sacl enzymatic restriction. The genomes of the KHV FL and KHV FL BAC revertant strains are shown at the top. TK, BAC, and TR probes
are indicated by bold horizontal lines. Fragment sizes in kilobases are indicated. Note that this cartoon is not drawn to scale. LTR, left TR; RTR,
right TR. (B) The KHV FL BAC plasmid and the genomes of the KHV FL, FL BAC, FL BAC recovered, FL BAC-excised, and FL BAC revertant
strains were analyzed by Sacl restriction (agarose gel, first panel) and further tested by Southern blotting using probes corresponding to the TK
ORF (second panel), the BAC cassette (third panel), or the TRs (fourth panel). Black and white arrowheads and open arrowheads indicate
restriction fragments containing the TK ORF and the BAC cassette, respectively. Gray arrowheads indicate restriction fragments hybridizing with
the TR probe. Marker sizes (MS) are indicated on the left.

electroporation. This approach led to BAC plasmids compris-
ing most of the restriction fragments found in the FLL. BAC
strain genome. However, only 1 to 2% of the clones exhibited
a restriction profile comparable to that of the FL BAC strain

genome. One of these correct clones was characterized by a
combined Sacl restriction endonuclease and Southern blotting
approach (Fig. 2). Due to the circularization of the genome in
bacteria, the two bands encompassing the extremities of the
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FIG. 3. Stability of the FL BAC plasmid in E. coli. DH10B cells
containing the FL BAC plasmid were passaged every day at a ratio of
1:100 (vol/vol) for 20 consecutive days. On the indicated days, BAC
DNA from the culture was prepared. Finally, BAC DNA samples
collected at various intervals were compared with parental FL strain
and FL BAC strain DNA by Sacl digestion and agarose gel electro-
phoresis. Marker sizes (MS) are indicated on the left.

left and the right terminal repeats (7.1 and 14.1 kb) present in
the FL and FL BAC strains were missing in the FL. BAC
plasmid (Fig. 2). However, the restriction profile of the FL
BAC plasmid did not reveal the expected fused fragment of
21.2 kb (Fig. 2). This observation suggested that the BAC
contains a single copy of the terminal repeat. To test this
hypothesis, Sacl profiles were analyzed by Southern blotting
using the TR probe. This analysis revealed the presence of two
bands (7.1 and 11.3 kb) in the FL and FL BAC strain profiles
and only a single band (11.3 kb) in the FL BAC plasmid profile
(Fig. 2). These results demonstrate that the FL BAC plasmid
contains only a single copy of the terminal repeat.

Stability of the KHV genome in E. coli. BAC plasmids are
usually propagated in bacteria carrying a recA mutation that
minimizes recombination. However, the large size and the
complex structure of the KHV genome may lead to relative
instability of the FL BAC plasmid (25). To assess the stability
of the KHV genome as a BAC, bacteria containing the FL
BAC plasmid were serially cultured for 20 consecutive days
(about 130 generations). After various periods of culture, the
BAC plasmids were isolated and characterized by Sacl endo-
nuclease digestion (Fig. 3). No difference among plasmids
grown for various periods of time was observed, demonstrating
a high level of stability of the KHV genome in E. coli.

Reconstitution of infectious virus from the FL BAC plasmid.
The usefulness of a herpesvirus BAC clone requires the ability
to reconstitute infectious particles from the BAC plasmid.
Consequently, we tested whether infectious particles could be

BAC CLONING OF KHV 4959

produced by the transfection of CCB cells with the FL. BAC
plasmid (Fig. 1B). Six days posttransfection, viral syncytia ex-
pressing EGFP were detected. Sacl restriction analysis of the
DNA of reconstituted virus (the FL BAC recovered strain)
revealed a restriction profile identical to the pattern observed
for the FL BAC strain (Fig. 2). These data demonstrate that
the BAC is able to regenerate the entire genome and infectious
particles even if it includes only a single terminal repeat. To
excise the BAC cassette from the genomes of reconstituted
virions, CCB cells were cotransfected with the FL. BAC plas-
mid and a Cre recombinase-expressing vector (Fig. 1B). The
deletion of the BAC cassette was monitored by the disappear-
ance of EGFP fluorescence and by a combined restriction
endonuclease and Southern blotting approach (Fig. 2). The
cre-loxP-mediated excision of the BAC cassette left a sequence
of 172 bp in the TK OREF, leading to a Sacl restriction frag-
ment slightly larger than the corresponding wild-type fragment
(Fig. 2). The 172-bp sequence consists of one loxP site (34 bp)
and the sequences of the BAC cassette upstream (126 bp) and
downstream (12 bp) of the loxP sites. Due to this insertion of
a 172-bp foreign sequence into the TK ORF, the FL BAC-
excised strain expressed a truncated form of TK corresponding
to the first 185 amino acids (aa) of the wild-type protein (217
residues). Finally, to generate a revertant strain, CCB cells
were cotransfected with the FL BAC plasmid and the
pGEMT-TK vector (Fig. 1B). A revertant recombinant was
selected on the basis of the nonexpression of EGFP. Restric-
tion analysis revealed a profile identical to the pattern ob-
served for the parental wild-type FL strain (Fig. 2).

Additional characterization of FL. BAC-derived strains in
cell cultures was performed. Firstly, microscopic examination
of immunostained viral syncytia did not reveal differences
among recombinants (Fig. 4A). Secondly, in order to investi-
gate the putative effects of the recombination processes on
viral growth in vitro, all recombinant strains were compared
using a multistep growth assay (Fig. 4B). All viruses tested
exhibited similar growth curves (P = 0.05), leading to the
conclusion that TK disruption does not affect KHV replication
in vitro and that the KHV genome can support a large inser-
tion (of at least 9.2 kb) despite its large size.

Production of an FL BAC recombinant plasmid by mutagen-
esis in bacteria with galK positive selection. The usefulness of
a BAC clone for recombination studies relies on the possibility
to use it for the production of recombinants by prokaryotic
mutagenesis methods. To test the usefulness of the FL. BAC
clone, we produced a KHV recombinant strain with the dele-
tion of ORF16 (encoding a putative GPCR) by using galK
positive selection of bacteria. The molecular structure of the
recombinant plasmid was confirmed by a combined Sacl re-
striction endonuclease and Southern blotting approach (Fig.
5). In the parental FL strain and in the KHV FL BAC plasmid,
ORF16 was contained in a DNA fragment of approximately
4.8 kb, whereas in the KHV FL BAC AORF16 plasmid, the
corresponding fragment had a size of approximately 5 kb due
to the deletion of most of ORF16 and the insertion of the galK
cassette. This band encompassing the galK cassette is slightly
visible on the Southern blot due to the short ORF16 nucleotide
sequence left after deletion. Next, to reconstitute virions and to
excise the BAC cassette from the genome of the recombinant
plasmid, CCB cells were cotransfected with the KHV FL BAC
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panels ii, v, viii, xi, and xiv were analyzed for EGFP and GAM 568 fluorescent emissions, respectively. The merged EGFP and Alexa signals are
shown in panels iii, vi, ix, xii, and xv. The side of each panel corresponds to 10 wm of the specimen. (B) Replication kinetics of KHV recombinant
strains were compared with those of the parental KHV FL strain as described in Materials and Methods. The data presented are the means *
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AORF16 plasmid and a Cre recombinase-expressing plasmid.
The deletion of the BAC cassette was monitored by the dis-
appearance of EGFP fluorescence (data not shown) and by a
combined restriction endonuclease and Southern blotting ap-
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FIG. 5. Structural analysis of the KHV FL BAC galK recombinant
plasmid. The KHV FL BAC plasmid, the derived FL BAC AORF16
plasmid, and the genome of the KHV FL BAC AORF16-excised strain
were analyzed by Sacl restriction (agarose gel) and further tested by
Southern blotting using a probe corresponding to ORF16. The KHV FL
strain was used as a control. White and black arrowheads and open
arrowheads indicate restriction fragments containing ORF16 and the galK
cassette, respectively. The gray arrowhead indicates a restriction fragment
containing the TK ORF. Marker sizes (MS) in kilobases are indicated on
the left.

proach (Fig. 5). As described earlier, the cre-loxP-mediated
deletion of the BAC cassette leaves a sequence of 172 bp
disrupting the TK ORF. Consequently, the FL BAC AORF16-
excised strain has a disrupted TK locus and a deletion of
ORF1e6.

Pathogenicities of FL BAC-derived strains in koi carp. The
strains derived from the FL BAC plasmid described above
facilitated the testing of the effect of TK disruption (in FL
BAC-excised and FL BAC revertant strains) and the effect of
TK disruption and ORF16 deletion (in the FL BAC AORF16-
excised strain) on the virulence of KHV. To address the effect
of TK disruption on KHV virulence, the parental FL, FL BAC
excision, and FL. BAC revertant strains were compared by IP
inoculation of naive koi carp (Fig. 6A). The parental FL strain
induced all the clinical signs associated with KHV disease,
including apathy, the folding of the dorsal fin, increased mucus
secretions, suffocation, erratic swimming, and the loss of equi-
librium. The FL strain induced a mortality rate of 80%. At
necropsy, the discoloration of gill filaments, herpetic skin le-
sions, and necrotic nephritis were observed for most fishes. In
comparison to the FL parental strain, the FL BAC-excised
strain exhibited a partially attenuated phenotype characterized
by the production of similar clinical signs and lesions but with
reduced intensities. Consistent with the attenuation observed,
the mortality rate of fishes infected with the FL BAC-excised
strain was reduced to 40%. Importantly, the virulence of the
FL BAC revertant strain was similar to that of the parental FL
strain.

The effect of TK disruption and ORF16 deletion was as-
sessed in the same way, by IP inoculation of naive koi carp. The
parental FL strain and the FL. BAC-excised strain were used as
controls (Fig. 6B). Fishes infected with the parental FL strain
developed KHYV disease as described above (80% mortality).

8002 ‘¥z |Udy uo uayosse|diapueA urely Aq Bio wse'IAl woly papeojumoq


http://jvi.asm.org

VoL. 82, 2008

A

Mock-infected

90{ n=13

60 Challenge with
40 FL strain

30
20
10
0+ T

T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Survival (%)
wn
=)

Time (days)
Mock-infection
FL strain
100
901 n=10
~ 80
g 70 .
= 60 Challenge with
2 28 FL strain
Z
5 30
v 20
ey
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
T Time (days)
Infection with
FL strain
FL BAC excised strain
100
901 n=10
~ 80
g go
E 58 Challenge with
E 40 FL strain
= 30
“ 20
i
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (days)
Infection with FL.

BAC excised strain

FL BAC revertant strain

60 Challenge with
10 FL strain

Survival (%)
n
1)

o+
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Time (days)

Infection with FL.
BAC revertant strain

FIG. 6. Cumulative survival rates of carp infected with FL BAC plasmid-derived strains. (A) On day 0, four groups, each consisting of 10 koi
carp (with the exception of mock-infected groups, consisting of 13 carp), were inoculated by IP injection with mock-infected culture medium and
culture medium containing 3 X 10> PFU of FL, FL BAC-excised, and FL BAC revertant strains. On day 32 pi, surviving fishes were challenged
by IP injection with the parental FL strain. (B) On day 0, four groups, each consisting of 10 koi carp (with the exception of mock-infected groups,
consisting of 13 carp), were inoculated by IP injection with mock-infected culture medium and culture medium containing 3 X 10> PFU of FL,
FL BAC-excised, and FL BAC AORF16-excised strains. On day 27 pi, surviving fishes were challenged by IP injection with the parental FL strain.

BAC CLONING OF KHV

Mock-infected

901 n=13

601 Challenge with
0 FL strain

30 1

20

10 l

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
T Time (days)

Mock-infection

Survival (%)
o3
S

FL strain

90+ n=10

00 Challenge with
40 FL strain

Survival (%)
wn
S

0/ B B A I ,
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
T Time (days)

Infection with
FL strain

FL BAC excised strain

88 n=10

60 Challenge with
20 FL strain

30

20

10
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (days)

Survival (%)
W
=)

Infection with FL.
BAC excised strain

FL BAC AORF16 excised strain

90 {1 n=10

| Challenge with
40 FL strain

Survival (%)
wn
S

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
T Time (days)

Infection with FL BAC
AORF16 excised strain

4961

Percentages of surviving carp are expressed according to days pi. The results presented are representative of three independent experiments.
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marker sizes.

In comparison to the parental strain, the FL BAC excision and
FL BAC AORF16-excised strains exhibited partially attenu-
ated phenotypes, inducing 30 and 40% mortality, respectively.
This result suggests that ORF16, encoding a putative GPCR,
does not contribute to KHV virulence significantly.

To control the infection of all groups of fish with the correct
viral strain and to exclude any possibility of virus spread among
tanks, PCR assays were performed on three randomly selected
dead fishes from each infected group and three mock-infected
fishes randomly selected before the challenge (Fig. 7). PCRs
performed with the TKfw/TKrev (Fig. 7A) or ORF16fw/
ORFloérev (Fig. 7B) primers confirmed that all samples from
infected groups contained the KHV genome, while the sizes
of the amplicons excluded the possibility of viral spread among
the groups of fishes.

Finally, on day 32 (Fig. 6A) or day 27 (Fig. 6B) pi, the fishes
that survived the primary inoculation were challenged by IP
injection with the parental FL strain. Fishes were monitored
until day 47. Independently of the strain used for the primary
infection, none of the fishes died after the challenge or exhib-
ited clinical signs of disease. In contrast, the challenge of the

mock-infected control group led to mortality rates of 60% (Fig.
6A) and 70% (Fig. 6B) by day 15 postchallenge.

DISCUSSION

KHYV is the etiological agent of an emerging disease which is
highly contagious and extremely virulent and has a high mor-
tality rate (25). Since the discovery of KHV in 1996, an in-
creasing number of studies have been devoted to KHV. How-
ever, to date no information on the roles of individual KHV
genes in the biology of KHV infection or in pathogenesis has
been published. Similarly, there is a lack of safe and efficacious
attenuated recombinant vaccines for the control of KHV dis-
ease. These lacunas are a consequence of the difficulty of
generating KHV recombinant viruses by classical homologous
recombination in eukaryotic cells. This problem can be circum-
vented by the use of BAC cloning technology (6, 40).

In the present study, we describe for the first time the clon-
ing of the KHV genome as a stable and infectious BAC clone.
The KHV BAC clone had several interesting features: (i) it
was stable when propagated in bacteria, even over long periods
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of culture corresponding to approximately 130 generations; (ii)
it was infectious, as demonstrated by its ability to generate
infectious virions after the transfection of permissive cells; (iii)
the BAC cassette could be excised from the genome of recon-
stituted virus; (iv) the insertion of a large DNA sequence into
the KHV genome did not affect the ability of KHV to replicate
in vitro; (v) importantly, the replication of the FL BAC rever-
tant strain was comparable to that of the FL strain, and the FL
BAC revertant strain induced KHV disease in koi carp that
was indistinguishable from that induced by the virulent paren-
tal strain; and (vi) finally, the usefulness of the KHV BAC
clone for recombination studies was demonstrated by the pro-
duction of an ORF16-deleted strain by prokaryotic recombi-
nation technology.

Even if the primary goal of the present study was not to
investigate the role of KHV TK in pathogenesis, the recombi-
nants derived from the FL BAC clone allowed us to do so. The
FL BAC-excised strain encoding a truncated form of TK ex-
hibited a partially attenuated phenotype in carp (Fig. 6). Four
hypotheses may explain the partial attenuation observed. A
first hypothesis may be the existence of a KHV enzyme that
may partially compensate for TK gene deletion. Viral and
cellular TKs have been classified into two types which differ in
several respects (5). Type I TKs have higher molecular masses,
typically around 40 kDa, and are active as homodimers. This
subfamily contains herpesvirus TKs (with the exception of
KHV TK) and also human mitochondrial TK. The herpes
simplex virus type 1 TK is the viral prototype of this group. It
is a multifunctional enzyme that possesses kinase activities
normally performed by three separate cellular enzymes. It
phosphorylates deoxythymidine and deoxyuridine, as does hu-
man TK, and deoxycytidine, as does human deoxycytidine ki-
nase, and acts as a thymidylate kinase, as does human TMP
kinase (TMPK) (8). TKs of type II include those from Poxviri-
dae such as vaccinia virus and variola virus, as well as the
human cytosolic TK. Type II TKs have smaller polypeptide
chains than type I TKs, being ~25 kDa, but form homotetra-
mers. Moreover, type II TKs have much narrower substrate
specificities than type I TKs and phosphorylate only deoxyuri-
dine and/or deoxythymidine. Based on the relatively small size
and the nucleotide binding motif of KHV TK, it can be pos-
tulated that this TK belongs to type II (10). In poxviruses, the
narrower substrate specificities of type II TKs are compensated
for by a TMPK gene. Interestingly, the recent sequencing of
the KHV genome has revealed the presence of a TMPK ORF
(ORF140) (2). It is attractive to speculate that the encoded
enzyme may at least partially compensate for the deletion of
the KHV TK gene. In support of this hypothesis, it has been
shown previously that the replacement of the herpes simplex
virus type 1 TK ORF by a human TMPK gene renders the
recombinant virus partially competent for replication in mouse
sensory ganglia and reactivation from latency upon explant (8).
Further studies are required to determine KHV TK and
TMPK enzymatic activities and to determine how these en-
zymes contribute to the pathogenesis in the natural host.

Secondly, the partial attenuation observed with the FL
BAC-excised strain may result from residual TK activity ex-
pressed by the truncated protein encoded by the FL BAC-
excised strain. This hypothesis is very unlikely. Indeed, several
studies of herpesviruses and poxviruses have demonstrated

BAC CLONING OF KHV 4963

previously that the C-terminal region of TK is essential for its
activity (23). For example, it has been demonstrated previously
that the last 10 residues of the 607-aa-long Epstein-Barr virus
TK are essential for its activity (23). In comparison to Epstein-
Barr virus TK, KHV TK is rather small, consisting of only 217
aa, among which only the first 185 residues are expressed by
the FL BAC-excised strain. A third hypothesis to explain the
partial attenuation observed with the FL. BAC-excised strain
may be that the removal of KHV TK function readily results in
a partial-attenuation phenotype in the absence of functional
complementation from another virus gene. Finally, a fourth
hypothesis may be that host TK may partially replace the
eliminated KHV TK.

The usefulness of the KHV BAC clone for recombination
studies was demonstrated by the production of an ORF16-
deleted strain by using prokaryotic recombination technology.
In vivo, the strain induced a mortality rate comparable to that
induced by the FL BAC-excised strain, suggesting that ORF16
does not contribute significantly to KHV virulence under the
conditions used (Fig. 6B).

In conclusion, this study is the first to report the BAC clon-
ing of a herpesvirus genome as large as that of KHV. The
availability of a KHV BAC is an important advance that will
allow the study of viral genes involved in KHV pathogenesis, as
well as the production of safe and efficacious multiattenuated
recombinant candidate vaccines to control KHV infection.
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Le KHV est I’agent responsable d’une maladie émergente hautement contagieuse, tres
virulente et entrainant de fortes mortalités (36). Depuis sa découverte en 1996, le nombre d’études sur
le sujet ne cesse d’augmenter. Toutefois, aujourd’hui encore, trés peu d’informations ont été publiées
concernant le rdle des différents génes dans la biologie de I’infection ou la pathogénie. De plus, il n’y
a toujours aucun vaccin atténué sdr et efficace pour contréler cette pathologie. Ces deux constatations
peuvent étre expliquées par la difficulté a générer des virus recombinants par recombinaison
homologue classique en cellules eucaryotes.

Récemment, les manipulations de génome d’herpésvirus ont été facilitées par I’utilisation de
chromosomes artificiels bactériens (BAC) (72). Ces vecteurs permettent le maintien stable des
génomes viraux au sein de souches d’E.coli, tout en permettant leur mutagenese en systeme
procaryote. Une fois manipulés, ces génomes BAC modifiés permettent la production de virions
infectieux par simple transfection en cellules eucaryotes permissives. Ainsi, la technologie BAC et les
techniques de mutageneése en systéme procaryote ont révolutionné la production de souches
recombinantes chez les herpésvirus (72, 74). Les mécanismes de recombinaison en E.coli sont a
I’heure actuelle bien compris et sont plus rapide et facile que les techniques classiques de
recombinaison homologue en cellules eucaryotes. lls offrent plusieurs avantages. Premiérement, le
génome viral recombinant peut étre caractérisé avant la production de particules virales infectieuses en
cellules eucaryotes. Cette caractéristique contraste avec la méthode classique de recombinaison
homologue en cellules eucaryotes ou I’analyse structurale du recombinant ne peut commencer
gu’aprés son isolement de la population virale parentale. Deuxiemement, les techniques de
mutagenése en systéme procaryote permettent I’introduction de n’importe quelles modifications
génomiques méme celles touchant des génes essentiels aboutissant a I’inhibition de la réplication
virale. Troisiemement, la production de recombinants en systéme procaryote limite les multiples
passages sur culture cellulaire évitant ainsi I’atténuation spontanée rencontrée chez certains virus, et
notamment chez le KHV (56). Enfin, le génome BAC peut servir de vecteur d’expression pour une
multitude de transgénes insérés n’importe ot dans le génome sans nécessiter de géne rapporteur.

Ce mémoire de formation doctorale a eu pour but le clonage du génome du KHV sous la
forme d’un BAC stable en bactéries et infectieux en cellules eucaryotes. Ce clone BAC du KHV
possede plusieurs caractéristiques intéressantes. Premiérement, il est stable en bactéries pendant de
longues périodes de culture. Deuxiemement, il est capable de régénérer des virions infectieux aprés
transfection sur cellules eucaryotes permissives. Troisiemement, la cassette BAC peut étre facilement
excisée du génome de ces virions reconstitués. Enfin, I’insertion de séquences ADN de grande taille ne

semble pas affecter la réplication du virus in vitro.
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La production de ce BAC a nécessité plusieurs étapes. Premiérement, nous avons produit une
souche recombinante du KHV contenant la cassette BAC par recombinaison homologue en cellules
eucaryotes. Cette production a été facilitée par la présence au sein de la cassette BAC d’un géne
codant pour une protéine de fusion EGFP-Neo® sous contrdle du promoteur précoce-immédiat du
cytomégalovirus humain (18). L’expression de cette protéine chimérique permet d’une part de
visualiser I’événement de recombinaison en cellules eucaryotes (EGFP); et d’autres part de
sélectionner de maniére positive cet événement (Neo) en lui conférant une résistance a une drogue.
Le choix du site d’insertion de la cassette BAC a été restreint par le manque d’information disponible
au moment du commencement de cette étude. En effet, la séquence du génome n’étant alors que
partiel, le seul site d’insertion possible était I’ORF du géne TK connue pour étre non essentielle chez
les autres herpésvirus. Deuxiemement, le génome de cette souche recombinante a été extrait des
cellules eucaryotes sous forme circulaire. Cette étape déterminante pour I’électroporation du génome
viral en bactérie a été rendue particulierement complexe par la taille, la complexité et la fragilité du
génome du KHV. En effet, la taille imposante du génome a entrainé une fragilité et une susceptibilité
accrue au clivage spontané lors des processus d’extraction de la forme circulaire du génome. La
grande majorité des génomes obtenus était donc sous forme de fragments d’ADN représentant
seulement une partie du génome. Troisiemement, le génome circularisé a été électroporé en bactéries
E.coli de type DH10B. Au vu du nombre restreint de molécule génomique entiére obtenue, I’efficience
de I’électroporation a été tres faible. En effet, le nombre de clones BAC obtenus a été de moins de
0.2%. Cependant, malgré la fragilité, la taille et la complexité du génome, le clone BAC obtenu a été
évalué comme étant trés stable en bactéries. Cette stabilité génomique est un pré requis essentiel pour
I’utilisation des méthodes de mutagenése en systemes procaryotes. Quatriemement, des particules
virales infectieuses ont été reconstituées en cellules eucaryotes. De la méme maniére que pour la
forme circulaire du génome, I’extraction du clone BAC des bactéries a été rendue difficile a cause de
la fragilité du génome du KHV. Par contre, contrairement a d’autres herpésvirus, cette étape n’a pas
nécessité I’utilisation de molécules déclenchant la cascade d’expression des génes viraux. Enfin,
dernierement, afin de pouvoir utiliser le BAC KHV comme background génétique pour la production
de souches recombinantes, nous avons Vérifié la possibilité de reconstituer des particules virales
infectieuses de deux types. D’une part, nous avons reconstitué des particules infectieuses débarrassées
de la cassette BAC et n’exprimant plus TK. Cette souche appelée « excisée » differe de la souche
parentale sauvage par une cicatrice de 172 pb. Cette étape a été rendue difficile au vu de I’incapacité
de produire une lignée exprimant de facon stable la recombinase Cre. Ainsi, la cassette BAC a été
excisée par la recombinase Cre exprimée de facon transitoire en lignée cellulaire. D’autre part, nous
avons reconstitué des particules infectieuses dites « révertantes », semblables a la souche parentale
sauvage, par recombinaison homologue en cellules eucaryotes entre le clone BAC du KHV et la
cassette TK sauvage. L’ensemble des souches recombinantes produites au cours de ce mémoire ont été

caractérisées in vitro quant a leur structure moléculaire, la production de plage de lyse et leur cinétique
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de réplication. Cette caractérisation n’a révélée aucune différence entre les souches ainsi testées.
Ensuite, I’utilité du clone BAC KHV a été démontrée par la production d’une souche recombinante,
délétée pour I’ORF16 codant pour un homologue de GPCR. Cette souche recombinante a été produite
par le technique de mutagénése bactérienne basée sur la sélection positive du gene galK (74). Enfin,
finalement, les souches recombinantes produites au cours de cette étude ont été comparées in vivo
quant & leur virulence aprés inoculation au sein de carpes koi naives. Les souches parentale et
révertante ont induit une maladie semblable en tout point au sein des carpes koi démontrant une
virulence comparable de ces deux souches. Par contre, la souche excisée n’exprimant plus TK et la
souche excisée delétée ORF16 n’exprimant ni TK ni la GPCR ont montré une atténuation partielle par
comparaison avec la souche parentale sauvage.

Devant le manque d’information disponible sur le role des différents genes viraux dans la
pathogénie de I’infection et I’absence de moyen de prévention ou de traitement pour contrdler
I’infection des carpes, il est devenu essentiel de produire rapidement des souches recombinantes de
KHV. Ainsi, le clonage du KHV sous forme d’un BAC stable et infectieux représente une avancée
inestimable et ouvre de nombreuses perspectives fondamentales et appliquées.

D’un point de vue fondamental, le BAC KHYV permettra d’étudier I’implication des différents
génes dans la pathogénie de I’infection. Grace a la publication récente de la séquence entiére du
génome KHYV (3), de nombreux génes pourront étre ciblés de fagon spécifique. A I’heure actuelle, des
recombinants KHV ciblant plusieurs génes non essentiels mais néanmoins supposés jouer un role
important dans la pathogénie de I’infection sont en cours de production au sein du laboratoire
d’accueil (Costes B, communication personnelle). Ces recombinants aideront a comprendre le r6le des
différents genes dans la biologie de I’infection des carpes par le KHV et dans la biologie de I’infection
des herpesvirus en général.

D’un point de vue appliqué, la souche recombinante n’exprimant plus TK présente plusieurs
intéréts. Premiérement, elle n’exprime plus TK. Si on se référe aux données de la littérature
concernant la TK des autres herpésvirus, cette perte d’expression de TK devrait entrainer une
atténuation compléte du phénotype observé et non une atténuation partielle comme obtenue au cours
de cette étude (76). Des études complémentaires sont en cours actuellement au sein du laboratoire
d’accueil afin de pouvoir expliquer ce résultat surprenant. Quoi qu’il en soit, cette souche KHV
atténuée pourrait représenter une souche vaccinale potentielle. Cette contribution n’est en rien
négligeable vu qu’a I’heure actuelle aucune souche recombinante vaccinale slre et efficace n’est
disponible. Une souche KHV atténuée par passages successifs en culture de cellule a été produite en
Israél (49, 56). Cependant, cette souche atténuée présente deux désavantages majeurs. Premieérement,
cette souche atténuée par passage en culture de cellule pourrait subir de nouvelles mutations
régénérant le phénotype sauvage. Deuxiémement, cette souche dite « atténuée » entraine un taux de
mortalité de 20 % chez les carpes infectées, ce qui n’est pas négligeable d’un point de vue de son

utilisation potentielle pour une vaccination de masse au sein des piscicultures de carpes (Costes B.
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communication personnelle). Aussi, un vaccin de type inactivé délivré par administration orale dans
des vésicules de liposome a été produit au Japon (75). Cependant, celui-ci n’induit qu’une protection
partielle contre le KHV rendant son utilisation inefficace. Un deuxiéme intérét conféré par cette
souche virale n’exprimant plus TK est que celle-ci pourrait étre rendue « encore plus atténuée » en
ciblant d’autres genes importants impliqués dans la virulence du virus. Le séquencage récent du
génome entier du KHV facilitera grandement la recherche d’ORF potentielles (3). Enfin, la souche
KHV recombinante pourrait étre utilisée en tant que vecteur d’expression de transgénes. A ce titre,
I’expression de la protéine G, immunogéne majeur du virus de la virémie printaniére pourrait conférer
aux carpes infectées par cette souche KHV recombinante une double immunité protectrice, non
seulement contre le KHV mais aussi contre la virémie printaniere, qui a elles deux représentent les
principales pathologies virales rencontrées dans les piscicultures de carpes (2).

En conclusion, ce mémoire de formation doctorale aura permis le clonage du génome du KHV
sous la forme d’un BAC stable et infectieux utilisé au laboratoire d’accueil comme outil moléculaire
de base dans la production de plusieurs souches recombinantes. Celles-ci permettront une avancée

considérable dans les recherches tant fondamentales qu’appliquées sur le KHV.
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