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Préambule 

La sous-famille des gammaherpesvirinae regroupe un ensemble de virus humains et animaux 

ubiquistes. L’Eptein Barr virus (EBV) et l’herpèsvirus associé au sarcome de Kaposi (KSHV) sont 

deux gammaherpèsvirus humains qui infectent respectivement plus de 90% (Pearson et al., 1970) et 

30% (Verma & Robertson, 2003a) de la population. Alors que l’infection par ces virus reste la plupart 

du temps asymptomatique, elle peut être à l’origine de différents cancers chez certains individus. Le 

contrôle de l’infection des gammaherpèsvirus est un défi difficile. En effet, ils sont capables d’établir 

une infection persistante, une réactivation et une réexcrétion sous forme de virions libres infectieux, en 

dépit des anticorps (Ac) spécifiques de l’hôte. Les gammaherpèsvirus ont donc évolué pour échapper à 

la neutralisation par ces Ac. Malgré l’intérêt majeur accordé à l’EBV et au KSHV, leur croissance 

difficile in vitro et l’absence de modèle d’infection in vivo accessible, limitent considérablement 

l’avancée des recherches. Pourtant, définir les mécanismes d’évasion de la réponse humorale est 

primordial pour contrôler leur infection et mettre au point des essais vaccinaux. L’herpèsvirus bovin 4 

(BoHV-4) constitue un modèle bien défini de l’étude de la biologie de l’infection des 

gammaherpèsvirus. Aussi, ce travail s’est concentré sur ce virus pour adresser ces questions 

fondamentales.   

Pour étudier l’évasion de la neutralisation par les Ac, une première étape consiste à préciser 

le rôle des glycoprotéines impliquées dans l’entrée du virus. Chez les gammaherpèsvirus, outre le 

complexe conservé des glycoprotéines B, H et L (gB, gH, gL), des protéines additionnelles sont 

également présentes. Parmi celles-ci, la glycoprotéine gp350 de l’EBV lie les récepteurs CD21 des 

lymphocytes B et constitue une cible de neutralisation pour l’infection de ces cellules (Thorley-

Lawson & Poodry, 1982). Cependant, les Ac anti gp350 améliorent l’efficacité de l’infection des 

cellules épithéliales (Turk et al., 2006). La relation entre la transmission du virus, gp350 et les Ac 

spécifiques mérite donc d’être investiguée davantage. Tous les gammaherpèsvirus possèdent un 

homologue du gène codant pour gp350. Chez le BoHV-4, le gène homologue est représenté par Bo10. 

Le manuscrit de cette thèse est consacré à la caractérisation du gène Bo10 et à l’étude de ses 

rôles au cours de l’infection du BoHV-4 in vitro et in vivo. Cette présentation s’articule autour de deux 

parties principales : une introduction générale et une partie expérimentale. L’introduction comporte 

trois chapitres : une présentation succincte de la sous-famille des gammaherpesvirinae et du défi que 

représente le contrôle de leur infection, une synthèse des informations disponibles sur le BoHV-4 et 

enfin, un résumé des caractéristiques connues des homologues du gène Bo10 au sein des 

gammaherpèsvirus. A la suite de cette courte revue, les objectifs spécifiques de cette thèse seront 

énoncés. Sur cette base, quatre études originales seront détaillées au cours de la partie expérimentale. 

Enfin, une discussion finale analysera l’ensemble des résultats obtenus et présentera brièvement 

quelques-unes des perspectives qu’ils génèrent. 
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1. Les gammaherpesvirinae 

 

 

1.1. Nomenclature et classification 

 

Les gammaherpesvirinae représentent avec les alpha- et betaherpesvirinae l’une des trois 

sous-familles constituant la famille des Herpesviridae. Les Herpesviridae comportent plus de 120 

virus à ADN de grande taille, regroupés selon des caractéristiques communes (Ackermann, 2004; 

Davison et al., 2005). Tout d’abord, ces virus présentent une morphologie semblable caractérisée par 

un ADN double brin linéaire ainsi que de quelques molécules d’ARN (Bresnahan & Shenk, 2000), une 

nucléocapside de symétrie icosaédrique de 162 capsomères, un tégument composé d’une substance 

amorphe contenant des protéines avec une activité régulatrice et une enveloppe à partir de laquelle se 

projettent les glycoprotéines virales (Figure 1).  La particule apparaît sphérique avec un diamètre 

d’environ 150 à 300 nm. De plus, outre cette architecture commune, les Herpesviridae partagent aussi 

des propriétés biologiques spécifiques (Ackermann, 2004). Premièrement, ils possèdent leur propre 

machinerie enzymatique intervenant dans le métabolisme des acides nucléiques. Deuxièmement, la 

synthèse de l’ADN et l’assemblage de la capside se déroulent dans le noyau de la cellule infectée. 

Troisièmement, tous les herpèsvirus étudiés à ce jour sont capables de se maintenir à l’état latent chez 

leur hôte naturel. Enfin, la production de particules virales infectieuses s’accompagne presque 

systématiquement de la mort cellulaire. 

La classification en trois sous-familles fut réalisée à l’origine sur base de critères biologiques 

tels que l’étendue du spectre d’hôtes, la multiplication in vitro, le site de latence in vivo (Roizman, 

1996). Ainsi, la majorité des cellules infectées par les alpha- ou betaherpesvirinae supportent une 

infection lytique tandis que seules quelques cellules spécifiques autorisent la mise en place de 

l’infection latente. A l’inverse, les gammaherpesvirinae semblent initier préférentiellement l’infection 

latente tandis que l’infection réplicative ne concerne qu’un ensemble mineur de cellules (Ackermann, 

2006). Le spectre d’hôtes d’un virus est déterminé par la sensibilité et la permissivité des cellules 

cibles. Historiquement, l’étendue du spectre d’infection des gammaherpesvirinae a été considérée 

comme étroite. Cependant, le fait que les gammaherpesvirinae initient préférentiellement le cycle 

latent plutôt que l’infection lytique a renforcé cette notion de spectre très étroit et a dès lors introduit 

un biais (Ackermann, 2006). De plus, parmi les propriétés partagées par la plupart des 

gammaherpèsvirus, on peut citer leur capacité d’infecter des cellules mononuclées sanguines (CMS) in 

vitro ainsi que leur persistance à l’état latent dans les organes lymphoïdes in vivo. L’infection, par 

ailleurs, est fréquemment associée à des désordres lymphoprolifératifs. Enfin, une autre caractéristique 

de la sous-famille des gammaherpesvirinae est que la plupart des virus ne se répliquent pas facilement, 

voire pas du tout, en culture de cellules. Cette particularité, ainsi que l’établissement précoce de la 
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latence, ont considérablement compliqué l’étude des gammaherpesvirinae et expliquent pourquoi il 

persiste encore une certaine confusion ainsi que des informations contradictoires dans la littérature. 

La classification est aujourd’hui complétée par des critères moléculaires plus objectifs et a pu 

être confirmée en grande partie par des analyses phylogénétiques (Davison et al., 2002; McGeoch et 

al., 1995; McGeoch et al., 2000; McGeoch et al., 2005).  

Récemment mise à jour au cours de la période 2002-2005 selon les recommandations de 

l’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV; http://www.ictvonline.org), la 

classification de la sous-famille des gammaherpesvirinae comporte quatre genres distincts (Table 1) : 

les lymphocryptovirus comportant l’EBV ou human herpesvirus 4 (HHV-4) et des virus de primates de 

l’Ancien Monde, les rhadinovirus comportant le KSHV ou human herpesvirus 8 (HHV-8), plusieurs 

virus de primates de l’Ancien et du Nouveau Monde ainsi que d’autres virus de mammifères, les 

Percavirus (pour perissodactyl et carnivore) dont le prototype est l’equid herpesvirus 2 (EHV-2) et les 

Macavirus (pour Malignant catarrhal fever) dont le prototype est alcelaphine herpesvirus 1 (AlHV-1). 

La nouvelle désignation des Percavirus et Macavirus a pris en compte la caractérisation récente des 

virus Bovine herpesvirus 6, Caprine herpesvirus 2, Suid herpesvirus 3, Suid herpesvirus 4 and Suid 

herpesvirus 5 ainsi que les spécificités des hôtes naturels (artiodactyles versus périssodactyles) 

(Chmielewicz et al., 2001; Chmielewicz et al., 2003; Davison et al., 2009). 

 

1.2. Importance des gammaherpesvirinae en médecine vétérinaire et en médecine 

humaine 

 

La sous-famille des gammaherpesvirinae regroupe un ensemble de virus de mammifères 

(Table 1) parmi lesquels certains représentent un intérêt majeur pour la médecine humaine ou 

vétérinaire ainsi que pour la recherche fondamentale.  Parmi ceux-ci, l’AlHV-1, l’ovine herpesvirus 2 

(OvHV-2), le BoHV-4, l’EHV-2, le murid herpesvirus 4 (MuHV-4)  ainsi que les virus humains, 

KSHV et EBV, sont les mieux étudiés. 

De manière intéressante, les conséquences des infections par les gammaherpèsvirus ne 

dépendent pas seulement du virus lui-même mais également des espèces cibles et du type de cellules 

infectées. Par exemple, alors que  les virus AlHV-1 et OvHV-2 (appartenant au genre Macavirus) sont 

parfaitement adaptés à leur hôte naturel respectif, le gnou et le mouton, au point d’être apparement 

apathogènes, ils sont capables d’infecter des espèces aussi diverses que les bovins, les suidés mais 

également les lagomorphes ou encore le rat, le hamster et de provoquer chez ces culs-de-sac 

épidémiologiques, de profondes dysrégulations du système immunitaire (Russell et al., 2009). Ainsi, 

ces deux virus provoquent un syndrome souvent létal, connu sous le nom de « fièvre catarrhale 

maligne » ou « coryza gangréneux » chez des espèces sensibles comme les bovins. Cette entité 

clinique, dont le taux de mortalité s’élève à plus de 50%, se caractérise par une fièvre intense et 

http://www.ictvonline.org/
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persistante, des lésions lymphoprolifératives atteignant l’ensemble des muqueuses des tractus 

respiratoires antérieur et digestif, les vaisseaux sanguins et les organes lymphoïdes. Représenté par 2 

formes semblables, la forme africaine (AlHV-1) et la forme européenne (OvHV-2), le coryza 

gangréneux a été décrit cliniquement chez 33 espèces de ruminants domestiques et sauvages (Metzler 

& Burri, 1990) et sévit sur l’ensemble des continents (Mushi & Rurangirwa, 1981).  

L’EHV-2 (appartenant au genre Percavirus) représente également un agent très bien adapté à 

son hôte naturel. Très prévalent, ce virus se distribue dans le monde entier et a été isolé d’individus 

sains, comme d’animaux malades, soulevant alors la question controversée de son caractère 

pathogène. Alors que l’EHV-2 pourrait jouer un rôle de réactivateur d’autres herpèsvirus équins, ce 

virus a été associé à certaines pathologies respiratoires des voies supérieures, à de l’hyperthermie, à 

une baisse de l’état général et à certaines formes de kératoconjonctivite (Dunowska et al., 2002; 

Ruszczyk et al., 2004). L’infection par l’EHV-2 n’est pas strictement réduite aux chevaux 

domestiques puisque ce virus a été isolé chez 2 autres espèces au sein de genre Equus: le cheval de 

Przewalski et le zèbre de montagne (Borchers et al., 1999). De plus, l’infection expérimentale de la 

souris a permis de mettre en évidence la persistance du virus dans les poumons et les cellules 

spléniques (Borchers et al., 2002; Rizvi et al., 1997). 

Le MuHV-4 (appartenant au genre Rhadinovirus) est considéré comme le modèle prototype 

pour l’étude de la pathogénie des gammaherpèsvirus. Initialement isolé à partir du campagnol roux 

(Myodes Glareolus) (Blaskovic et al., 1980), le MuHV-4 est pourtant communément étudié chez la 

souris. Malgré la distance phylogénétique significative séparant le campagnol de la souris, une étude 

récente a démontré que les sites de réplication et de latence étaient comparables au sein de ces deux 

espèces et a confirmé la valeur du « modèle souris » pour l’étude de la pathogénie des 

gammaherpèsvirus (Francois et al., 2010). Après une infection intra-nasale, le virus se réplique au 

niveau des cellules épithéliales du poumon et se propage au niveau des tissus lymphoïdes pour 

atteindre principalement les lymphocytes B et les macrophages. Ainsi, après la phase aiguë de 

l’infection mimant le syndrome de la mononucléose infectieuse, le MuHV-4 persiste à l’état latent 

principalement dans les cellules B mémoires résidant au niveau de la rate et provoque une 

splénomégalie limitée. (Flano et al., 2002; Marques et al., 2003; Willer & Speck, 2003). 

Les deux gammaherpèvirus importants en médecine humaine sont l’EBV et le KSHV. 

Découvert il y a plus de 50 ans, l’EBV, particulièrement, est l’objet de très nombreuses recherches. 

Appartenant au genre lymphocryptovirus, l’EBV est distribué partout dans le monde et infecte plus de 

90% de la population humaine adulte (Andersson, 2000; Henle et al., 1969). A l’origine d’une 

infection persistante généralement asymptomatique, ce virus peut pourtant provoquer, chez certains 

hôtes immunodéprimés, de graves pathologies (Thorley-Lawson & Gross, 2004). Au cours de 

l’infection primaire, l’EBV se réplique dans les cellules épithéliales de l’oropharynx avant de s’établir 

à l’état latent dans les lymphocytes B. La transmission du virus, qui se réalise principalement  par 

transfert de salive (Hadinoto et al., 2009), peut passer inaperçue ou bien se manifester par le syndrome 
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de la mononucléose infectieuse (Callan et al., 1996). La phase aiguë de cette pathologie est 

caractérisée par une lymphadénopathie cervicale, de la fièvre et une pharyngite. Cette phase aiguë se 

poursuit ensuite par un malaise et une fatigue générale qui peut persister plusieurs mois (Kim & 

Kopelman, 2005). Par la suite, la défense immunitaire et plus particulièrement les réponses des 

cellules T CD4+ et CD8+ se mettent en place efficacement, contrôlent la manifestation clinique de 

l’infection et assurent l’homéostasie entre le virus et son hôte. L’importance de la surveillance assurée 

par les cellules T de l’hôte est bien illustrée par l’incidence augmentée de lésions lymphoprolifératives 

chez les patients recevant des thérapies immunosuppressives à la suite de transplantation. Chez ces 

patients, comme chez les individus atteints du syndrome d’immunodéfience acquise (SIDA) ou d’une 

malaria chronique, le portage latent de l’EBV peut donner lieu à l’émergence de cancers tels que le 

lymphome de Burkitt, la maladie d’Hodgkin, le carcinome nasopharyngien (Figure 2), le carcinome 

gastrique ainsi que d’autres désordres prolifératifs.  

In vitro, l’EBV infecte facilement les lymphocytes B et provoque presque toujours la 

transformation de ces cellules en lymphoblastes prolifératifs (LCL) (Diehl et al., 1968; Pope et al., 

1968). Le mécanisme de cet effet dépend de l’expression de protéines virales au cours de la latence. Le 

profil d’expression des gènes à l’origine de cette transformation cancéreuse est appelé « programme de 

croissance »  (« growth program »). L’étude de ces cellules LCL a permis de mettre en évidence les 

gènes, en nombre limité, qui étaient exprimés au cours de l’infection in vitro. Ainsi, six protéines 

nucléaires sont décrites comme étant exprimées dans les LCL : Epstein Barr nuclear antigen-1, 

(EBNA-1), EBNA-2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA-3, EBNA-LP. Quatre protéines de membrane sont 

également exprimées dans les LCL: Latent membrane protein 1 (LMP1), LMP2A, LMP2B, BHRF1 et 

un nombre variable d’ARN non codants (Rowe et al., 2009). Les microARN (miRNA) encodés par 

l’EBV au sein des cellules LCL peuvent être regroupés en deux clusters. Une étude récente a démontré 

que le cluster de miRNA situé de manière adjacente au gène BHRF1 potentialisait considérablement 

les propriétés de transformation des cellules LCL par l’EBV. Selon cette étude, ces miRNA 

augmentent simultanément l’expansion virale par la prolifération des cellules infectées et réduit 

l’exposition antigénique du virus en diminuant le niveau d’expression des gènes latents (Feederle et 

al., 2011). De plus, outre la caractérisation de l’infection de l’EBV au niveau des cellules LCL, l’étude 

de l’expression des gènes latents de l’EBV au niveau des tissus tumoraux a mis en évidence la 

complexité du cycle de ce virus in vivo. En effet, plusieurs programmes différents de transcription sont 

utilisés par l’EBV pour mettre en place et maintenir l’infection (Thorley-Lawson & Gross, 2004). Ces 

programmes se distinguent par l’expression différente des gènes du virus et par le type de cellules 

hôtes.  

L’HHV-8 est également le centre de nombreuses recherches tant fondamentales que 

cliniques ou épidémiologiques. Isolé il y a une quinzaine d’années à partir de lésions tumorales 

décrites sous le terme de sarcome de Kaposi (SK), ce virus est maintenant connu pour son caractère 

oncogène et son implication dans l’émergence de différents sarcomes ainsi que des désordres 
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lymphoprolifératifs comme la maladie de Castelman ou la Primary effusion lymphoma (PEL). Alors 

que l’infection par le KSHV concerne plus de 30% de la population humaine mondiale (Verma & 

Robertson, 2003a), c’est surtout en Afrique que les cancers associés à ce virus sont les plus prévalents 

(Figure 2). En effet, le sarcome de Kaposi est maintenant la tumeur la plus fréquente rencontrée chez 

les patients souffrant d’une infection par le virus de l’immunodéficience humaine (HIV) (Mesri et al., ; 

Young & Rickinson, 2004). Les voies de transmission de l’HHV-8 ne sont pas encore parfaitement 

définies et pourraient varier en fonction de la pression d’infection exercée par le virus. Ainsi, dans les 

pays où la prévalence de l’infection est élevée, une transmission non sexuelle est rapportée (de Sanjose 

et al., 2009; Weiss et al., 1998). Par contre, dans les régions où la pression d’infection est plus faible, 

il semble que la voie prédominante de transmission du virus soit les comportements homosexuels 

(Goudsmit et al., 2000). La transmission de l’HHV-8 au cours de rapports hétérosexuels fait encore 

l’objet de controverses (Malope et al., 2008; Martin et al., 1998; Simpson et al., 1996). 

Les lésions issues du SK se caractérisent par une grande diversité dans le type cellulaire 

transformé (Herndier & Ganem, 2001; Regezi et al., 1993) et par une néovascularisation précoce et 

abondante (Hanahan & Folkman, 1996). Les manifestations évoluent depuis des lésions plates dans le 

derme vers des plaques oedématiées puis vers des nodules violacés. Au niveau histologique, la 

signature du SK est représentée par des cellules fusiformes, « spindle cells », présentant pour la 

plupart des marqueurs spécifiques des cellules endothéliales (Ensoli et al., 2001; Staskus et al., 1997) 

et pour une minorité d’entre elles, des marqueurs spécifiques des fibres musculaires lisses (Regezi et 

al., 1993). Cependant, malgré la présence évidente du virus au sein de ces cellules « spindle cells » 

transformées, les cibles cellulaires initiales du KSHV sont les lymphocytes B (Ambroziak et al., 1995) 

comme la plupart des gammaherpèsvirus. Au cours de la latence, le KSHV exprime également un 

nombre très restreint de gènes: les gènes codant pour la protéine nucléaire associée à la latence 

(LANA), les protéines v-cyclin et v-FLIP (viral FLICE inhibitory protein), les proteines Kaposines A, 

B, C ainsi que 18 miRNA. 

Alors que le potentiel oncogénique des deux gammaherpèsvirus humains est incontestable à 

l’heure actuelle, l’incidence de ce processus est peut-être sous-estimée. En effet, plusieurs tumeurs 

humaines, dans lesquelles aucun virus n’est isolé, ont pourtant potentiellement une origine virale 

(Shimizu et al., 1994; Srinivas et al., 1998). Cet effet désigné sous le terme « hit and run » décrit que 

l’infection par un virus oncogène peut induire une instabilité génétique et/ou une dysrégulation 

épigénétique à l’origine de l’initiation puis de la maintenance de la transformation de la cellule 

infectée (Niller et al., 2010; Pagano et al., 2004; zur Hausen, 1999). Par la suite, la perte du génome 

viral ne change rien à la progression néoplasique suite à l’altération des fonctions cellulaires (Niller et 

al., 2010; Shen et al., 1997).  
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1.3. Problème majeur du contrôle de l’infection 

 

Les gammaherpèsvirus représentent l’archétype des virus persistants. Bien adaptés à leur(s) 

hôte(s) naturel(s), ils ont évolué avec ces derniers pour trouver un équilibre entre pouvoir pathogène et 

infection à long terme. Cette coévolution leur a permis de développer des stratégies élaborées pour 

contourner la réponse immune adaptative. En effet, ils sont capables de se maintenir chez un hôte tout 

au long de sa vie et de se transmettre entre individus en dépit de l’existence de la réponse immune. 

Ainsi, des individus infectés produisent à la fois des Ac spécifiques et à la fois excrètent des virions 

infectieux. D’ailleurs, une propriété de nombreux herpèsvirus est leur capacité de surinfection d’un 

même hôte par plusieurs souches apparentées (Gorman et al., 2006; Muylkens et al., 2009). Ainsi, 

chez les gammaherpèsvirus, il n’est pas rare qu’un individu immunocompétent, infecté une première 

fois par l’EBV par exemple, puisse subir une surinfection par une souche un peu différente (Morgan & 

Khanna, 2007). Ces observations soulignent la difficulté de l’induction d’une immunité naturelle ou 

vaccinale efficace contre ces virus. Si les mécanismes d’évasion virale de la réponse cellulaire ont fait 

l’objet de nombreuses études et sont aujourd’hui mieux connus (Stevenson et al., 2009; Tortorella et 

al., 2000; Yewdell & Hill, 2002), la façon dont ces virus résistent à la neutralisation par les anticorps 

suscite encore de nombreuses interrogations. Pourtant, induire une production à long terme d’Ac 

neutralisants est la clé de voûte de toute vaccination anti-virale performante (Burton et al., 2005; 

Hangartner et al., 2006a).  

 Parmi les gammaherpèsvirus, l’EBV et le KSHV sont les pathogènes humains qui intéressent 

le plus la recherche actuelle. Aussi, les stratégies vaccinales étudiées jusqu’à présent concernent 

principalement ces deux virus. Cependant, de nombreuses contraintes rendent difficile le 

développement d’un vaccin à l’encontre de l’EBV et du KSHV. Parmi celles-ci, leur multiplication in 

vitro extrêmement limitée entrave l’avancée des recherches. Ainsi, l’infection in vitro par ces virus 

étant presque complètement non permissive, il n’est pas encore possible techniquement, de produire 

du virus à une concentration suffisante que pour permettre des essais vaccinaux, si modestes soient-ils, 

avec des particules virales tuées ou atténuées (Morgan & Khanna, 2007). Ensuite, étant donné que ces 

deux pathogènes ont été classés comme carcinogènes de grade I (1997) et que plusieurs de leurs gènes 

sont capables d’induire la transformation cancéreuse de certaines cellules, le recours à des vaccins 

vivants atténués ou recombinants comporte des risques conséquents (Morgan & Khanna, 2007). La 

composition d’un vaccin potentiel devrait dès lors être limitée aux composants viraux non impliqués 

dans la transformation cancéreuse (I.A.R.C., 1997). 

D’autres propriétes des gammaherpèsvirus humains compliquent également le contrôle de leur 

infection ainsi que les études à leur sujet. Parmi celles-ci, on peut citer: le faible niveau d’antigènes 

exprimés lors de la latence, la diminution de la présentation des protéines virales de maintenance dans 

le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe 1, le tropisme élargi à différents types 
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cellulaires et enfin, l’absence de modèle in vivo accessible. Ces quatres points sont brièvement abordés 

ci-dessous.  

L’EBV et le KSHV persistent majoritairement sous forme latente chez leur hôte. L’état latent 

est caractérisé par la présence du génome viral sous la forme d’un épisome et par l’expression réduite 

des gènes viraux. Par exemple, l’EBV se maintient, entre autres, au sein des cellules B mémoires 

périphériques et y établit un de ses programmes de latence au cours duquel l’expression génique est 

restreinte à quelques protéines (Babcock et al., 1998). Par ailleurs, plusieurs gènes latents de l’EBV 

sont directement liés à la transformation cancéreuse des cellules (Griffin & Karran, 1984) tandis que 

différents microRNA exprimés eux aussi au cours de la latence, ont montré des fonctions anti-

apoptotiques (Nanbo et al., 2002). Concernant le KSHV, des études immunohistochimiques ont révélé 

qu’alors que presque toutes les cellules issues du sarcome de Kaposi expriment la protéine de latence 

LANA, encodée par le cadre de lecture ouvert  (ORF) 73, seul un nombre restreint exprime les 

protéines lytiques du KSHV (Katano et al., 2000b). Cette observation suggère que l’infection latente 

est la principale responsable de la transformation cancéreuse des cellules infectées par le KSHV 

(Grundhoff & Ganem, 2004). Cependant, de manière générale, les vaccins agissent pour limiter les 

infections/surinfections et empêcher la réactivation en ciblant les protéines lytiques du virus mais ils 

sont souvent impuissants à éliminer le virus au cours de son cycle latent. Plusieurs raisons expliquent 

cet échec. D’une part, l’expression réduite des gènes viraux limite le niveau d’exposition des 

antigènes. D’autre part, les protéines produites échappent à la surveillance par le système immunitaire 

(Blake, 2010; Stevenson, 2004). En effet, au cours de la latence, des protéines de « maintenance » sont 

exprimées. Représentées par la protéine EBNA1 chez l’EBV et la protéine LANA1 encodée par 

l’ORF73 chez le KSHV, ces protéines sont responsables de la distribution de l’épisome au sein des 

cellules en division (Ballestas et al., 1999; Hyun et al., 2001; Kapoor & Frappier, 2005; Komatsu et 

al., 2001; Marechal et al., 1999; Yates et al., 1985). Pour préserver ces protéines de la détection par le 

système immunitaire, les gammaherpèsvirus ont élaboré des stratégies qui permettent à ces protéines 

de maintenance d’être exprimées au sein des cellules infectées latentes tout en étant dissimulées de la 

reconnaissance par les lymphocytes T CD8+. Par exemple, au sein de la séquence de la protéine 

EBNA1 existe un domaine qui l’empêche d’une part, d’être processée et présentée dans le CMH de 

classe I (Levitskaya et al., 1995) et d’autre part, d’être dégradée par le protéasome (Levitskaya et al., 

1997). Chez le KSHV, la séquence de LANA1 présente un domaine central acide constitué d’une 

répétition de glutamine, d’acide glutamique et d’acide aspartique (Blake, 2010). Ce domaine 

autorégule la traduction de la protéine et bloque la présentation des épitopes T au sein du CMH de 

classe  I (Kwun et al., 2007; Zaldumbide et al., 2007).  

Outre la stimulation de la réponse cytotoxique, le contrôle de l’infection virale repose sur la 

production d’Ac neutralisants. Alors que des tests de neutralisation in vitro montrent la capacité d’Ac 

préformés à bloquer complètement l’infection de plusieurs herpèsvirus, la neutralisation in vivo de ces 

mêmes virus est imparfaite et mal définie (Stevenson et al., 2009). Cette neutralisation in vivo est en 
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effet étroitement dépendante des portes d’entrée du virus. Par exemple, l’infection des cellules B par 

des virions EBV libres est bloquée par des Ac dirigés contre la glycoprotéine majeure d’enveloppe 

gp350 (Thorley-Lawson & Geilinger, 1980). Cependant, l’échec d’une vaccination basée sur cette 

gp350 à réduire le taux de séroconversion envers l’EBV (Sokal et al., 2007), suggère que l’infection 

des lymphocytes B par les virions libres n’est pas essentielle à la colonisation in vivo de l’hôte. 

L’infection initiale par les virions libres pourrait en effet concerner les cellules épithéliales sans 

engagement de la gp350 et gagner ensuite secondairement les cellules B par un contact de cellules en 

cellules (Janz et al., 2000). Une compréhension approfondie du cycle viral in vivo et une connaissance 

précise du tropisme cellulaire est, dès lors, un prérequis essentiel pour le design rationnel d’un vaccin. 

Malheureusement, la biologie de l’infection in vivo des gammaherpèsvirus reste imparfaitement 

comprise et les différentes approches vaccinales testées jusqu’à présent, sur l’EBV par exemple, 

reposent sur des présomptions qui ne sont pas tout à fait confirmées (Morgan & Khanna, 2007).  

Enfin, il est également difficile d’évaluer l’action d’un vaccin potentiel à l’encontre de l’EBV 

et du KSHV dans un modèle différent du modèle humain, suite à l’absence de modèle animal 

accessible supportant l’infection, la réplication et la transmission de ces virus. Les premières 

infections in vivo par l’EBV ont été réalisées chez des singes de l’Ancien Monde : le common 

marmoset ou « ouistiti commun » (Callithrix jacchus) (Cox et al., 1996; de-The et al., 1980; Falk et 

al., 1976) supportant l’infection aiguë et persistante de l’EBV et le cottontop tamarin ou « pinché à 

crête blanche » (Saguinus oedipus oedipus) (Cleary et al., 1985; Shope et al., 1973; Shope & Miller, 

1975; Young et al., 1989) déclarant des désordres lymphoprolifératifs secondaires à l’infection.  

Concernant le KSHV, des essais expérimentaux réalisés sur des animaux transgéniques tels que les 

souris severe combined immunodeficiency (SCID) ont permis l’isolement du KSHV latent au sein des 

rates (Parsons et al., 2006) et une étude récente a montré le succès de l’infection chez le common 

marmoset (Callithrix jacchus) par le KSHV(Chang et al., 2009). Cependant, à l’heure actuelle, aucune 

infection productive par les gammaherpèsvirus humains chez des petits animaux immunocompétents 

n’a été rapportée (Sakamoto et al., 2010). Par ailleurs, des modèles homologues existent pour des 

gammaherpèsvirus étroitement apparentés à l’EBV et au KSHV. Ainsi, le macacine herpesvirus 4 

encore nommé rhesus lymphocryptovirus, produit un syndrome lymphoprolifératif semblable à celui 

de l’EBV chez le macaque lors de co-infection avec le simian immunodeficiency virus (SIV) (Rivailler 

et al., 2004; Wang et al., 2001a). De la même façon, le macacine herpesvirus 5 ou rhesus 

rhadinovirus, associé au SIV, produit des symptômes comparables aux désordres tumoraux qu’induit 

l’infection du KSHV chez les patients immunodéprimés (Damania & Desrosiers, 2001; Mansfield et 

al., 1999; Wong et al., 1999). Bien que pertinents pour l’étude de la pathogénie de l’infection des 

gammaherpèsvirus humains, le caractère peu accessible de ces modèles limite, là encore, le champ des 

investigations. Plusieurs études cliniques ont également été réalisées chez l’homme. Cependant, 

l’immunodépression secondaire à l’infection par l’EBV ou le KSHV pourrait également expliquer les 

difficultés à mettre au point des tests vaccinaux efficaces chez de tels patients. En effet, pour l’EBV, la 
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déclaration de désordres lymphoprolifératifs est souvent secondaire à l’affaiblissement des défenses 

immunitaires. Pour le KSHV, la population la plus concernée est représentée par les individus HIV 

positifs (Katano et al., 2000a) et les conditions d’immunodépression subséquentes pourraient, là-aussi, 

interférer avec l’efficacité d’un schéma de vaccination (Sakamoto et al., 2010).  

 

 

 

2. L’herpèsvirus bovin 4 

 

Le BoHV-4 est un des cinq herpèsvirus de bovins identifiés à ce jour (Roizman & Whitley, 

2001; Rovnak et al., 1998). Il a été isolé pour la première fois en 1966, en Hongrie, chez des bovins 

présentant des symptômes respiratoires et de la conjonctivite (souche Movar 33/63) (Bartha et al., 

1966). Il fut classé parmi les herpèsvirus suite à l’observation de sa structure en microscopie 

électronique (Bartha et al., 1966). A partir de 1966, des souches apparentées à la souche Movar 33/63 

d’un point de vue antigénique ou génomique ont été isolées dans de nombreux pays où elles ont reçu 

différentes dénominations regroupées, dès 1987, sous le nom de BHV-4 (bovine herpesvirus 4) 

(Bartha et al., 1987). Récemment, l’ICTV a adopté la terminologie officielle « BoHV-4 » (Minson, 

2000). 

Le BoHV-4 a été isolé à partir d’échantillons variés, originaires d’animaux sains comme 

d’animaux présentant des pathologies diverses telles des endométrites, des avortements, des troubles 

respiratoires ou digestifs ou encore des problèmes cutanés mammaires (Donofrio et al., 2005). 

Cependant, peu d’études ont réussi à reproduire expérimentalement une maladie clinique et le rôle du 

BoHV-4 en tant qu’agent pathogène reste incertain (Thiry, 1989). 

 

2.1.  Le BoHV-4 en recherche clinique 

 

2.1.1 Epidémiologie 

Le virus a été identifié dans de nombreux pays, notamment en Europe, mais aussi en 

Afrique, en Amérique du Nord et en Asie. L'infection virale est signalée depuis longtemps en Europe. 

En Belgique, une étude menée en 1987 dénombrait 30 % des exploitations de Wallonie séropositives, 

contre 15 % en Flandre (Van Malderen, 1987). A la même époque, une autre étude révélait que  38 % 

des veaux de deux unités d’engraissement possédaient des anticorps dirigés contre le BoHV-4 (van 

Opdenbosch et al., 1988). Aux Pays-Bas, le virus a pu être détecté dans 4 % des échantillons de lait 

issus de 54 vaches atteintes de mammite (Wellenberg, 2002). En 1986, une moyenne de 18 % des sera 
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bovins étaient positifs en Allemagne (Truman et al., 1986). Dans le nord de l’Italie, une enquête 

épidémiologique en 1985 a mis en évidence que 50 % des exploitations étaient infectées (Luini & 

Fioni, 1986a; b). En Suisse, en 1986 également, 4 % du bétail était séropositif (Metzler & Wyler, 

1986). Plus récemment, une étude menée aux Etats Unis a relevé une prévalence moyenne de 16% 

d’infection au BoHV-4 dans l’état de Géorgie avec des zones endémiques où la pression d’infection 

atteint 36% du bétail (Frazier et al., 2002). En Serbie, en 2007, un sondage réalisé à partir 

d’exploitations isolées a évalué la séroprévalence moyenne du BoHV-4 à 85% (Nikolin et al., 2007). 

Enfin, une étude réalisée en Turquie a mis en évidence une prévalence du virus variant entre 24% et 

69% selon les exploitations (Gur & Dogan). En conclusion, le virus est présent de manière 

significative depuis de nombreuses années dans plusieurs régions du monde, sans être cependant la 

cause apparente de problèmes sanitaires importants. 

 

2.1.2 Spectre d’hôtes in vivo 

Les ruminants 

Les bovins ont toujours été considérés comme les hôtes naturels les plus probables du 

BoHV-4. Cependant, parmi les ruminants, outre chez le bovin domestique, le BoHV-4 a également été 

isolé chez le bison américain (souche 66-p-347), le zébu (souche M40) (Moreno-Lopez et al., 1989) et 

le buffle africain (diverses souches africaines). Par ailleurs, une étude phylogénétique récente a 

suggéré le buffle africain comme hôte d’origine pour le BoHV-4 avec une cross-transmission 

secondaire aux bovins (Markine-Goriaynoff et al., 2003a). En ce qui concerne les ruminants sauvages 

en Belgique et en France, une étude sérologique n’a pas détecté d’animaux séropositifs, ce qui peut 

laisser présager que ces espèces ne constituent pas des réservoirs du BoHV-4 (Meersschaert et al., 

1988). 

Les félidés 

L'isolement du BoHV-4 du lion (Egelhof et al., 1991; Egyed, 2000) et du chat souffrant d'urolithiase 

(Fabricant et al., 1971a) suggère que le BoHV-4 peut infecter des espèces phylogénétiquement très 

éloignées des ruminants. L'herpèsvirus isolé du chat par Fabricant et al. avait été dénommé 

herpèsvirus félin 2, mais n'est en fait qu'une souche parmi d’autres de BoHV-4 (Kit et al., 1986). 

Expérimentalement, l’inoculation du BoHV-4 à des chats a été réussie avec des souches américaines 

(Kruger et al., 1990) mais pas avec la souche européenne Movar 33/63 (Thiry et al., 1991). Ceci 

pourrait être expliqué par un manque d'adaptation de cette souche de virus au chat et/ou par une 

résistance accrue du chat adulte. La souche isolée du lion, inoculée à des chatons nouveau-nés, a 

provoqué des maladies graves et mortelles, avec conjonctivite, trachéite et pneumonie (Egyed et al., 
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1997). Ces résultats expérimentaux démontrent la sensibilité du chat au BoHV-4, sans pour autant 

déterminer s’il est responsable d’infections naturelles.  

Autres espèces animales 

La découverte que l'herpèsvirus aotus type 2 (HVA-2) est également une souche de BoHV-4 

étend encore le spectre d'espèces présumées réceptives au BoHV-4 (Bublot et al., 1991b). L’isolat 

provient d’une culture de cellules rénales d’un singe douroucouli (Aotus trivirgatus) apparemment sain 

(Barahona et al., 1973). Le HVA-2 a été entièrement caractérisé (Fuchs et al., 1985). Son génome et 

ses protéines sont quasi identiques à ceux du BoHV-4; les différences observées sont compatibles avec 

les variations inter-souches déjà observées (Bublot et al., 1991a; Dubuisson et al., 1991a). Il semble 

que le virus ne soit ni pathogène ni oncogène pour le douroucouli (Rüger et al., 1980). Cependant, le 

BoHV-4 n'a pas été utilisé pour des infections expérimentales chez le douroucouli et la sensibilité de 

ce singe n'est donc pas définitivement établie. Quoi qu’il en soit, une enquête sérologique menée dans 

différents centres de primates a révélé une séroprévalence anti-BoHV-4 significative (42%) (Barahona 

et al., 1973). A nouveau, ces résultats doivent être interprétés avec prudence, en considérant la 

possibilité qu’il s’agisse d’une contamination en phase d’isolement et qu’il existe dans la niche 

écologique étudiée, un herpèsvirus antigéniquement apparenté provoquant des réactions sérologiques 

croisées. A ce titre, il faut noter que de plusieurs rhadinovirus ont été détectés ces dernières années 

chez de nombreux primates (Damania & Desrosiers, 2001; Greensill et al., 2000a; Greensill et al., 

2000b; Jenson et al., 2000; Lacoste et al., 2000a; 2001; Lacoste et al., 2000b; Whitby et al., 2003). 

Des anticorps dirigés envers le BoHV-4 ont été détectés chez des éléphants d’Asie (Elephas 

maximus) captifs (Metzler et al., 1990). Par ailleurs, une séquence codante pour une ADN polymérase 

et présentant une haute homologie avec le gène orthologue du BoHV-4 a pu être amplifiée à partir de 

CMS d’un rhinocéros noir d’un zoo californien (numéros d’accès GenBank : AF287948, Worley et al., 

non publié). Ceci pourrait traduire l’existence d’un herpèsvirus apparenté au BoHV-4 dans cette niche. 

Un certain nombre d’espèces, chez lesquelles le BoHV-4 n’a pas été isolé en conditions 

naturelles, se sont néanmoins avérées sensibles expérimentalement à la multiplication virale, voire à 

l’établissement de la latence et à la réactivation virale. Ces espèces doivent donc être incorporées dans 

le spectre d’hôtes expérimentaux du virus. Citons notamment le cobaye et le lapin (Egyed et al., 

1997). Le lapin est par ailleurs considéré comme un modèle expérimental adéquat pour l’étude de la 

biologie du BoHV-4 (Egyed & Baska, 2003; Lin et al., 2000; Naeem et al., 1991a; Naeem et al., 1990; 

Naeem et al., 1991b; Osorio et al., 1982; Osorio et al., 1985). Différentes voies d’inoculation ont été 

testées chez cette espèce comme les voies intraveineuse, utérine (Naeem et al., 1993), vaginale, 

conjonctivale (Naeem et al., 1990; Osorio et al., 1982) et ont permis l’infection et l’établissement de la 

latence au niveau des sites spécifiques tels que les cellules mononucléées sanguines périphériques 

(PBMC) et la rate. Par ailleurs, la coculture de splénocytes et des cellules épithéliales bovines 
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permissives induit l’apparition de plages de lyse démontrant le succès de la réactivation virale ex vivo. 

L’inoculation de BoHV-4 par voie intranasale n’est pas idéale chez le lapin suite au puissant réflexe 

d’éternuement caractéristique de cette espèce. L’inoculation nasale sous anesthésie profonde pourrait 

contourner ce problème. De plus, le lapin présente plusieurs caractéristiques intéressantes comme 

animal de laboratoire telles qu’une manipulation aisée, des outils immunologiques disponibles et une 

taille raisonnable permettant l’obtention de grandes quantités de sérum. Enfin, notons que 

l’inoculation expérimentale de souris, de hamsters, de rats et de poulets ne produit aucun symptôme 

(Gibbs & Rweyemamu, 1977). 

 

2.1.3 Pathologies et signes cliniques associés au BoHV-4 

 

Le BoHV-4 a été isolé de bovins malades ou de bétail apparemment sain (Egyed, 2000; 

Thiry et al., 1989; Thiry et al., 1990) Pour cette raison, il a parfois été qualifié de « virus passager » 

(Moreno-Lopez et al., 1989; Thiry et al., 2000). Parmi les individus malades, le BoHV-4 a été associé 

à six groupes d'entités cliniques: 

Affections oculaires et respiratoires (conjonctivite, rhinite, trachéite, pneumonies): les 

souches Movar 33/63 et DN599 ont été isolées de cas de kératoconjonctivite ou de maladie respiratoire  

(Bartha et al., 1967; Mohanty et al., 1971). D’autres souches ont également été isolées d’animaux 

atteints de pathologies respiratoires (Evermann et al., 1985; Smith et al., 1972). Certains auteurs ont 

reproduit des symptômes respiratoires accompagnés de fièvre, d’anorexie et d’abattement, par 

inoculation par voie intranasale d’une souche génitale à des veaux (Castrucci et al., 1987b). 

Cependant, il faut noter qu’il n’a pas été possible de reproduire expérimentalement des signes 

cliniques avec la souche Movar 33/63 (Bartha et al., 1967) et que la pneumonie et la conjonctivite, 

signes observés après inoculation de veaux avec la souche DN599, ne peuvent pas être assignés au rôle 

unique du BoHV-4 puisque Pasteurella multocida était isolée concomitamment (Mohanty et al., 

1972). 

Affections génitales (orchite, épididymite, vaginite, avortement, métrite): les deux souches 

belges, la souche V. test et la souche LVR 140, proviennent respectivement d’animaux présentant de 

l’orchite et de la métrite post-partum (Thiry et al., 1981a; Thiry et al., 1981b; Wellemans, 1984; 

Wellemans et al., 1983). L’isolement d’autres souches au départ de pathologies génitales a été décrit 

en Italie (Castrucci et al., 1986) et aux U.S.A (Evermann et al., 1985; Frazier et al., 2001; Frazier et 

al., 2002; Parks & Kendrick, 1973).  En Afrique du Sud, de nombreuses souches de BoHV-4 ont été 

isolées d’un syndrome appelé « épivag », se caractérisant par de l’épididymite chez les taureaux et de 

la vaginite chez les vaches (Mare & Van Resenburg, 1961; Theodoridis, 1978; 1985). La réinoculation 
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expérimentale intratesticulaire de la souche V. test a reproduit des lésions dans le testicule mais de 

manière inconstante (Dubuisson et al., 1987b). La métrite est observée seule ou associée à des signes 

cliniques variés dans l'exploitation concernée : diarrhée, mortalité néonatale, signes respiratoires et 

mammite (Wellemans, 1984). Elle peut être observée chez la génisse (Wellemans & Van Opdenbosch, 

1987). Une enquête récente réalisée en Espagne a mis en évidence la présence du BoHV-4 dans 83% 

des cas d’endométrite aiguë post-partum, associée à une séroconversion anti-BoHV-4. D’autres agents 

pathogènes tels que Arcanobacterium pyogenes and Streptococcus sp ont également été isolés chez ces 

animaux (Monge et al., 2006). Par ailleurs, une autre étude a démontré le tropisme du BoHV-4 pour 

les cellules endométriales ainsi que la stimulation de sécrétion de prostaglandines induite par cette 

infection virale. Selon cette étude, le BoHV-4 pourrait se répliquer dans les cellules épithéliales de 

l’endomètre et s’associer à d’autres facteurs pour le développement de pathologies utérines (Donofrio 

et al., 2007).   

Le BoHV-4 a également été isolé d’avortons, parfois en association avec le virus de la 

diarrhée virale bovine (Reed et al., 1979; Wellemans & Van Opdenbosch, 1989). Le rôle du BoHV-4 

dans l'avortement bovin n'est pas définitivement élucidé bien que des évidences épidémiologiques 

plaident pour son intervention en Belgique (Wellemans & Van Opdenbosch, 1989). Des taux élevés 

d’anticorps anti-BoHV-4 sont associés à l’avortement bovin entre 5 et 9 mois de gestation (Czaplicki 

& Thiry, 1998). Expérimentalement, Kendrick et al. ont inoculé une souche de BoHV-4 isolée de cas 

de métrite à des vaches à différentes périodes de gestation (Kendrick et al., 1976). Deux fœtus sont 

morts entre 3 et 4 mois de gestation. Aucun signe n'était observé chez les vaches infectées à 7 mois de 

gestation. Une étude récente, menée en Hongrie, a également suggéré la transmission intra-utérine du 

BoHV-4 (Egyed et al., 2011). Cependant, les résultats générés au cours de cette étude suscitent 

quelques discussions puisque les auteurs ont détécté le virus par polymerase chain reaction (PCR) sur 

des jeunes veaux, par ailleurs séronégatifs pour le BoHV-4. Enfin, l'inoculation intra-utérine d'une 

souche de BoHV-4 isolée d'un avorton bovin à des lapines gravides a provoqué l'avortement de fœtus 

hémorragiques et une endométrite. Par contre, l'inoculation intraveineuse et intravaginale n'a entraîné 

dans cette espèce qu'une vulvovaginite légère et de l'endométrite (Naeem et al., 1990). 

 

Mammite: Le BoHV-4 a également été impliqué dans des cas de mammites. En effet, le 

BoHV-4 a été isolé de vaches atteintes de mammite (Kalman et al., 2004; Miyano et al., 2004; 

Wellenberg et al., 2002; Wellenberg et al., 2000) et sa présence a été détectée dans la fraction 

cellulaire du lait de vaches issues d’un troupeau ayant un historique sanitaire lié au virus (Donofrio et 

al., 2000c). Bien que les inoculations intranasales et intramammaires simultanées permettent de 

reproduire une mammite subclinique dans un certain nombre de cas (Wellenberg et al., 2002), le 

BoHV-4 n’est probablement pas un pathogène primaire impliqué dans la genèse de mammites. Par 
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contre, il pourrait jouer un rôle dans l’aggravation des lésions liées à cette pathologie (Kalman et al., 

2004). 

 

Lésions cutanées (maladie nodulaire cutanée (lumpy skin disease), dermatite pustuleuse 

mammaire): le BoHV-4 a aussi été isolé de lésions cutanées, notamment de dermite aiguë pustuleuse 

mammaire, d’ulcères mammaires et de dermatite interdigitée (Cavirani et al., 1996; Donofrio et al., 

2000a; Luini & Fioni, 1986b; Reed et al., 1977). L'inoculation expérimentale peut ne reproduire aucun 

signe clinique (Osorio & Reed, 1983) ou provoquer une dermatite papuleuse (Cavirani et al., 1990).  

 Coryza gangreneux: l'isolement du BoHV-4 de cas de coryza gangreneux est probablement 

dû au tropisme du virus pour les cellules sanguines, qui sont prélevées dans le cadre de tentatives 

d'isolement de l'agent causal du coryza gangreneux (Liebermann et al., 1967). Mais, il n’existe sans 

doute pas d’association étiologique entre BoHV-4 et coryza gangreneux. 

Atteintes du tractus digestif (glossite, entérite, tumeurs du rumen): aux Etats-Unis, le 

BoHV-4 a été isolé du tractus digestif, à partir de fèces diarrhéiques (Eugster, 1978/1979). 

L'inoculation expérimentale de bovins avec une souche isolée de fèces d'une vache diarrhéique n'a pas 

reproduit de signes cliniques (Osorio et al., 1982). Une souche a été détectée à partir d’une tumeur du 

rumen (Kaminjolo et al., 1972). D’autres proviennent de glossite ulcéreuse et autres lésions linguales 

(Cavirani et al., 1990; Luini et al., 1985; Rweyemamu & Loretu, 1973). 

 

Autres signes cliniques: certaines souches de BoHV-4 ont aussi été isolées chez des animaux 

atteints de pathologies et tableaux cliniques aussi variés que la stomatite vésiculeuse (Evermann & 

Henry, 1989) l’asthénie (Nakane et al., 2000) ou de diverses néoplasies telles un lymphosarcome 

(Potgieter & Mare, 1974), un carcinome squameux oculaire  (Anson et al., 1982), un lymphome à 

cellules T (Toho et al., 1985), une tumeur de la vessie (Kaminjolo et al., 1972) ou une tumeur 

ethmoïdale (Moreno-Lopez et al., 1989). Récemment, plusieurs études expérimentales chez le lapin 

ont suggéré la possibilité de développement de maladies cardio-vasculaires suite à l’infection par le 

BoHV-4 (Egyed & Baska, 2003; Lin et al., 2000; Lin et al., 1999; Lin et al., 1997)  

 

Le rôle du BoHV-4 dans les maladies des bovins reste donc matière à discussion. Le pouvoir 

pathogène du BoHV-4 est controversé et semble dépendre en partie des souches utilisées. Peu d’entre 

elles sont réellement pathogènes, et la majorité n'induit pas ou peu de signes cliniques lors d'infections 

expérimentales de bovins. Néanmoins, le BoHV-4 est de plus en plus impliqué dans des affections du 

tractus génital femelle : métrite post-partum, vulvovaginite et avortement. Le BoHV-4 pourrait aussi 

agir en association avec d'autres agents infectieux. Il a notamment été proposé que le BoHV-4 pourrait 

induire une immunodépression favorisant d’autres infections (Donofrio et al., 2005; Van Opdenbosch 
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et al., 1984). Par ailleurs, certains rhadinovirus, tel l’AlHV-1, ont la propriété de s’atténuer 

complètement après quelques passages en culture de cellules (Handley et al., 1995). De la même 

façon, une atténuation des souches de BoHV-4 au cours de l’amplification en culture de cellules 

consécutive à l’isolement viral pourrait être une des raisons expliquant l’incapacité fréquente à 

reproduire des signes cliniques suite à l’inoculation d’épreuve. 

 

2.1.4 Pathogénie de l’infection chez le bovin 

 

Infection primaire 

 

Le BoHV-4 est régulièrement isolé à la fois du tractus respiratoire supérieur, à partir 

d'écouvillons nasaux (Castrucci et al., 1987a) et des voies génitales, à partir des exsudats de métrites 

(Monge et al., 2006; van Opdenbosch et al., 1988; Wellemans, 1984). La transmission par voie nasale 

a été prouvée de manière expérimentale (Castrucci et al., 1987a; Dubuisson et al., 1989b).  L’infection 

naturelle par voie génitale a été suggérée (Egyed et al., 2011) mais d’autres investigations seraient 

intéressantes pour confirmer cette hypothèse. D'autres voies d'inoculation ont été utilisées 

expérimentalement : injections intraveineuses, intradermiques et intratesticulaires (Dubuisson et al., 

1989b; Dubuisson et al., 1987b; Osorio & Reed, 1983). La multiplication primaire du virus se déroule 

vraisemblablement au niveau de la porte d'entrée, c'est-à-dire au niveau des cellules épithéliales des 

muqueuses. Le virus se propagerait ensuite dans l'organisme par le biais des cellules mononucléées 

infectées (Boerner et al., 1999; Egyed & Bartha, 1998; Osorio & Reed, 1983). La présence d’ADN 

viral dans le sérum de veaux durant 10 à 30 jours après infection suggère l’existence de virus libre 

dans le sang (Egyed et al., 1999). La virémie n'est pas toujours détectable et peut réapparaître de façon 

périodique (Dubuisson et al., 1989c; Egyed et al., 1999). La sensibilité des cellules endothéliales 

bovines à l’infection par le BoHV-4 (Egyed & Baska, 2003; Lin et al., 1999) suggère le passage du 

virus des CMS à l’endothélium vasculaire. Des lésions vasculaires avec accumulation de cellules 

mononucléées ont par ailleurs été mises en évidence chez des lapins infectés par voie intraveineuse par 

le BoHV-4 (Egyed & Baska, 2003). Le virus se multiplie principalement dans les épithéliums 

oculaires, respiratoires et génitaux. Ces tissus sont considérés à la fois comme des sites de 

multiplication primaires et secondaires. Le virus peut y produire des lésions de nécrose cellulaire et 

être excrété dans les écoulements oculaires, le jetage nasal et les sécrétions génitales. 

 

Latence et réactivation 

Après primo-infection, le BoHV-4 s'installe à l’état latent, comme les autres herpèsvirus. De 

nombreux tissus ou organes ont été proposés comme sites de latence : rate, système nerveux, nœuds 
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lymphatiques, amygdales, tractus respiratoire supérieur, poumon, moelle osseuse, conjonctive, cornée, 

vésicule biliaire (Boerner et al., 1999). Cependant, cette longue liste plaide plutôt en faveur d’un ou de 

quelques types cellulaires ubiquistes, supportant la latence du BoHV-4, plutôt que d’une accumulation 

de sites différents. Les CMS sont des cellules retrouvées partout dans l’organisme. Parmi les CMS, 

certains auteurs ont soutenu la thèse d’une latence au sein de la lignée lymphocytaire (Borchers et al., 

2002; Egyed et al., 1996) ou de la lignée monocytaire-macrophagique (cellules non T et non B de la 

zone marginale de la rate) (Lopez et al., 1996; Osorio & Reed, 1983; Osorio et al., 1985). Par ailleurs, 

il a été montré que le virus pouvait établir une infection persistante in vitro dans une lignée 

macrophagique bovine (Donofrio & van Santen, 2001). De récents travaux, chez le lapin, ont mis en 

évidence la présence du BoHV-4 à l’état latent, au sein des cellules monocytaires du courant sanguin 

ou concentrées au niveau de la rate (Egyed & Bartha, 1998; Fabian & Egyed, 2004). 

Le BoHV-4 à l'état latent peut être réactivé à la suite d’un stimulus naturel tel que la 

parturition, ou expérimental tel qu’un traitement à la dexaméthasone (Dubuisson et al., 1989c; 

Krogman & McAdaragh, 1982). Il est alors réisolé à partir d'écouvillons nasaux, de PBMC, de culture 

d'explants de moelle épinière et de ganglion trijumeau.  

 

2.1.5 Réponse immune 

 

Le contrôle de l’infection des gammaherpèsvirus est essentiellement assuré par l’immunité à 

médiation cellulaire et plus particulièrement par les lymphocytes T CD8+ (Hislop & Sabbah, 2008; 

Means, 2007; Robert E. Means, 2007; Stevenson, 2004; Stevenson et al., 2009). Parallèlement, ces 

virus ont évolué pour protéger leurs épitopes, tant lytiques que latents, de la reconnaissance par les 

cellules cytotoxiques. Par exemple, les deux gammaherpèsvirus humains encodent des protéines qui 

protègent les cellules infectées de la reconnaissance et de l’élimination par les lymphocytes T CD8+. 

Parmi les gènes majoritairement impliqués dans cette évasion, on peut citer les gènes K3, K5 qui 

interviennent au cours de l’infection lytique. Lors de la latence, la protéine LANA-1 du KSHV et les 

protéines virales de l’EBV, interleukine 10 (v-IL10) et EBNA-1, agissent pour diminuer l’expression 

des antigène viraux dans le MHC de classe 1 (Means, 2007). Peu d’informations sont actuellement 

disponibles pour le BoHV-4. Par analogie avec les connaissances acquises pour les autres 

gammaherpèsvirus, le BoHV-4 pourrait employer des stratégies similaires pour détourner la réponse 

cytotoxique. Ainsi, au sein du génome du BoHV-4, l’homologue positionnel de K5 du KSHV existe et 

est représenté par le gène Bo5 encodant le produit immediate early (IE) 1 (Chang & Van Santen, 1992; 

Sun et al., 1999; van Santen, 1991; Zimmermann et al., 2001). Le domaine acide central des 

« protéines de maintenance » décrit chez les gammaherpèsvirus pour inhiber la présentation des 

peptides par le CMH de classe 1, est absent chez le BoHV-4 (Blake, 2010) et chez le MuHV-4. 



Chapitre 1  Introduction 

 

20 
 

Cependant, une courte séquence de la région centrale encodée par l’ORF73 du MuHV-4 semble 

responsable de la régulation de la transcription de la protéine et pourrait donc intervenir en cis pour 

l’évasion de la réponse cytotoxique (Bennett et al., 2005). Par ailleurs, une étude sur le produit 

d’expression de l’ORF73 du saimiriine herpesvirus 2 (SahV-2) a démontré qu’un motif répété court de 

9 acides aminés acides était suffisant pour réduire la présentation dans le CMH de classe I (Gao et al., 

2009). La protéine LANA du BoHV-4 partage, donc vraisemblablement aussi, ces mêmes propriétés. 

 

La réponse humorale induite par le BoHV-4 a été davantage investiguée. L’infection de 

bovins par ce virus se traduit par une production faible voire nulle d’anticorps neutralisants alors que 

de hauts titres d’anticorps anti-BoHV-4 peuvent être détectés par immunofluorescence indirecte (IFI) 

(Castrucci et al., 1988; Edwards & Newman, 1985; Luther et al., 1971; Mohanty et al., 1972; Sass et 

al., 1974; Truman et al., 1986; Wellemans et al., 1986). Quand une réponse est observée, les anticorps 

neutralisants apparaissent entre 22 et 34 jours après la primo-infection (Castrucci et al., 1987a). 

Cependant, la présence de complément permet une neutralisation plus précoce et augmente 

considérablement les titres d’anticorps neutralisant le BoHV-4 (Dubuisson et al., 1987a). Aucune 

réponse secondaire en anticorps neutralisants n’est observée chez des animaux infectés, traités à la 

dexaméthasone. Ceci suggère que le BoHV-4 n’est neutralisé que par des immunoglobulines (Ig) 

précoces appartenant probablement à la classe des IgM (Dubuisson et al., 1989c). Une étude de la 

neutralisation à l’aide d’anticorps monoclonaux dirigés contre des glycoprotéines d’enveloppe du 

BoHV-4 indique que les domaines protéiques impliqués dans l’attachement et la pénétration sont peu 

accessibles aux anticorps monoclonaux (Dubuisson et al., 1990). Le test de séroneutralisation ne peut 

donc pas être utilisé pour identifier une souche du BoHV-4 ou pour détecter des anticorps. Par contre, 

des techniques comme l’IFI ou l’Enzyme linked immunoSorbent assay (ELISA) détectent une 

séroconversion entre 14 et 20 jours après une infection primaire (Dubuisson et al., 1987a; Edwards & 

Newman, 1985; Osorio & Reed, 1983). De plus, une réponse secondaire est mise en évidence par ces 

techniques à la suite de la réactivation virale (Dubuisson et al., 1989c). 

 

L’association du BoHV-4 avec les PBMC et les tissus lymphoïdes dans les infections aiguës 

et latentes pourrait interférer avec la régulation de la réponse immune cellulaire mais ces effets n’ont 

pas encore été étudiés (Osorio et al., 1985). 
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2.2.  Le BoHV-4 en recherche fondamentale 

 

2.2.1. Spectre d’hôtes in vitro 

Le BoHV-4 se multiplie en cultures de cellules bovines primaires ou continues : cellules 

primaires de rein, de testicule, de poumon, de peau, de rate, de thyroïde, de trachée embryonnaire, de 

moelle osseuse fœtale, de lymphosarcome de thymus de veau, ainsi que dans diverses lignées 

continues d’origine rénale (cellules MDBK pour Madin Darby bovine kidney) et pulmonaire (EBL 

pour embryonic bovine lung) (Bartha et al., 1966; Kit et al., 1986; Luther et al., 1971; Parks & 

Kendrick, 1973; Rweyemamu & Loretu, 1973; Sass et al., 1974; Smith et al., 1972; Storz et al., 1984; 

Theodoridis, 1985; Thiry et al., 1981b; Truman, 1985). Le BoHV-4 peut établir une infection 

persistante dans des cellules macrophagiques bovines (BOMAC pour bovine macrophagic cells) 

(Donofrio & van Santen, 2001). 

Le BoHV-4 se multiplie également en culture de cellules d’origines diverses : mouton, chèvre, 

porc, chat, chien, lapin, vison, cheval, dindon, furet, poulet, hamster et singe (Barahona et al., 1973; 

Bartha et al., 1966; Fabricant et al., 1971b; Gibbs & Rweyemamu, 1977; Kit et al., 1986; Kokles & 

Pellinghoff, 1987; Luther et al., 1971; Peterson & Goyal, 1988; Rweyemamu & Loretu, 1973; 

Theodoridis, 1985; Truman, 1985). 

Certaines études ont investigué la capacité du BoHV-4 à infecter des cellules humaines 

(Donofrio et al., 2002; Donofrio et al., 2000b; Egyed, 1998; Gillet et al., 2004) et ont révélé que le 

BoHV-4 se multipliait dans une lignée primaire de cellules de glioblastome ainsi que dans les lignées 

cellulaires humaines MRC-5 et WI-38, issues de poumons d’embryon. Par ailleurs, une souche de 

BoHV-4 recombinante exprimant un gène de résistance à la néomycine a pu établir une infection 

persistante au sein de cellules provenant d’un rhabdomyosarcome d’origine humaine soumises à la 

pression de sélection de la néomycine (Donofrio et al., 2000a).  Une autre étude a testé 21 lignées 

cellulaires humaines et a conclu que les lignées d’origine lymphoïde ou myéloïde étaient résistantes à 

l’infection tandis que les cellules épithéliales et carcinomateuses ou adénocarcinomateuses étaient 

sensibles mais peu permissives au BoHV-4 (Gillet et al., 2004). 
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Cette capacité à infecter des cellules d'origines différentes peut être mise en rapport avec le 

fait que le BoHV-4 reconnaît des structures de type héparan sulfate (HS) comme premiers récepteurs 

cellulaires (Vanderplasschen et al., 1993). Comme ces motifs sont présents à la surface de nombreuse 

cellules de vertébrés, cette propriété contribue à expliquer, en partie, la sensibilité de cellules 

d'origines très diverses au BoHV-4. 

 

 

2.2.2. Culture virale et effet cytopathogène 

La cinétique de production virale extra- et intracellulaire indique que le BoHV-4 présente 

une croissance lente (Storz et al., 1984). Cette cinétique est différente selon que le virus est produit sur 

des cellules fraîchement ensemencées ou sur des cellules confluentes (Dubuisson et al., 1988). Ceci 

s’explique par la dépendance du BoHV-4 vis-à-vis de la phase S du cycle cellulaire (Vanderplasschen 

et al., 1995). L’effet cytopathogène n’apparaît que 48 à 72 heures après infection et est caractérisé par 

la présence de cellules arrondies apoptotiques (Pagnini et al., 2004; Sciortino et al., 2000a), dispersées 

dans le tapis cellulaire (Bartha et al., 1966). La lyse totale est observée après environ 5 jours 

d’incubation et ce délai varie selon le type de cellules et la multiplicité d’infections utilisés (Castrucci 

et al., 1986; Dubuisson et al., 1988; Potgieter & Mare, 1974; Storz et al., 1984). Les plages de lyse 

produites sous carboxyméthylcellulose (CMC) ou agarose ont un contour irrégulier et sont beaucoup 

plus petites que celles induites par le BoHV-1 (Storz et al., 1984). 

 

2.2.3. Cycle de multiplication virale in vitro 

Les herpèsvirus peuvent établir deux types principaux d’infection : l’infection dite 

productive et l’infection latente. La compréhension des mécanismes sous-tendus par ces deux types 

d’infection résulte plus particulièrement de l’étude de certains herpèsvirus dont l’herpesvirus simplex-

1 (HSV-1) et l’EBV. Ces données sont le plus souvent transposables aux autres espèces d’herpèsvirus. 

Le cycle de multiplication virale sera ici décrit dans le cadre général des herpèsvirus, tout en 

mentionnant les particularités connues pour le BoHV-4. 

 

L’infection productive 

Le cycle de multiplication des herpèsvirus est schématisé dans la figure 3. L’attachement du 

virion à la surface cellulaire résulte de l’interaction entre une ou plusieurs glycoprotéines de 
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l’enveloppe virale et un ou plusieurs récepteurs cellulaires. L’attachement initial ou attachement de 

faible affinité implique au moins une interaction avec des structures de type HS (Vanderplasschen et 

al., 1993). Après l’attachement initial du virion, survient l’attachement stable où intervient un second 

récepteur cellulaire encore non identifié pour le BoHV-4.  

Suite à l’attachement, l’enveloppe virale fusionne avec la membrane plasmique, libérant la 

nucléocapside et les protéines de tégument dans le cytoplasme (Roizman, 1996). De plus, alors qu’une 

étude récente a mis en évidence que l’infection par le MuHV-4 avait lieu par endocytose (Gill et al., 

2006), des expériences similaires chez le BoHV-4 ont également démontré que l’entrée du virus se 

déroulait par un phénomène d’endocytose (Lété C., données non publiées). Une fois la capside libérée, 

celle-ci est alors acheminée vers le noyau (Granzow et al., 1997; Sodeik et al., 1997) le long de 

microtubules de tubuline grâce à un complexe protéique moteur « dynin/dynactin » (Dohner et al., 

2002). Au terme du transport intracytoplasmique, la nucléocapside arrive à proximité de l’enveloppe 

nucléaire. Certaines protéines du tégument peuvent également être transportées vers le noyau où elles 

initient la transcription du génome viral.  

La capside délivre son ADN dans le noyau au niveau d’un pore nucléaire. Dès son entrée dans 

le noyau, l’ADN viral se circularise en l’absence de toute synthèse protéique virale (Garber et al., 

1993). Cette observation suggère un mécanisme de circularisation sous la dépendance de protéines 

cellulaires ou de protéines virales de structure (Poffenberger & Roizman, 1985). La transcription de 

l’ADN viral débute alors dans le noyau. Les gènes des herpèsvirus sont exprimés selon une cascade 

strictement régulée par différentes protéines virales provenant dans un premier temps des protéines de 

tégument accompagnant la capside. Les gènes des herpèsvirus sont décrits en fonction de leur 

expression dans le temps. Bien qu’arbitraire, cette distinction désigne 3 classes différentes : les gènes 

 ou gènes IE, les gènes  ou gènes précoces (E, early) et les gènes  ou gènes tardifs (L, late) (Chang 

& Van Santen, 1992; Dubuisson et al., 1991b; Honess & Roizman, 1974; 1975; Jones & Roizman, 

1979). 

Dès que l’ADN viral est circularisé dans le noyau, certaines protéines de tégument 

interagissent avec des composants transcriptionnels de l’hôte de façon à stimuler la transcription des 

gènes  par l’ARN polymérase II de la cellule hôte. Les protéines IE1 et IE2 du BoHV-4 sont 

considérées comme les deux protéines IE majeures du virus (Bermudez-Cruz et al., 1997; 1998; 

Chang & Van Santen, 1992; van Santen, 1993; Zhang & van Santen, 1995). Une fois produites dans le 

cytoplasme, certaines protéines  vont être importées dans le noyau où elles vont réguler la suite des 

événements transcriptionnels, c’est-à-dire ralentir l’expression des gènes  et activer l’expression des 

gènes  et . Les protéines codées par les gènes  atteignent leur pic d’expression dans les 4 à 8 heures 

suivant l’infection. Elles sont notamment impliquées dans le métabolisme nucléotidique et dans les 

événements liés à la réplication de l’ADN viral. Le pic d’expression des gènes  n’est atteint qu’une 
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fois la réplication de l’ADN viral entamée. On distingue au sein des gènes , les gènes 1 ou tardifs 

partiels, dont l’expression est augmentée par la synthèse d’ADN viral, et les gènes 2 ou tardifs réels, 

dont l’expression est totalement dépendante de la synthèse d’ADN viral (Dubuisson et al., 1991b; 

Roizman & Sears, 1996; Sullivan et al., 1989). Les protéines de structure (capside, tégument, 

enveloppe) exprimées par les gènes  sont produites en grande quantité dans le cytoplasme. Certaines 

d’entre elles migrent vers le noyau où elles s’assemblent pour former de nouvelles capsides. 

La majorité des herpèsvirus sont connus pour réprimer l’expression des gènes cellulaires au 

cours de l’infection productive (phénomène connu sous le nom de « host shutoff ») (Greco et al., 

2000). Certains auteurs ont suggéré que l’infection par le BoHV-4 n’affectait pas la synthèse des 

protéines cellulaires au cours de la réplication virale (Augsburger & Metzler, 1989). Cependant, de 

récentes observations, obtenues au sein du laboratoire, lors de l’infection de cellules MDBK (modèle 

d’infection lytique) et de cellules BOMAC (modèle d’infection latente) semblent indiquer le contraire 

(données non publiées). 

 La réplication de l’ADN viral circularisé débute au niveau d’une ou plusieurs origines de 

réplication. Elle se déroule selon le mode des « cercles roulants » (Ackermann, 2004; Jacob et al., 

1979). Ceci génère des concatémères, structures complexes composées d’unités génomiques liées bout 

à bout par des liens covalents. Le clivage et l’encapsidation de l’ADN viral sont les étapes au cours 

desquelles les intermédiaires de réplication sont clivés en unités génomiques simples et intégrés dans 

des capsides néoformées. Les capsides sont alors transportées vers la périphérie nucléaire. 

Le trajet suivi par les nucléocapsides pour quitter la cellule sous forme de particules virales 

enveloppées a fait l’objet de multiples discussions. Plusieurs modèles ont été décrits (Mettenleiter & 

Minson, 2006; Wild et al., 2005). Aujourd’hui, l’explication retenue pour décrire la sortie des virions 

est la succession d’étapes d’enveloppement et de désenveloppement des nucléocapsides avant leur 

libération sous forme de virions enveloppés matures dans le milieu extracellulaire (Mettenleiter, 2004; 

Mettenleiter et al., 2009). La première étape d’enveloppement a lieu dans le noyau par 

bourgeonnement des capsides néoformées à la surface interne de la membrane nucléaire. Cette 

première enveloppe temporaire va ensuite fusionner avec la membrane nucléaire externe, larguant 

ainsi les nucléocapsides nues dans le cytoplasme. Celles-ci vont s’associer aux protéines du tégument 

et subir l’enveloppement final par bourgeonnement à partir des vésicules golgiennnes dont les 

membranes contiennent les glycoprotéines des virions matures (Browne et al., 1996; Granzow et al., 

2001; Masse et al., 1999; Smith, 1980). Les particules virales infectieuses résultantes peuvent soit 

rester associées à la cellule dans ces vésicules, soit être libérées par exocytose.   

 

L’infection latente 
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La latence est observée chez tous les herpèsvirus. Elle consiste en l’installation du virus au 

sein des cellules, en l’absence de multiplication virale (Figure 3). L’initiation de l’infection latente se 

déroule comme le début de l’infection productive. Les mécanismes de déclenchement de la latence 

sont peu connus (Flint et al., 2000). Lorsque l’état latent est établi, la transcription des gènes viraux est 

sévèrement réduite. La manière dont la cascade de transcription normale est bloquée ou réduite reste 

un sujet de recherches et de débats. Un faible niveau de transcription des gènes  ou  peut avoir lieu, 

mais est insuffisant pour initier une infection productive. Les alphaherpèsvirus n’expriment que les 

transcrits (LATs pour latency associated transcripts) (Jones, 2003) alors que les beta- et 

gammaherpèsvirus expriment des protéines de latence (Ballestas & Kaye, 2001; Cardin et al., 2009; 

Lee et al., 1999). A l’état latent, le génome viral persiste au sein du noyau sous une forme circulaire 

appelée épisome. Lorsque la cellule infectée latente se divise, l’épisome viral est répliqué en même 

temps que l’ADN génomique de la cellule. Les copies de cet épisome sont distribuées aléatoirement 

entre les cellules filles. Chez les rhadinovirus, ce mécanisme implique la protéine LANA ou ses 

orthologues. Cette protéine est bifonctionnelle : via son extrémité N-terminale, elle se lie à la 

chromatine cellulaire, tandis que son extrémité C-terminale interagit avec différentes séquences situées 

au sein des unités de l’ADN polyrépétitif (prDNA) placé aux extrémités du génome (Griffiths et al., 

2008). Par cette interaction, elle permet l’initiation de la réplication de l’ADN viral par différents 

enzymes cellulaires, ainsi que l’accrochage de l’épisome viral au chromosome cellulaire(Piolot et al., 

2001). Lorsque la cellule se divise, cet accrochage permet de distribuer les épisomes aléatoirement 

entre les cellules filles, mais également d’éviter que ces épisomes ne soient perdus au sein du 

cytoplasme. La protéine LANA du BoHV-4 présente une taille réduite par rapport à ses homologues 

chez les autres gammaherpèsvirus ainsi qu’une absence de domaine central acide. Cependant des 

analyses séquentielles ont montré que les zones où ont été identifiées les principales fonctions de 

LANA semblent être conservées, même au niveau des plus petites pORF73 (Calderwood et al., 2005; 

Fowler et al., 2003; Verma & Robertson, 2003b). 

L’état de latence peut être interrompu à la suite d’un stimulus exogène. Des changements 

dans la physiologie cellulaire peuvent conférer à la cellule la permissivité nécessaire à une infection 

productive. Le génome est alors transcrit plus efficacement et est répliqué; de nouveaux virions sont 

produits. 

Des études récentes ont montré l’existence de miRNA, exprimés durant la latence, au sein 

des trois sous-familles d’herpèsvirus (Pfeffer et al., 2005). Ces miRNA agissent essentiellement en 

faveur du maintien de la latence par la modulation des voies apoptotique cellulaire et immunitaire et 

par répression du cycle viral lytique (Burnside et al., 2006; Cai et al., 2005; Lu et al., 2008; Umbach 

et al., 2008; Wang et al., 2008). 

 

 

2.2.4. Biologie moléculaire : 
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Génome viral 

Le génome du BoHV-4 a récemment été entièrement séquencé (Broll et al., 1999b; 

Zimmermann et al., 2001). La structure du génome du BoHV-4 est de type B (Figure 4). Elle consiste 

en une molécule d’ADN bicaténaire organisée en une longue séquence unique centrale (LUR) 

flanquée à ses extrémités par des séquences répétées et non codantes constituant le prDNA. 

Le prDNA du BoHV-4 consiste en un nombre, déterminé pour chaque souche, d’unités non 

codantes réparties aléatoirement aux deux extrémités du LUR (Broll et al., 1999a; Bublot et al., 1990; 

Ehlers et al., 1985). La taille de ces unités varie de 1450 à 2850 paires de bases (pb) selon les souches 

(Bublot et al., 1990), mais est relativement constante au sein d’une souche virale. Chaque unité de 

prDNA contient elle-même 2 types de séquences répétées : l’une de  200 pb, l’autre de 25 pb. Bien 

que le prDNA ne contienne pas de séquences codantes à proprement parler (Chang & Van Santen, 

1992), il contient des séquences jouant un rôle déterminant dans le clivage des concatémères viraux 

générés lors de la réplication de l’ADN et dans l’encapsidation des unités génomiques monomériques 

ainsi produites. Ces séquences, appelées pac-1 et pac-2, ont été identifiées chez tous les herpèsvirus. 

Elles sont respectivement réparties aux extrémités 5’ et 3’ de chaque unité prDNA et consistent pour 

pac-1 en une séquence riche en thymine (T), adénosine (A), encadrée de motifs cytosine (C), guanine 

(G) et en un motif T pour pac-2 (Broll et al., 1999a). Au vu du mécanisme communément admis 

d’encapsidation « headful » des herpèsvirus, plusieurs auteurs ont postulé que le prDNA jouerait le 

rôle de zone tampon lors de l’encapsidation d’une unité génomique (Broll et al., 1999a; Bublot et al., 

1990; Stamminger et al., 1987). Outre ce rôle, il a été démontré pour d’autres gammaherpèsvirus que, 

lors de la latence, le prDNA servait de zone d’ancrage de l’épisome viral au chromosome cellulaire 

(Collins et al., 2002; Fejer et al., 2003; Grundhoff & Ganem, 2003; Verma & Robertson, 2003b). 

Enfin, à l’image de celle du SaHV-2, l’origine de réplication latente (oriP) du BoHV-4 pourrait se 

trouver au sein du prDNA (Collins et al., 2002). 

Le LUR du BoHV-4 consiste en une séquence de 108.873 pb (déterminée pour la souche 

66-p-347) (Zimmermann et al., 2001) (Figure 5). Au sein de cette séquence, les gènes conservés sont 

regroupés en 5 « blocs » (numérotés de 1 à 5 selon l’orientation 5’ vers 3’) en fonction des similitudes 

d’organisation et d’orientation que les ORFs partagent entre les virus d’un même genre ou d’une 

même sous-famille (Bublot et al., 1992; Bublot et al., 1990; Lomonte et al., 1996; Neipel et al., 1998; 

Nicholas, 2000; Simas & Efstathiou, 1998). Les blocs 1, 2 et 4 regroupent les gènes conservés chez 

tous les Herpesviridae. Ces gènes sont dénommés gènes « core » (Davison, 2002). Ils ont été hérités 

d’un ancêtre commun à tous les herpèsvirus et sont impliqués dans l’assemblage de la capside virale, 

dans la réplication et l’encapsidation de l’ADN, et dans la sortie de la capside hors du noyau. Les 

gènes situés en dehors des blocs 1, 2 et 4, sont des gènes acquis plus récemment lors de l’adaptation 
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d’un genre ou d’une espèce virale, à une niche biologique particulière. Parmi ceux-ci, les blocs 3 et 5 

contiennent des gènes propres aux gammaherpèsvirus. Les zones dites « inter-bloc » (de A à F selon 

l’orientation 5’ vers 3’) renferment des gènes uniques à une ou quelques espèces phylogéniquement 

apparentées. Il s’agit souvent de gènes d’origine cellulaire (Becker, 2000; Holzerlandt et al., 2002) 

(Lomonte et al., 1995; Raftery et al., 2000). Enfin, le LUR contient également une origine de 

réplication fonctionnelle (ori) qui a été localisée sur base de son homologie positionnelle avec 

l’origine de réplication lytique (oriLyt) d’autres gammaherpèsvirus (Hammerschmidt & Sugden, 1988; 

Zimmermann et al., 2001). 

L’analyse de la séquence LUR du BoHV-4 a révélé l’existence d’au moins 79 ORFs 

(Table 2). Parmi ces ORFs, 62 sont homologues à des gènes existants chez le SaHV-2 et/ou le 

HHV-8, alors que 17 semblent être uniques au BoHV-4. Les gènes communs au BoHV-4 et au 

SaHV-2 ont été nommés « ORF1 » à « ORF79 » (la numérotation se rapporte à celle du gène 

homologue dans le génome du SaHV-2). Les gènes uniques au BoHV-4 ont été nommés « Bo1 » à 

« Bo17 » (la numérotation suit l’ordre positionnel dans le génome du BoHV-4 selon l’orientation 

5’ vers 3’). Ces derniers n’ont pas de véritables équivalents chez le SaHV-2 ni, à l’exception de 

Bo5, chez d’autres herpèsvirus.  

Mis à part les gènes impliqués dans la multiplication virale, un grand intérêt est porté aux 

gènes viraux participant à la virulence et aux modulations des interactions virus-hôte. Dans ce 

domaine, la comparaison des génomes du SaHV-2 et d’autres gammaherpèsvirus avec celui du 

BoHV-4 révèle que le contenu génétique de ce dernier est relativement « pauvre ». Certaines ORFs 

du SaHV-2, dont bon nombre d’homologues à des gènes cellulaires, sont absentes chez le 

BoHV-4 : les ORFs 1, 2, 4, 5, 11 à 15, 28, 51, 70, 72 et 74. Les gènes de gammaherpèsvirus 

homologues à des gènes cellulaires sont souvent impliqués dans la croissance ou la survie 

cellulaire, dans le métabolisme nucléotidique ou dans l’immuno-évasion. Selon les connaissances 

actuelles,  le génome du BoHV-4 semble dépourvu de gènes codant pour des cytokines ou des 

récepteurs à cytokines, pour des récepteurs à interleukines (récepteurs couplés aux protéines G) ou 

pour des récepteurs à chimiokines. Le BoHV-4 ne dispose pas de gène codant pour une cycline D 

ou pour une protéine régulatrice du complément. Il est également dépourvu des activités 

déhydrofolate réductase et thymidilate synthase.  

Au vu de ce contenu génétique « pauvre », plusieurs auteurs ont proposé l’utilisation du 

BoHV-4 comme vecteur d’expression. Des sites d’insertion spécifiques ont été déterminés dans des 

régions non essentielles du génome, comme par exemple le gène de la thymidine kinase (Donofrio 

et al., 2002) ou des séquences de la région unique du génome immédiatement adjacentes au prDNA 

(Gillet et al., 2005a).   

 



Chapitre 1  Introduction 

 

28 
 

A ce jour, le BoHV-4 n’a jamais été associé à des désordres lymphoprolifératifs ou à une 

capacité transformante comme c’est le cas pour de nombreux autres gammaherpèsvirus. 

Néanmoins, de plus amples études sont nécessaires pour affirmer que le BoHV-4 n’est pas 

impliqué dans l’un ou l’autre de ces processus. En effet, il a été montré que le BoHV-4 possédait au 

moins deux régulateurs potentiels de la survie cellulaire : une v-Bcl-2 (viral B-cell lymphoma 2) et 

une v-FLIP. Ces gènes interviennent dans l’inhibition de l’apoptose cellulaire, une des étapes 

nécessaires à la transformation cellulaire. Toutefois, deux études ont également montré que le 

BoHV-4 était capable d’induire l’apoptose de cellules permissives à un stade tardif de l’infection 

(Gillet et al., 2005b; Pagnini et al., 2004; Sciortino et al., 2000b). 

Le BoHV-4 contient 17 gènes uniques (Bo1 à 17) (Zimmermann et al., 2001) (Figure 5). 

Ces 17 ORFs n’ont pas fait l’objet d’études avancées jusqu’à présent à l’exception du gène Bo17. 

Le produit d’expression de ce dernier gène est un homologue fonctionnel de la core 2 

-1,6-Nacétylglucosaminyltransférase de type mucinique (C2GnT-M) humaine (Vanderplasschen 

et al., 2000) : une enzyme golgienne appartenant à la famille des 

-1,6-Nacétylglucosaminyltransférases ( 1,6GnTs). Tous les membres de cette famille 

enzymatique sont impliqués dans des processus biologiques majeurs, notamment liés à l’immunité 

et aux différenciations cellulaires et tissulaires (Fukuda, 2002; Tsuboi & Fukuda, 2001). Une étude 

récente a montré que le produit d’expression du gène Bo17 était impliqué dans la modification 

post-traductionnelle de protéines structurales virales sans pour autant être nécessaire à la croissance 

virale in vitro (Markine-Goriaynoff et al., 2004a). Ceci laisse supposer que Bo17 pourrait jouer un 

rôle clé dans la biologie du BoHV-4 in vivo.  

L’analyse phylogénique du gène Bo17 a permis d’estimer que son acquisition est 

survenue il y a approximativement 1,5 millions d’années. Cette observation fait de Bo17 le gène 

d’herpèsvirus d’origine cellulaire le plus récent décrit à ce jour. D’autre part, cette étude a permis 

de démontrer que le gène Bo17 a été acquis non pas d’un ancêtre des bovins domestiques, mais 

bien d’un ancêtre du buffle africain (Markine-Goriaynoff et al., 2003a). Des données récentes ont 

permis de déterminer que l’espèce d’origine de Bo17 était probablement un ancêtre de la sous-

espèce Syncerus caffer caffer provenant de l’Afrique de l’Est (Dewals et al., 2006). Ces données 

peuvent être mises en parallèle avec une étude de Rossiter et al. rapportant que 93,6 % des buffles 

africains sauvages possèdent des anticorps dirigés contre le BoHV-4 et qu’un isolement viral peut 

être réalisé à partir du sang de 25 % de ces animaux (Rossiter et al., 1989). Cette séroprévalence 

extrêmement élevée chez les buffles africains pourrait être due à un avantage sélectif conféré par le 

BoHV-4 aux animaux infectés. Il a en effet été suggéré que les souches africaines de BoHV-4 

pourraient protéger les buffles africains infectés contre la forme africaine du coryza gangreneux, 

une immunopathologie létale provoquée par l’AlHV-1, un rhadinovirus apathogène pour son hôte 

naturel, le gnou (Connochaetes taurinus) (Dewals et al., 2003; Rossiter et al., 1988; Rossiter et al., 
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1989). L’ensemble de ces données suggère que Syncerus caffer caffer devrait être considéré comme 

l’espèce hôte principale du BoHV-4 (Dewals et al., 2006). 

 

BAC cloning 

Par certains aspects, le BoHV-4 représente un candidat séduisant pour son utilisation en 

tant que vecteur viral et il constitue un modèle d’étude accessible pour la biologie de l’infection des 

gammaherpèsvirus. Parmi les quelques caractéristiques qui le distinguent des autres 

gammaherpèsvirus, on peut citer un génome relativement « pauvre » (Zimmermann et al., 2001b) 

permettant  l’insertion de matériel génétique étranger d’au moins 10,5 kb, une propagation aisée en 

culture de cellules ainsi qu’un spectre d’hôtes large in vitro comme in vivo (Thiry et al., 1992a). 

L’infection expérimentale du lapin est possible et donne un profil clinique asymptomatique 

semblable à celui observé chez l’hôte naturel (Thiry et al., 1992a). De plus, le BoHV-4 est capable 

d’établir au sein de certaines cellules, une infection persistante non productive permettant 

l’expression de transgènes pendant des semaines sans affecter la viabilité des cellules infectées 

(Gillet et al., 2004). 

L’avancée de la recherche tant fondamentale qu’appliquée sur les herpèsvirus requiert 

souvent des manipulations génétiques telles que l’insertion de transgènes ou la délétion de certaines 

ORFs. Alors que ces 2 types de modifications peuvent être réalisées par recombinaison homologue 

en cellules eucaryotes (Gillet et al., 2004; Markine-Goriaynoff et al., 2004a), cette approche est 

extrêmement longue et laborieuse au regard de la taille importante du génome des herpèsvirus et de 

leur cinétique de réplication relativement lente (Adler et al., 2003). De plus, avec cette stratégie, 

l’analyse du génome du virus mutant souhaité n’est possible qu’au terme de la procédure 

expérimentale,  révélant seulement à cette dernière étape, les accidents génétiques tels que des 

recombinaisons parasites, des délétions ou des réarrangements. D’autre part, la sélection des 

mutants cibles représente également une manœuvre délicate. Pour pallier l’ensemble de ces 

contraintes, une nouvelle approche pour la construction d’herpèsvirus mutants a été développée. Le 

principe de celle-ci est basé sur le clonage du génome viral sous la forme d’un chromosome 

bactérien artificiel (BAC) dans des cellules d’Escherichia coli (E.coli). Suite au travail de Messerle 

et al. (Messerle et al., 1997) qui a permis le clonage de l’entièreté du génome du cytomégalovirus 

murin en tant que BAC, de nombreux autres herpèsvirus parmi lesquels figure l’EBV (Delecluse et 

al., 1998), le KSHV (Delecluse et al., 2001) et le MuHV-4 (Adler et al., 2000), ont eux aussi été 

BAC-clonés. Cette technique permet le maintien du génome viral en tant qu’unité circulaire dans la 

cellule bactérienne ainsi que sa réplication par le système procaryote. La transfection ultérieure du 

plasmide BAC au sein de cellules eucaryotes assure ensuite la reconstitution du virion infectieux. 

Avec cette méthode, la mutagenèse du génome viral au sein des cellules E.coli en utilisant les 
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fonctions des recombinases procaryotes est possible et permet des manipulations plus aisées du 

génome viral.  

Afin de générer un virus BAC-cloné, le génome viral doit être inséré au sein d’un vecteur 

contenant la cassette BAC. Outre des marqueurs de sélection, cette cassette BAC comporte le 

matériel génétique nécessaire à la réplication du plasmide par le système bactérien et à sa 

distribution au sein des cellules filles, suite à la division cellulaire. La souche V. test du BoHV-4 a 

récemment été BAC-clonée au sein du laboratoire (Gillet et al., 2005a). Cet outil a 

considérablement accéléré les recherches menées sur le BoHV-4 et a ouvert de nouvelles 

perspectives d’utilisation de ce virus en tant que vecteur d’expression pour des transgènes d’intérêt 

(Gillet et al., 2009c). Pour mettre au point cet outil, 2 régions non codantes situées aux extrémités 

de la longue région unique d’ADN ont été sélectionnées pour l’insertion de la cassette BAC, 

encadrée des sites spécifiques loxP. Chacune des insertions a donné lieu, indépendamment, à des 

clones BAC BoHV-4 qui se sont maintenus de manière stable en bactéries et qui ont été capables 

de régénérer des virions infectieux suite à leur transfection en cellules eucaryotes permissives. Ces 

virions reconstitués se répliquent de manière comparable à la souche sauvage parentale tandis 

l’infection de cellules eucaryotes exprimant la recombinase Cre permet l’excision subséquente de 

la cassette BAC.  

 

Glycoprotéines virales  

 Le processus de glycosylation des protéines de cellules eucaryotes a lieu au niveau des 

compartiments du réticulum endoplasmique (RE) et de l’appareil de Golgi (AG). La machinerie de 

glycosylation cellulaire est largement exploitée par les herpèsvirus. Au sein de l’enveloppe virale, il 

existe des protéines transmembranaires qui sont glycosylées. Deux grandes classes 

d’oligosaccharides associés aux protéines sont décrites : les glycans O- et N-liés.  

Les sucres N-liés se fixent aux résidus asparagines (Asn) de la protéine, au niveau d’une 

séquence consensus : Asn-X-sérine/thréonine ou plus rarement Asn-X-cystéine. Ils sont constitués 

d’un noyau pentasaccharidique conservé de trois mannoses (Man) et de deux Nacétylglucosamines 

(NAc) selon l’agencement Man-α1,6-(Man-α1,3)-Man-β1,4-GlcNAc-β1,4-GlcNAc-Asn. Lors de la 

synthèse des protéines destinées à être N-glycosylées, la partie oligosaccharidique d’un précurseur 

(le dolicholdiphosphate) ancré dans la membrane du RE, est ajoutée en « bloc » sur la chaîne 

polypeptidique naissante (Figure 6). Cette partie oligosaccharidique subit une maturation progressive 

au cours de la migration du polypeptide glycosylé au sein des compartiments du RE et de l’AG. Les 

N-glycans forment des structures branchées généralement volumineuses. Les N-glycans sont 

subdivisés en 3 sous classes selon le type de structures additionnées au noyau conservé. Ainsi, on 

distingue, les oligomannoses où seuls des résidus mannoses sont ajoutés au noyau, les sucres 

« complexes » au niveau desquels des « antennes » sont fixées au noyau et enfin, des structures dites 
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« hybrides » composées de résidus mannoses et d’antennes selon une répartition précise. Les 

fonctions des N-glycans sont multiples étant donné qu’ils interviennent dans le folding correct des 

protéines et qu’ils affectent plusieurs de leurs propriétés telles que la solubilité, l’oligomérisation ou 

l’antigénicité. Lors de la maturation des glycoprotéines, les N-glycans servent des « tags » reconnus 

par des enzymes spécifiques pour orienter et ordonner leurs modifications (Helenius & Aebi, 2001).  

Contrairement à l’addition en « bloc » des oligosaccharides N-liés sur les polypeptides, 

l’addition des sucres O-liés se fait de manière séquentielle et ne nécessite pas de séquence consensus. 

Il n’existerait donc pas de précurseur oligosaccharidique, comme observé pour les N-glycans. 

L’étape initiale de la O-glycosylation dans les cellules de mammifères est l’attachement covalent du 

monosaccharide NAc sur les résidus sérine ou thréonine du polypeptide via un lien α1. De manière 

générale, les O-glycans forment des structures avec moins de branchements que celles des N-glycans 

(Van den Steen et al., 1998). Selon l’action de glycosyltransférases spécifiques, les O-glycans se 

diversifient par l’ajout de structures nommées « core » 1, 2, 3 ou 4 (Figure 6) selon la nature du 

monosaccharide et ainsi que celle du lien spécifique (Marth, 1996). Cette biosynthèse a lieu au 

niveau de l’AG. Les O-glycans interviennent eux aussi dans des processus biologiques multiples. Par 

exemple, la O-glycosylation est importante pour la formation des molécules de type « mucines » 

retrouvées en surface de tous les épithéliums tapissés de mucus mais également pour la formation 

des antigènes du système ABO ou encore pour la régulation du développement ou des fonctions du 

système hématopoïétique. 

Outre ces exemples de  rôles spécifiques dans la biologie cellulaire, les O et N-glycans sont 

extensivement exploités au profit de l’infection virale. Ainsi, la présence des glycans permet à 

certains virus de se protéger de la neutralisation par les Ac (Burton et al., 2005; Francica et al., ; 

Wang et al., 2009). A ce titre, les N-glycans représentent des structures volumineuses capables de 

masquer les épitopes conformationnels des protéines virales (Burton et al., 2005; Knossow & 

Skehel, 2006). Par contre, leur présence au niveau de petites glycoprotéines pourrait interférer avec 

les interactions inter-protéiques. A l’inverse, les O-glycans constituant des structures plus petites, ils 

pourraient être plus adaptés pour encadrer des épitopes linéaires tels que ceux retrouvés au niveau de 

l’extrémité N-terminale de nombreuses glycoprotéines virales et dissimuler celles-ci.   

 Les glycoprotéines d’enveloppe des herpèsvirus interviennent dans plusieurs étapes du 

cycle viral. Elles sont responsables de l’attachement du virus sur son/ses récepteur(s) cellulaire(s) et 

de sa pénétration dans les cellules sensibles. Elles induisent la fusion de l’enveloppe virale avec une 

membrane cellulaire. Elles sont également impliquées dans l’enveloppement de la capside virale, 

dans la sortie du virus et dans la propagation de l’infection virale de cellule à cellule. Enfin, certaines 

glycoprotéines virales peuvent perturber les voies de signalisation cellulaire (D'Addario et al., 2001) 

ou encore intervenir dans les processus d’immuno-évasion (Favoreel et al., 2006). On considère 
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généralement qu’il existe 5 glycoprotéines conservées chez tous les herpèsvirus, ayant sans doute des 

fonctions biologiques communes: les glycoprotéines gB, gH, gL, gM et gN (Lake et al., 1998). Les 

autres glycoprotéines traduisent probablement quant à elles des adaptations individuelles aux 

différentes niches écologiques. Comme les autres virus enveloppés, pour entrer au niveau d’une 

cellule cible, les herpèsvirus doivent fusionner la membrane lipidique de leur enveloppe avec celle 

de la cellule. Cependant, à la différence de la plupart des autres virus enveloppés qui utilisent une ou 

deux glycoprotéines pour atteindre cet effet, l’entrée des herpèsvirus requiert au minimum deux ou 

trois glycoprotéines conservées ainsi que dans certains cas, des glycoprotéines additionnelles.  Alors 

que les herpèsvirus se fixent à des récepteurs cellulaires variés, ils utilisent une machinerie de fusion 

virale de base extrêmement conservée. Ce mécanisme de fusion repose sur un noyau formé par gB, 

gH, gL. Suite à leur importance pour l’infection virale, ces glycoprotéines constituent souvent la 

cible majeure des Ac neutralisants. 

Une courte revue des connaissances sur les glycoprotéines conservées des herpèsvirus et 

sur les glycoprotéines additionnelles propres au BoHV-4 est présentée ici. Par ailleurs, concernant 

les spécificités du BoHV-4, une étude antérieure a identifié sur base de virions purifiés, 29 

polypeptides de structures par électrophorèse en gel de polyacrylamide à une dimension (Dubuisson 

et al., 1989a). Ces polypeptides ont été nommés respectivement GVP (gp) ou VP selon leur profil 

glycosylé ou non et numérotés de 1 à 29, du plus lourd au plus léger. Dix d’entre eux, décrits au 

niveau de l’enveloppe virale, sont glycosylés (GVP3, 6, 8, 10, 11, 16, 17, 18, 21 et 29). De 

nombreux anticorps monoclonaux ont été produits pour étudier ces protéines structurales (Dubuisson 

et al., 1992a; Dubuisson et al., 1992b; Dubuisson et al., 1989c). Ces études ont permis la localisation 

d’épitopes neutralisants dans différents domaines des complexes protéiques (Dubuisson et al., 1989a; 

Dubuisson et al., 1990). Malgré l’intérêt considérable de ces informations, la plupart des cibles des 

anticorps monoclonaux (Mab) produits n’ont pas encore été définies avec certitude bien que certains 

aient été utilisés dans le cadre de ce travail. Dans un souci de clarté, les glycoprotéines du BoHV-4 

sont énumérées ici sur base du génome séquencé et des analogies existantes avec les autres 

herpèsvirus. 

 

Glycoprotéines conservées 

 

La glycoprotéine gB est la protéine d’enveloppe la plus conservée au sein des herpèsvirus 

(Backovic et al., 2009; Heldwein & Krummenacher, 2008; Heldwein et al., 2006; Matsuura et al.) et 

est nécessaire à la fusion virale ainsi qu’à la propagation de cellules en cellules. Cependant, gB seule 

est insuffisante pour assurer l’entrée du virion libre ou son passage de cellule à cellule. La plupart de 

herpèsvirus utilisent au moins gH et gL en addition de gB pour ces processus. La seule exception 
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connue à ce jour est l’exemple de l’EBV puisqu’une étude a montré que la fusion de cellules 

épithéliales pouvait être assurée par une protéine gB recombinante présentant une extrémité C-

terminale tronquée et en l’absence de gH et gL (McShane & Longnecker, 2004). La cristallisation de 

l’ectodomaine de la gB de l’HSV-1 a permis de définir sa structure tridimensionnelle et de préciser 

son rôle au cours de l’infection virale (Heldwein et al., 2006). Plus récemment, la définition par 

cristallographie de la gB de l’EBV a mis en évidence les similitudes partagées par ces deux 

homologues ainsi que quelques différences dans l’organisation des domaines et dans le profil 

électrostatique (Backovic et al., 2009). Sur base de ces informations, les caractéristiques majeures de 

gB sont résumées ici.  

La protéine gB est présente au niveau de l’enveloppe virale sous la forme de trimère dont 

chaque protomère est constitué de 5 domaines distincts disposés selon une architecture complexe. De 

multiples contacts entre chaque protomère assurent la stabilité de la molécule (Heldwein et al., 

2006). Présentant les caractéristiques d’une protéine membranaire de type I, gB possède donc une 

ancre transmembranaire hydrophobe près de son extrémité C-terminale tandis que l’ectodomaine 

hydrophile comporte de nombreux sites de N-glycosylation ainsi que le peptide signal (Pertel, 2002). 

De manière inattendue, gB contient deux domaines homologues de la pleckstrine (PH) arrangés en 

tandem. Ainsi l’un deux pourrait interagir au niveau des voies de signalisation cytoplasmiques 

cellulaires en formant un bouclier pour la fixation des lipides phosphatidylinositol. Le deuxième 

domaine, situé au niveau de la portion extracellulaire de la protéine, pourrait fixer des lipides ou 

d’autres molécules partageant des conformations semblables à celles des domaines PH et par 

conséquent, servir de sites d’interaction avec d’autres protéines (Heldwein & Krummenacher, 2008). 

Partageant des caractéristiques communes aux glycoprotéines de fusion de classe I et II, gB a 

récemment été redéfinie comme une glycoprotéine de fusion de classe III, incluant également la 

glycoprotéine G du vesicular stomatitis virus (VSV) (Roche et al., 2007) et celle de la protéine gp64 

du baculovirus (Kadlec et al., 2008). 

La glycoprotéine gB présente des conformations pré- et post-fusion différentes. Par 

analogie avec la glycoprotéine G du VSV, il est probable que la forme cristallisée disponible de la 

protéine corresponde à la conformation dite « post-fusion » (Heldwein & Krummenacher, 2008). Le 

changement de conformation de gB serait induit par la liaison de celle-ci à son récepteur et 

permettrait d’une part, de rapprocher l’enveloppe virale et la membrane de la cellule et d’autre part, 

d’améliorer l’exposition des domaines hydrophobiques nécessaires à l’induction de la fusion. De 

manière intéressante, la gB de l’EBV est particulièrement riche en domaines hydrophobiques 

(Backovic et al., 2007b). Cette particularité pourrait expliquer pourquoi elle est capable d’assurer la 

fusion en l’absence de gH et gL (Backovic et al., 2007a).  
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Un grand nombre des homologues de gB présents au sein des trois sous-familles 

d’herpèsvirus possède un site de clivage précis, reconnu par la protéase cellulaire furine (Baghian et 

al., 2000; Britt & Vugler, 1989; Johannsen et al., 2004; Okazaki, 2007). Dans la particule virale, la 

plupart des molécules de gB semblent être présentes sous leur forme clivée (Backovic et al., 2007b; 

Galdiero et al., 2008; Johannsen et al., 2004; Okazaki, 2007). L’impact de ce clivage de gB sur 

l’infection n’est pas élucidé (Sorem & Longnecker, 2009) puisque ce processus n’a pas d’effet sur la 

réplication de l’herpèsvirus bovin 1, le virus de la maladie d’Aujeszky ou encore le cytomégalovirus 

humain mais pourrait diminuer la propagation virale de cellules en cellules (Kopp et al., 1994) 

(Okazaki, 2007). Une autre étude menée chez l’EBV suggère également que le clivage de gB est 

requis pour assurer la fonction de fusion de cellules en cellules. 

L’extrémité N-terminale de gB (gB-NT) représente une cible pour les Ac chez plusieurs 

herpèsvirus (Akula et al., 2002; Gillet et al., 2006; Holloway et al., 1998; Ohlin et al., 1993). La 

base de la neutralisation par ces Ac  n’est pas claire. gB-NT de l’herpèsvirus simplex a une fonction 

de liaison à l’héparine (Laquerre et al., 1998), celle du KSHV fixe les intégrines (Akula et al., 2002) 

tandis que la neutralisation de gB-NT du MuHV-4 intervient à une étape postérieure à l’attachement 

(Gillet et al., 2006). Chez le MuHV-4, gB-NT semble couvrir et protéger le complexe gH, gL et 

dégage celui-ci pour permettre à la fusion d’avoir lieu à l’abri des Ac. La présence de nombreux O-

glycans portés par cette gB-NT la protège elle-même de l’accès aux Ac (Gillet & Stevenson, 2007a). 

La conservation des sites de O-glycosylation au niveau des séquences des gB-NT des 

gammaherpèsvirus suggère que ce mécanisme d’évasion pourrait être partagé par d’autres virus.  

La glycoprotéine gB du BoHV-4 est encodée par l’ORF8 et est localisée au niveau du 

second bloc de gènes conservés parmi les gammaherpèsvirus. Cette  glycoprotéine, dont la séquence 

nucléotidique est étroitement apparentée à celle des autres rhadinovirus (Goltz et al., 1994), est 

longue de 873 acides aminés (aa). Comme ses homologues, elle est incorporée dans la particule 

virale et présente les caractéristiques d’une glycoprotéine membranaire, de type I (Lomonte et al., 

1997b). Un site de clivage par la furine a également été identifié (Goltz et al., 1994). Sur base de 

western blot réalisés en conditions réductrices ou non, les résultats obtenus ont suggéré que la gB 

mature résulte du clivage protéolytique d’un précurseur en deux unités glycoprotéiques liées 

ensemble par des ponts disulfures. Ces deux sous-unités, correspondant aux parties N et C terminales 

de gB, possèdent de nombreux sites potentiels de O-glycosylation. La digestion de ces polypeptides 

par une « Peptide N-glycosidase F » (PGNase F), spécifique des N-glycans et une analyse par 

western blot subséquente ont par ailleurs confirmé que les deux unités glycoprotéiques subissaient 

des modifications supplémentaires dans l’AG  telle que la N-glycosylation (Lomonte et al., 1997b). 

De plus, la gB-NT du BoHV-4 présente une succession surprenante de sérine-thréonine suggérant 

également l’addition d’abondants O-glycans. Ainsi, en accord avec la masse moléculaire apparente 

(MMA) de 210 kDa obtenue par western blot en conditions non réductrices, les deux sous-unités de 



Chapitre 1  Introduction 

 

35 
 

gB liées par des ponts disulfures pourraient être processées au niveau de l’appareil de golgi pour 

former un hétérodimère O et N-glycosylé (Lomonte et al., 1997b). Ces observations confortent les 

données précédemment décrites par Dubuisson et al. qui ont montré l’association covalente des 

glycoprotéines alors nommées gp10 et gp17 pour former un hétérodimère gp10/gp17 (Dubuisson et 

al., 1989a). 

Les glycoprotéines gH et gL sont associées en un complexe conservé parmi les 

herpèsvirus. Ce complexe, avec gB, est requis pour l’entrée virale et la fusion de cellule à cellule 

(Heldwein & Krummenacher, 2008). Deux études rapportent cependant que l’expression en gène 

isolé de gH /gL induit la formation de syncytia au niveau des cellules transfectées, en l’absence de 

toutes autres protéines virales (Cole & Grose, 2003; Kinzler & Compton, 2005). gH /gL sont 

également des cibles majeures de la neutralisation par les Ac. 

 La récente cristallisation du complexe gH/gL de l’HSV-2(Chowdary et al., 2010), de 

l’EBV (Matsuura et al., 2010) et celle partielle de gH du virus de la maladie d’Aujeszky (Backovic 

et al., 2010) a permis de définir la structure du complexe et de mieux comprendre son rôle au cours 

de l’infection. De plus le caractère conservé de ce complexe suggère des propriétés communes avec 

les autres herpèsvirus (Gillet et al., 2008b; Heldwein & Krummenacher, 2008). gH est une 

glycoprotéine présentant un large ectodomaine et une ancre transmembranaire unique. A l’inverse, 

gL est constituée d’une courte séquence peptidique et ne possède pas de région transmembranaire. Il 

semble donc que la présence de gL à la membrane plasmique de la cellule infectée soit directement 

liée à son association avec gH (Dubin & Jiang, 1995). Cette dépendance est vraisemblablement 

réciproque. En effet, gL semble  essentielle pour le « folding », la présentation de certains épitopes et 

l’acheminement correct de gH au niveau des membranes. En l’absence de gL, gH est le plus souvent 

retenue dans le cytoplasme et n’est pas incorporée dans l’enveloppe virale. Ensemble, gH/gL 

forment une structure de forme allongée, constituée de quatre domaines disposés selon l’axe 

longitudinal de la molécule et adoptant des conformations secondaire et tertiaire propres (Matsuura 

et al., 2010). Le domaine N-terminal est moins bien défini et semble constituer la région la plus 

mobile de l’hétérodimère (Matsuura et al., 2010).  

Le rôle propre de gL est controversé : certains auteurs soutiennent que gL n’agit qu’en tant 

que protéine chaperonne pour gH (Hutchinson et al., 1992) et qu’en l’absence de cette dernière, gL 

est larguée dans le milieu extracellulaire. Le rôle précis de gH /gL dans la fusion reste peu clair. 

Plusieurs études rapportent que gH pourrait avoir un rôle effecteur dans la fusion et agir comme une 

glycoprotéine de fusion de classe I. Différents peptides de fusion ont été proposés au sein de la 

séquence de gH de l’HSV (Galdiero et al., 2005; Gianni et al., 2005) tandis qu’aucun domaine 

fusogénique n’a été identifié chez gL suggérant un rôle indirect dans la fusion (Gillet et al., 2008b). 

Des études récentes ont quant à elles suggéré que le complexe gH/gL agissait essentiellement en tant 
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que régulateur de l’activation de gB (Chowdary et al., ; Hutt-Fletcher, 2007; Matsuura et al., ; Wu & 

Hutt-Fletcher, 2007). Des investigations fonctionnelles et structurelles plus approfondies sont 

nécessaires pour préciser le rôle de gH/gL au cours de la fusion (Heldwein & Krummenacher, 2008).  

Des études récentes chez le MuHV-4 ont soulevé quelques particularités au niveau du 

complexe d’entrée gH/gL. Tout d’abord, chez le MuHV-4, à l’inverse d’autres gammaherpèsvirus, 

un virus mutant délété pour gL est capable d’incorporer gH au niveau de son enveloppe et de 

demeurer infectieux (Gillet et al., 2007b). Ainsi, gB et gH sont associées constitutivement et 

indépendamment de gL via des interactions intrarmembranaires (Gillet & Stevenson, 2007b). Les 

virions délétés pour gL présentent une atténuation par rapport au virus sauvage et montrent un déficit 

d’attachement aux fibroblastes. Ce déficit est dû au fait que le complexe gH/gL fixe les 

glycosaminoglycans (GAGs) de la surface cellulaire alors que gH seule en est incapable (Gillet et al., 

2008a; Gillet et al., 2007b). De plus, gH subit un changement de conformation nécessaire à la fusion 

au sein des endosomes tardifs, suite à la dissociation de gL. Lorsque le virion est délété en gL, il 

semble que gB et gH adoptent leur conformation secondaire prématurément, induisant alors une 

libération précoce des capsides et une diminution du pouvoir infectieux (Gillet et al., 2009a; Gillet et 

al., 2008b). Dès lors une fonction importante de gL pourrait être la régulation de la conformation de 

gB et gH menant à la fusion des membranes. Ce mécanisme complexe de fusion, médié par gB et gH 

au sein des endosomes tardifs, pourrait protéger les épitopes essentiels, des anticorps neutralisants. 

La machinerie de fusion de l’EBV présente quant à elle un niveau de complexité 

supplémentaire. En effet, ce virus utilise des mécanismes d’entrée différents au niveau des cellules 

épithéliales et au niveau des lymphocytes B. Pour ces deux types cellulaires, les composants gB, 

gH/gL sont nécessaires à la fusion ; cependant l’infection des lymphocytes B requiert une protéine 

additionnelle, la glycoprotéine gp42, fixant les molécules human leucocyte antigen (HLA) de classe 

II (Hutt-Fletcher, 2007). La glycoprotéine gp42 présente plusieurs sites d’interactions protéiques 

(Mullen et al., 2002) et se complexe avec l’hétérodimère gH/gL via sa région N-terminale (Kirschner 

et al., 2006; Kirschner et al., 2009). 

Les homologues de gH et gL chez le BoHV-4 ont été caractérisés (Lomonte et al., 1997a). 

L’ORF22 encodant gH est composée de 2121 nucléotides et génère une protéine de 706 aa de masse 

MMA de 81,5 kDa. Seize sites potentiels de N-glycosylation sont présents sur la séquence qui 

possède un profil d’hydrophobicité caractéristique d’une glycoprotéine de type I. L’ORF47 encodant 

gL a une longueur de 420 nucléotides, forme une protéine de 139 aa et possède une MMA de 15,8 

kDa. Six sites potentiels de N-glycosylation se retrouvent au sein de la séquence. L’analyse de la 

structure secondaire de la protéine n’a pas mis en évidence de séquence potentielle d’ancrage. La 

détection par western blot de ces deux protéines sur viron a mis en évidence deux produits de 110 et 

50-65 kDa correspondant respectivement à gH et gL. Un western blot réalisé sur cellules infectées a 
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mis en évidence un précurseur supplémentaire de gL de 31-35 kDa. La différence entre masses 

théoriques et masses apparentes s’explique par la N-glycosylation des précurseurs de ces protéines. 

Les différentes bandes obtenues pour gL pourraient être une conséquence de l’addition de N mais 

aussi de O-glycans (Lomonte et al., 1997a). Le traitement de ces glycoprotéines à la PGNase F a 

permis de confirmer la N-glycosylation. La formation du complexe gH/gL, décrit chez les autres 

herpèsvirus, a également été démontrée pour le BoHV-4 par co-immunoprécipitation des deux 

glycoprotéines. 

gM et gN sont deux autres glycoprotéines conservées au sein des herpèsvirus et semblent 

importantes à différents niveaux du cycle viral dans les trois sous-familles. Peu d’informations sur 

leur rôle précis sont cependant disponibles. gM est une glycoprotéine de type III contenant de 

multiples domaines transmembranaires (six à huit) (Dijkstra et al., 1996; Jons et al., 1998; MacLean 

et al., 1993; May et al., 2008; Osterrieder et al., 1996; Wu et al., 1998). Certains auteurs ont suggéré 

que ces régions transmembranaires pourraient permettre le passage d’ions au travers de la membrane 

plasmique ou agir comme récepteur multiple pour différents ligands (Singer, 1990). Alors que les 

gMs chez les alphaherpèsvirus ne sont pas essentielles pour la réplication virale, à l’exception du 

virus de la maladie de Marek (Tischer et al., 2002), leur absence induit un défaut de croissance 

(Dijkstra et al., 1998; Dijkstra et al., 1996; Osterrieder et al., 1996). Chez plusieurs virus de sous-

familles différentes comme le cytomégalovirus humain (Krzyzaniak et al., 2007) ou le MuHV-4 

(May et al., 2008), gM adresse des signaux de trafic intracellulaire essentiels pour l’assemblage de la 

particule virale. Chez l’HSV-1 et l’EHV-1, cette glycoprotéine pourrait intervenir dans la pénétration 

du virus et dans le passage du virus de cellules en cellules (Davis-Poynter et al., 1994; Osterrieder et 

al., 1996). En conséquence, gM semble jouer des rôles distincts au sein des herpèsvirus. Certaines 

caractéristiques sont cependant partagées. Ainsi, chez un grand nombre d’herpèsvirus, gM forme un 

complexe avec d’autres protéines virales dont gN. gN est requise pour l’acheminement de gM vers 

l’AG ou vers d’autres compartiments lors de l’assemblage puis la sortie des virions (Koyano et al., 

2003; Lake et al., 1998; Mach et al., 2005). gM et gN sont liées par un pont disulfure (Jons et al., 

1998; Koyano et al., 2003; Mach et al., 2005) tandis que d’autres interactions non covalentes 

peuvent également intervenir (Mach et al., 2005). Une étude  récente chez le VZV a montré que gM 

était massivement glycosylée et intervenait dans la propagation du virus de cellules en cellules 

(Yamagishi et al., 2008). De plus, d’autres auteurs ont mis en évidence chez ce même virus que le 

gène codant pour gM générait 4 transcrits différents par un phénomène d’épissage alternatif et que la 

gM transmembranaire décrite jusqu’alors dérivait du transcrit non épissé. Selon cette étude, certains 

acides aminés de la protéine sont indispensables à la formation du complexe avec gN et à son folding 

correct en surface membranaire (Sadaoka et al., 2010).  
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Chez le BoHV-4, très peu d’informations sont disponibles sur gM et gN. gM est une 

protéine de 369 aa encodée par l’ORF39. gN elle, est encodée par l’ORF53 et est composée d’une 

séquence peptidique de 90 aa. 

Outre les 5 glycoprotéines conservées chez tous les herpèsvirus, de nombreuses autres 

existent et peuvent être spécifiques d’une sous-famille, d’un genre voire même d’un virus particulier. 

Toutes les glycoprotéines du BoHV-4 n’ont pas été caractérisées en détail. Sur base du génome et 

des éléments décrits pour les autres gammaherpèsvirus, une courte présentation des glycoprotéines 

additionnelles du BoHV-4 est résumée ici.  

 

 

 

Glycoprotéines additionnelles 

Outre, gB, gH, gL, gM et gN, trois glycoprotéines additionnelles potentielles sont décrites 

chez le BoHV-4. Il s’agit de l’ORF27, de l’ORF58 et de l’ORF51.  

Décrite chez le MuHV-4 mais aussi chez l’EBV et le KSHV, l’ORF27  est conservée chez 

les gammaherpèsvirus et encode une protéine massivement glycosylée, exprimée en surface des 

cellules. Cette glycoprotéine, gp48 chez le MuHV-4, semble directement contribuer à la 

dissémination du virus depuis les cellules supportant l’infection lytique, vers les cellules non 

infectées. In vivo, un mutant délété pour l’ORF27 montre une réduction de l’infection lytique au sein 

des organes cibles (May et al., 2005). Le BoHV-4 possède une ORF27 encodant une protéine 

hypothétique de 212 acides aminés. Cette protéine pourrait également intervenir au niveau de la 

propagation virale de cellules en cellules. 

L’ORF58 du MuHV-4 encode une protéine comportant de multiples domaines 

transmembranaires dont le rôle semble être étroitement lié à la présence de gp48.  En effet, l’absence 

de gp48 induit la séquestration du produit de l’ORF58 (pORF58) au sein des compartiments du RE 

et de l’AG tandis que les deux protéines, ensemble, forment un complexe impliqué dans la 

propagation virale de cellules en cellules. Le mécanisme d’action de ces deux protéines reste peu 

clair. Alors que le rôle de pORF58 pourrait être simplement le folding correct de gp48, ces produits 

participent tous deux aux réarrangements de l’actine cellulaire assurant la propagation du virus d’une 

cellule à l’autre (Gill et al., 2008). L’ORF58 est identifiée au sein de la séquence du BoHV-4 et 

encode une protéine hypothétique de 350 aa. 
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Enfin, l’ORF51 du MuHV-4, à l’origine de la glycoprotéine d’enveloppe gp150, est 

l’homologue du gène Bo10 du BoHV-4. Ce dernier représentant le centre des recherches menées au 

cours de cette thèse, une section particulière lui est consacrée ainsi qu’à ces homologues caractérisés 

chez les autres gammaherpèsvirus. 

 

 

 

 

 

 

 

3. Le gène Bo10 et ses homologues positionnels chez les gammaherpèsvirus 

 

3.1.1. Bo10 

 

Parmi les 17 ORF particulières au BoHV-4, le gène Bo10, anciennement nommé BORFD1, 

présente des caractéristiques intéressantes. En effet, situé à l’extrémité droite du génome (Figure 5), 

entre les ORF50 et 52 (Zimmermann et al., 2001b), ce gène représente l’homologue positionnel du 

gène BLLF1 de l’EBV encodant la glycoprotéine d’enveloppe gp350/220. De plus, constitué de deux 

exons séparés par un intron, Bo10 encode une succession surprenante de sérines et thréonines 

constituant des sites potentiels de O-glycosylation. Le BoHV-4 semble exploiter extensivement le 

processus de glycosylation. En effet, outre l’existence potentielle d’un squelette représenté par Bo10 

portant des sucres O-liés, le BoHV-4 possède l’enzyme C2GnT-M produite par le gène Bo17. Alors 

que Bo17 a fait l’objet de plusieurs études (Dewals et al., 2005; Markine-Goriaynoff, 2001; 

Markine-Goriaynoff et al., 2003a; Markine-Goriaynoff et al., 2004a; Vanderplasschen et al., 2000) 

qui ont suggéré son importance pour l’infection du BoHV-4, le gène Bo10 n’avait pas encore fait 

l’objet de caractérisation avancée et pourrait jouer un rôle clé dans l’évasion de la réponse immune. 

Tous les gammaherpèsvirus décrits présentent un homologue du gène Bo10. Chez l’EBV, cet 

homologue est le gène BLLF1. Chez le KSVH, l’homologue est représenté par le gène K8.1 

encodant K8.1A, par l’ORF51 chez l’herpèsvirus saimiri et par le gène M7 encodant la glycoprotéine 

gp150 chez le MuHV-4. 
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3.1.2. EBV gp350/220 

 

Alors que le complexe gB, gH, gL, étroitement conservé au sein de la famille des 

Herpesviridae, constitue un élément clé dans le mécanisme de fusion des gammaherpèsvirus (Herrold 

et al., 1996; Molesworth et al., 2000; Pertel et al., 1998), d’autres protéines accessoires interviennent 

également. La fonction de ces dernières reste cependant peu claire. Parmi celles-ci, la glycoprotéine 

gp350/220 de l’EBV, encodée par le gène BLLF1, est la mieux étudiée. Massivement glycosylée, 

gp350 présente potentiellement 30 sites de N- et 140 sites de O-glycosylation (Serafini-Cessi et al., 

1989). Représentante majeure de l’enveloppe virale, la glycoprotéine gp350/220 est désignée de cette 

façon suite au phénomène d’épissage alternatif du gène BLLF1, générant une protéine de 350 ou de 

220 aa. Ces deux produits possèdent une ancre transmembranaire et constituent le ligand du récepteur 

au composant C3d du complément, le récepteur CD21 ou CR2 (complement receptor 2), présent en 

surface des lymphocytes B (Fingeroth et al., 1984; Nemerow et al., 1987; Nemerow et al., 1985; 

Tanner et al., 1987). Fortement immunogène, gp350 est une cible pour les Ac neutralisant l’infection 

des lymphocytes B (Thorley-Lawson & Poodry, 1982). De plus, une protéine gp350 recombinante 

soluble est capable de saturer les récepteurs CD21 et donc d’inhiber l’infection des cellules CD21 

positives (Maruo et al., 2001), démontrant par là, le rôle clé de cette glycoprotéine dans l’adsorption 

de l’EBV. Par ailleurs, des virus mutants déficients en gp350 sont pauvrement infectieux pour les 

lymphocytes B (Janz et al., 2000; Shannon-Lowe et al., 2006). Ces caractéristiques expliquent 

pourquoi gp350 représente un candidat intéressant pour des stratégies vaccinales ciblées. Cependant, si 

les Ac anti-gp350 neutralisent l’infection des lymphocytes B, ces mêmes Ac améliorent au contraire 

l’infection des cellules épithéliales CD21 négatives (Turk et al., 2006). Ce paradoxe est expliqué par la 

différence entre le mécanisme d’attachement du virus au niveau des lymphocytes B et au niveau des 

cellules épithéliales (Hutt-Fletcher, 2007).  

Au niveau des lymphocytes B, les multiples molécules de gp350/220 de l’enveloppe virale 

agrègent les récepteurs CD21 au niveau de la membrane plasmique, provoquant ensuite l’endocytose 

du virus puis sa fusion avec l’enveloppe de l’endosome à faible Ph  (Hutt-Fletcher, 2007; Nemerow & 

Cooper, 1984; Tanner et al., 1987). En surface des lymphocytes B, la portion extracellulaire du 

récepteur CD21 est constituée d’une répétition de courtes séquences consensus donnant au récepteur 

une certaine flexibilité (Weisman et al., 1990). Le processus d’attachement positionne initialement 

l’EBV à approximativement 50 nm de la surface cellulaire (Nemerow & Cooper, 1984). Cependant, la 

partie flexible du récepteur CD21 ainsi que la possibilité d’un changement d’attachement de gp350 à 

gp220 pourraient contribuer à rapprocher le virus de la membrane cellulaire (Hutt-Fletcher, 2007). Le 

CD21 est également associé à différents complexes protéiques impliqués dans les voies de 

signalisation cellulaires (Sinclair & Farrell, 1995; Sugano et al., 1997). L’agrégation des CD21 

pourrait de plus déclencher un signal déterminant l’endocytose de virions attachés.  
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Au contraire, l’infection des cellules épithéliales est indépendante des récepteurs CD21.  Au 

moins trois mécanismes d’attachement différents ont été proposés pour l’infection des cellules 

épithéliales (Hutt-Fletcher, 2007). Le premier repose sur la fixation d’IgA anti-gp350 au récepteur 

basolatéral des cellules (Sixbey & Yao, 1992), le deuxième implique les glycoprotéines gH, gL 

pouvant servir de ligands potentiels (Molesworth et al., 2000; Oda et al., 2000), le troisième suppose 

l’interaction entre une autre glycoprotéine de membrane encodée par l’ORF BMRF2 et des intégrines 

(Tugizov et al., 2003).  

 L’exposition de la gp350 en surface du virus semble avoir un effet inhibiteur pour 

l’infection des cellules épithéliales tandis que des Ac anti-gp350 améliorent l’efficacité de cette même 

infection (Turk et al., 2006). Cet effet n’est pas expliqué par la liaison des récepteurs Fc des Ac anti 

gp350 mais peut être bien par le déplacement de gp350 en surface de l’enveloppe suite à la fixation 

des Ac. La salive de patients EBV séropositifs produit le même effet qui peut être reversé par la 

déplétion de la salive en Ac. L’interprétation donnée de ces résultats est que la présence de gp350/220 

en abondance en surface du virus pourrait empêcher l’accès d’autres protéines essentielles à la surface 

cellulaire (Hutt-Fletcher, 2007). De plus, la coculture de lymphocytes B et de cellules épithéliales 

améliore significativement l’efficience de l’infection de ces cellules épithéliales par l’EBV (Imai et al., 

1998). L’investigation de ce phénomène a suggéré un transfert du virus des lymphocytes B en 

l’absence d’infection ou d’internalisation du virus, vers les cellules épithéliales (Shannon-Lowe et al., 

2006). Les auteurs de cette étude ont également suggéré que l’interaction de gp350/220 avec le 

récepteur CD21 pourrait dégager des composants de l’enveloppe virale nécessaires à la fusion.   

.  

3.1.3. KSHV K8.1.A. 

 

L’ORF K8.1 du KSHV est située entre l’ORF K8 et l’ORF52, selon une position semblable à 

celle identifiée pour le gène BLLF1 de l’EBV. La caractérisation de la transcription de ce gène par 

isolement de l’ARN de cellules de « lymphome associé aux cavités du corps » (BCBL) stimulées par 

du tetradecanoyl phorbol acetate (TPA), a permis d’identifier différents transcrits. En effet, un 

phénomène d’épissage alternatif ainsi que l’existence de plusieurs sites donneurs d’épissage génèrent 

trois transcrits différents. Le premier, désigné par le terme K8.1 γ (Raab et al., 1998) correspond au 

transcrit non épissé. L’analyse de la séquence a révélé la présence d’un peptide signal potentiel au 

niveau de l’extrémité N-terminale ainsi que 5 sites de N-glycosylation potentiels. Cependant, aucune 

séquence correspondant à une ancre transmembranaire n’a été mise en évidence (Chandran et al., 

1998). Les deux autres transcrits sont générés suite à un phénomène d’épissage alternatif dépendant du 

même site accepteur d’épissage mais de deux sites donneurs  distincts. Selon les études, ces transcrits 

sont nommés K8.1A et K8.1B (Chandran et al., 1998) ou respectivement K8.1 β et K8.1α (Raab et al., 
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1998). Les deux transcrits possèdent les mêmes extrémités N et C-terminales et encodent une région 

transmembranaire potentielle générée par l’épissage ainsi que de nombreuses sérine/thréonine, sites 

potentiels de O-glycosylation (Raab et al., 1998).  

L’ADN complémentaire (cDNA) nettement prédominant est K8.1A (K8.1 β). Ce cDNA 

encode un produit de 228 aa d’une masse moléculaire prédite de 25 kDa, possède quatre sites de N-

glycosylation (Zhu et al., 1999) et présente les caractéristiques d’une glycoprotéine de type I. Le 

cDNA le plus court, K8.1B (K8.1α) subit par l’épissage une délétion respectant le cadre de lecture 

(Chandran et al., 1998). Ce cDNA génère un produit de 167 aa d’une masse moléculaire prédite de 

18,6 kDa, présente trois sites de N-glycosylation et constitue lui-aussi une glycoprotéine membranaire 

de type I. La production d’un Ac monoclonal spécifique de la séquence commune des deux produits a 

permis la mise en évidence de deux glycoprotéines de masses moléculaires apparentes de 42-64 kDa 

ou de 35-37 kDa à partir de cellules BCBL infectées (Wu et al., 2000). L’incorporation de 

glucosamine radioactive a révélé que ces deux glycoprotéines étaient fortement glycosylées. Il est 

probable que le produit de 42-64 kDa dérive du transcrit K8.1A et celui de 35-37 kDa de K8.1B (Wu 

et al., 2000). Une autre étude a démontré que ces deux glycoprotéines étaient associées à l’enveloppe 

virale et que la forme K8.1A purifiée à partir de cellules BCBL infectées était prédominante. Par 

ailleurs, la digestion par différentes glycosidases a révélé que ces protéines contenaient de nombreux 

sucres O- et N-liés (Zhu et al., 1999). Fortement immunogènes, les glycoprotéines K8.1 A et B sont 

massivement reconnues par les sera de patients KSHV positifs et peuvent servir de marqueurs 

sérologiques pour diagnostiquer l’infection (Chandran et al., 1998; Li et al., 1999; Raab et al., 1998). 

De nombreuses études se sont penchées sur le ou les rôle(s) joué(s) par K8.1A au cours de 

l’infection virale et ont mis en évidence l’implication de cette protéine dans des mécanismes divers. 

Plusieurs observations ont suggéré que K8.1A intervenait dans les évènements précoces de 

l’attachement du KSHV. En effet, même si cette glycoprotéine d’enveloppe n’est pas essentielle pour 

l’infection de cellules 293T (Luna et al., 2004), plusieurs études ont démontré qu’elle interagissait 

avec les HS de la surface des cellules épithéliales (Wang et al., 2001b) et que l’héparine soluble 

bloquait l’infection des cellules endothéliales (Birkmann et al., 2001). Si ces résultats montrent une 

implication de K8.1A dans l’attachement du virus, cela ne signifie pas pour autant que cette protéine 

est essentielle pour cette étape. En effet, l’utilisation d’une protéine recombinante K8.1A soluble ou 

d’Ac monoclonaux dirigés contre K8.1A, ne permet pas d’inhiber l’infection des cellules 

endothéliales. Cette donnée suggère une certaine redondance dans les mécanismes d’attachement du 

KSHV (Birkmann et al., 2001). De plus, des études récentes ont démontré que K8.1A pouvait activer 

des voies de signalisation cellulaire spécifiques  telles que les voies « extracellular signal-regulated 

kinase 1 and 2 » ou encore l’induction de l’expression d’interféron β (Sharma-Walia et al., 2005; 

Sharma-Walia et al., 2004).  
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Malgré les nombreuses études consacrées au gène K8.1 du KSHV, les fonctions de ce 

dernier restent à préciser davantage. Ainsi, parmi les questions à éclaircir, il serait intéressant de 

comprendre pourquoi le virus a développé un phénomène d’épissage alternatif ainsi que de déterminer 

les rôles respectifs des différents produits dérivés de K8.1. 

 

3.1.4.  MuHV-4 gp150 

 

Le MuHV-4 représente un modèle plus accessible pour étudier les fonctions et 

caractéristiques des glycoprotéines virales. L’homologue positionnel de BLLF1 et K8.1 chez le 

MuHV-4 est représenté par le gène M7 encodant la glycoprotéine gp150. Comme ses orthologues, 

cette protéine est incorporée dans l’enveloppe virale et présente les caractéristiques d’une 

glycoprotéine de type I. Avec une masse moléculaire prédite est de 47,4 kDa, elle montre pourtant une 

MMA de 150 kDa. Cette différence est probablement expliquée par une glycosylation massive. En 

effet, l’analyse de la séquence peptidique de gp150 a révélé 3 sites potentiels de N-glycosylation et 98 

sites potentiels de O-glycosylation (Stewart et al., 1996). Fortement immunogène, gp150 avait été 

proposée comme cible potentielle pour les Ac neutralisants (Stewart et al., 1996). Cependant, si une 

vaccination avec gp150 semble inhiber l’infection lytique, cette stratégie ne permet pas d’éliminer le 

virus et n’induit qu’une faible réduction de la quantité de virus à l’état latent (Stewart et al., 1999). 

Des investigations plus récentes ont démontré que gp150 représentait une cible immunodominante 

(Gillet et al., 2007c) mais que les Ac générés à son encontre n’étaient pas neutralisants. Au contraire, 

ces mêmes Ac semblent faciliter l’infection des cellules macrophagiques par leur liaison aux 

récepteurs Fc présents au niveau de ces cellules (Rosa et al., 2007). Une étude in vivo réalisée chez la 

souris avec un virus recombinant délété pour le gène M7, a mis en évidence que l’infection des 

cellules épithéliales par le MuHV-4 était un processus complexe, dépendant de plusieurs étapes 

successives au cours desquelles intervenait gp150. Cette étude a montré que la colonisation de l’hôte 

infecté était relativement indépendante de gp150 et a suggéré une possible intervention de gp150 dans 

la libération des virions néo-formés par interaction avec les GAGs de la surface cellulaire (de Lima et 

al., 2004). Alors que gp150 n’interagit qu’avec une affinité faible avec les GAGs, le phénotype du 

mutant délété pour gp150 a souligné l’importance de cette interaction (de Lima et al., 2005; Gillet et 

al., 2007a; Gillet et al., 2008a; Gillet et al., 2009b). En effet, alors que l’infection par le MuHV-4 est 

étroitement dépendante des HS, le mutant délété pour gp150 n’est plus soumis à cette même 

dépendance. La prévention assurée par gp150 vis-à-vis d’une infection indépendante des héparans 

sulfate (HS) pourrait contribuer à l’évasion des Ac.  
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Objectifs  
 

 

 

Les données de la littérature décrites lors de l’introduction ont souligné d’une part, 

l’importance que les gammaherpèsvirus constituent pour la médecine humaine et vétérinaire et d’autre 

part, la difficulté du contrôle de leur infection. En effet, ces virus ont co-évolué avec leur hôte pour 

échapper à la neutralisation par les Ac spécifiques. Cependant, la clé du succès de toute vaccination 

anti-virale repose, entre autres, sur la formation à long terme d’Ac neutralisants (Hangartner et al., 

2006b). A cette fin, préciser comment agissent les différentes glycoprotéines des gammaherpèsvirus 

impliquées dans l’entrée, constitue une première étape importante. Tous les gammaherpèsvirus 

encodent une glycoprotéine accessoire, homologue de la glycoprotéine gp350 de l’EBV. Ces 

glycoprotéines intervenant souvent dans l’attachement viral, elles constituent potentiellement des 

cibles de la neutralisation par les Ac.  

 

Malgré l’intérêt majeur accordé aux gammaherpèsvirus humains, leur croissance difficile in 

vitro et l’absence de modèle d’infection accessible in vivo, limitent considérablement l’investigation 

de leurs mécanismes d’immunoévasion. Représentant un modèle d’étude bien établi de la biologie de 

l’infection des gammaherpèsvirus, le BoHV-4 nous permet d’adresser plus facilement ces questions 

fondamentales. L’objectif de ce travail fut donc de mettre en évidence le rôle du gène Bo10, 

homologue du gène encodant la glycoprotéine gp350 de l’EBV, au cours du cycle viral. 

 

Quatre études originales ont été menées autour de cette thématique. Par analogie avec gp350 

et ses orthologues, le premier but de ce travail fut d’investiguer une fonction de Bo10 dans 

l’attachement du virus et dans l’orientation de son tropisme. Ensuite, le rôle de ce gène dans l’évasion 

de la neutralisation par les Ac spécifiques a été étudié. Dans ce contexte, ce travail s’est interessé à 

l’importance des glycans pour l’infection virale et a analysé les interactions que ces glycans 

entretiennent avec le système immunitaire. Une troisième partie a exploré la capacité de neutralisation 

du BoHV-4 par les Ac naturels du sérum humain et a investigué les composants viraux cibles de cette 

neutralisation. Enfin, sur base des informations disponibles pour le KSHV, une dernière étude, en 

cours, s’est attachée à caractériser plus en details, le profil de transcription du gène Bo10.  

 

 

 



3.

Section expérimentale



Chapitre 3  Section expérimentale - Etude 1 

 

48 
 

Préambule 

 

Les gammaherpèsvirus constituent l’archétype des virus persistants et représentent un intérêt 

majeur pour la communauté scientifique. Ils ont développé un cycle d’infection élaboré, leur 

permettant d’échapper à la neutralisation par les Ac spécifiques de l’hôte. Pour améliorer le contrôle 

de leur infection, il est nécessaire de connaître avec précision les détails de leur mécanisme d’entrée au 

sein des cellules cibles. Les gammaherpèsvirus, comme les herpèsvirus en général, utilisent un 

complexe de fusion conservé, composé des glycoprotéines gB, gH, gL. Cependant, des protéines 

accessoires sont présentes également et leur rôle dans la biologie de l’infection reste imprécis. Parmi 

ces glycoprotéines additionnelles, figure la glycoprotéine majeure de l’enveloppe de l’EBV, 

gp350/220. Représentant une cible de la neutralisation de l’infection des lymphocytes B, gp350 est 

proposée comme un candidat potentiel pour des stratégies vaccinales anti-EBV. Cependant, les Ac 

anti-gp350 augmentent l’efficacité de l’infection des cellules épithéliales. Aussi, les interactions entre 

cette glycoprotéine, les Ac et les cellules cibles méritent d’être éclaircies davantage. Le gène Bo10 du 

BoHV-4 est l’orthologue du gène à l’origine de gp350. La caractérisation de celui-ci constitue un 

modèle accessible pour l’étude de gp350 et de ses homologues, au sein des gammaherpèsvirus. 
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All gammaherpesviruses encode a glycoprotein positionally homologous to the Epstein-Barr virus gp350 and
the Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) K8.1. In this study, we characterized the positional
homologous glycoprotein of bovine herpesvirus 4 (BoHV-4), encoded by the Bo10 gene. We identified a 180-kDa
gene product, gp180, that was incorporated into the virion envelope. A Bo10 deletion virus was viable but
showed a growth deficit associated with reduced binding to epithelial cells. This seemed to reflect an interaction
of gp180 with glycosaminoglycans (GAGs), since compared to the wild-type virus, the Bo10 mutant virus was
both less infectious for GAG-positive (GAG�) cells and more infectious for GAG-negative (GAG�) cells.
However, we could not identify a direct interaction between gp180 and GAGs, implying that any direct
interaction must be of low affinity. This function of gp180 was very similar to that previously identified for
the murid herpesvirus 4 gp150 and also to that of the Epstein-Barr virus gp350 that promotes CD21� cell
infection and inhibits CD21� cell infection. We propose that such proteins generally regulate virion
attachment both by binding to cells and by covering another receptor-binding protein until they are
displaced. Thus, they regulate viral tropism both positively and negatively depending upon the presence
or absence of their receptor.

Many viruses use a single glycoprotein for both cell binding
and membrane fusion. Herpesviruses are more complex. Three
proteins—gB, gH, and gL—form a core fusion machinery con-
served in the Alpha-, Beta-, and Gammaherpesvirinae subfam-
ilies (21). Most herpesviruses also encode at least one addi-
tional receptor-binding protein that is more specific for a given
virus subfamily. For example, herpes simplex virus first at-
taches to cells by gB or gC binding to the heparan sulfate
moieties of the cell surface proteoglycans. gD must then bind
for fusion to occur (47).

Our understanding of gammaherpesvirus glycoprotein func-
tions is more limited. This is due to the fact that the human
gammaherpesviruses Epstein-Barr virus (EBV) and Kaposi’s
sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) show limited lytic
growth in vitro. Nevertheless, understanding how viral glyco-
proteins function is important for vaccination and for the de-
velopment of neutralizing antibodies. While gB, gH, and gL
are probably the key partners of the gammaherpesvirus mem-
brane fusion machinery (22, 39, 41), the function of accessory
entry proteins is less clear. EBV gp350/220 is a highly glycosyl-
ated membrane protein that adopts its 2 differently sized forms

by alternative splicing (23). It is the most abundant protein in
the virion envelope, binds to complement receptor 2 (CD21)
on B cells (40, 49), and is a target for antibodies that neutralize
B cell infection (53). Soluble recombinant gp350 can also in-
hibit EBV infection of CD21-positive (CD21�) cells (36). EBV
lacking gp350/220 is poorly infectious for B cells (24, 46) yet
infects CD21-negative (CD21�) epithelial cells better than the
wild-type virus does (46). Virions treated with some antibodies
against gp350/220 also show enhanced epithelial cell infection
(54). The KSHV positional homolog of gp350/220, K8.1, also
has 2 alternatively spliced forms (5). Both bind to cell surface
heparan sulfate (HS) (2) and are thought to be involved in the
initial steps of virion attachment. However, as for EBV gp350/
220, K8.1 is dispensable for viral entry (33).

The difficulties of manipulating EBV and KSHV make re-
lated animal gammaherpesviruses important tools for deduc-
ing viral gene functions and their place in pathogenesis. Two
of the best-established experimental models are provided by
murid herpesvirus 4 (MuHV-4) and bovine herpesvirus 4
(BoHV-4). BoHV-4 infects healthy cattle worldwide and cattle
with a variety of diseases (50). It readily propagates in cell
culture and replicates in a broad range of host species both in
vitro and in vivo. Recent viral genome sequencing (60) and
bacterial artificial chromosome (BAC) cloning (12) have en-
hanced its value as an experimental model.

The positional homologs of K8.1 are M7 in MuHV-4, en-
coding gp150, and Bo10 in BoHV-4. The MuHV-4 gp150 is
part of a multiprotein entry complex (19) and an immunodom-
inant virion antibody target (14). However, gp150-specific an-
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tibodies do not neutralize. Instead, they strongly enhance Fc
receptor-dependent infection (42). While gp150 seems to bind
only weakly to glycosaminoglycans (GAGs) (6), the gp150�

virus phenotype provides strong functional evidence for an
important interaction (6, 10, 11, 15). While wild-type (WT)
MuHV-4 infection is highly dependent on HS, gp150 knock-
outs are hardly dependent on HS at all, suggesting that a
gp150-GAG interaction relieves a constitutive gp150-mediated
inhibition of virion binding. The GAG-independent binding is
presumably protected by gp150, thereby providing a mecha-
nism of efficient virion release and antibody evasion. However,
further studies are needed to determine whether this kind of
binding regulation is a general feature of gammaherpesvirus
biology.

The BoHV-4 Bo10 seems to be more closely related to the
KSHV K8.1 than to the MuHV-4 M7. Sequence analysis shows
that BoHV-4 Bo10 gene potentially comprises two exons that
would together encode a protein with a length similar to that of
K8.1 (30). In this study, Bo10 gene expression was character-
ized, and virus lacking this gene was produced, allowing us to
analyze Bo10 gene function in the context of viral replication.
Our results showed that Bo10 encodes a viral envelope protein
involved in virion attachment. They suggested further that
Bo10 regulates another viral binding interaction to make it
essentially dependent on GAG.

MATERIALS AND METHODS

Cells and virus. Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cells (ATCC CCL-22),
embryonic bovine trachea (EBTr) cells (ATCC CCL-44), CHO-K1 (ATCC CCL-
61), and the glycosaminoglycan (GAG)-deficient mutant CHO-K1-pgs-A745
(ATCC CRL-2242) cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium
(Invitrogen) containing 10% fetal calf serum (FCS), 2% penicillin-streptomycin
(Invitrogen), and 1% nonessential amino acids (Invitrogen). Bovine peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were prepared as described elsewhere (17)
and cultured in RPMI Glutamax medium containing 10% FCS, 2% penicillin-
streptomycin (Invitrogen), 1% essential amino acids (Invitrogen), 1 mM sodium
pyruvate, 25 mM HEPES, and 50 �M 2-mercaptoethanol. The BoHV-4 V. test
strain initially isolated from a case of orchitis (51) and a derived recombinant
strain, called V. test EGFP Xho I (EGFP stands for enhanced green fluorescent
protein) (hereafter called WT eGFP) (16), were used throughout.

Determination of Bo10 kinetic class of transcription. The experiments deter-
mining the kinetic class of transcription of Bo10 were performed as described
elsewhere (34). Briefly, subconfluent monolayers of MDBK cells were infected
with BoHV-4 V. test strain at a multiplicity of infection (MOI) of 1 PFU/cell.
Four hours before infection, cycloheximide (CHX) (100 �g/ml) or phosphono-
acetic acid (PAA) (300 �g/ml) was added to the culture medium to inhibit de
novo protein synthesis or viral DNA polymerase activity, respectively. Eighteen
hours after infection, cytoplasmic RNA was extracted, purified, and treated for
reverse transcription-PCR (RT-PCR). The cDNA products were amplified by
PCR using primers specific for Bo5 encoding BoHV-4 major immediate-early
transcript (IE) (57), ORF21 encoding thymidine kinase expressed as an early
gene (E) (27), ORF22 encoding glycoprotein H (gH) expressed as a late gene (L)
(31) and Bo10-specific primers (Bo10 23-43 [5�-TCATACATTCAAATTGCAT
GC-3�] and Bo10 839-818 [5�-CATTGAATGAGAACAAACACG-3�]).

Production of rabbit polyclonal anti-Bo10 antibodies. Anti-Bo10-c15 poly-
clonal mono-specific antibodies were produced by Sigma Genosys (Pampisford,
United Kingdom). On day 0, equal volumes of diluted bovine serum albumin
(BSA)-conjugated peptide (1 mg/ml) and Freund’s complete adjuvant were
emulsified and injected subcutaneously into the rabbits at three different sites
(200 �g/rabbit). On days 14, 28, 42, 56, and 70, each rabbit was immunized again
with 100 �g of peptide (1 mg/ml) emulsified with incomplete Freund’s adjuvant.
Serum samples were collected on day 77.

Western blotting. Cells or virions were lysed and denatured by heating (95°C,
5 min) in SDS-PAGE sample buffer (31.25 mM Tris-HCl [pH 6.8], 1% [wt/vol]
SDS, 12.5% [wt/vol] glycerol, 0.005% [wt/vol] bromophenol blue, 2.5% [vol/vol]
2-mercaptoethanol). Proteins were resolved by electrophoresis on Mini-

PROTEAN TGX (Tris-glycine extended) precast 7.5% resolving gels (Bio-Rad)
in SDS-PAGE running buffer (25 mM Tris base, 192 mM glycine, 0.1% [wt/vol]
SDS) and transferred to polyvinylidene difluoride membranes (Immobilon-P
transfer membrane with 0.45 �M pore size; Millipore). The membranes were
blocked with 3% nonfat milk in phosphate-buffered saline (PBS) containing
0.1% Tween 20 (PBS–0.1% Tween 20), and then incubated with anti-Bo10-c15
rabbit antibodies or anti BoHV-4 polyserum in the same buffer. Bound antibod-
ies were detected with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG
polyclonal antibody (PAb) (Dako Corporation), followed by washing in PBS–
0.1% Tween 20, development with enhanced chemiluminescence (ECL) sub-
strate (GE Healthcare), and exposure to X-ray film.

5� RACE. The 5� end of the Bo10 mRNA was mapped by rapid amplification
of cDNA ends (RACE) (5�/3� RACE kit second generation; Roche Diagnostics).
The RACE primers were Bo10 900-878 (5�-TCATAATAAATTATATCCCTG
AC-3�) for cDNA synthesis and Bo10 839-818 (5�-CATTGAATGAGAACAAA
CACG-3�) for PCR amplification [paired with a primer matching the 5� poly(A)
cDNA tail added by terminal deoxynucleotide transferase]. Both gene-specific
primers were in exon 2, which encodes the amino acids recognized by the
anti-Bo10-c15 immune serum. The PCR product was sequenced to locate the 5�
poly(A) tail.

Production of a BoHV-4 Bo10 deletion and revertant strains. A BoHV-4 V.
test strain deleted for nucleotides 43 to 608 of the Bo10 gene (Bo10 Del) was
produced by homologous recombination (34). The restriction fragment EcoRI-B
(containing Bo10) of the V. test strain genome was cloned into the pGEM-T
Easy vector (Promega), resulting in pGEM-T Easy/EcoRI-B. This vector was
then digested with HindIII and religated, resulting in pGEM-T Easy/EcoRI-B
HinDIII. An enhanced green fluorescent protein (eGFP) expression cassette was
then produced by PCR using the forward primer 5�-GCATGCACGCGTAATC
AATTACGGGGTCATTAG-3� with SphI-MluI sites (in italic type) and nucle-
otides 15 to 35 of the pEGFP-C1 vector (Clontech) (GenBank accession number
U55763) and the reverse primer 5�-TTCGAACGCGTTAAGATACATTGATG
AG-3� with MluI-NspV sites (in italic type) and nucleotides 1640 to 1624 of
pEGFP-C1. A modified version of the pEGFP-C1 vector in which most of the
multiple cloning site had been deleted by digestion with BglII and BamHI was
used as template. The PCR product was cloned into the pGEM-T Easy vector by
TA cloning (Promega). The eGFP cassette released by NspV and SphI digestion
was then cloned into pGEM-T Easy/EcoRI-B HinDIII, resulting in pGEM-T
Easy/EcoRI-B HinDIII del Bo10 in which most of the Bo10 gene is replaced by
the eGFP expression cassette. The latter plasmid was digested by MscI and
XmnI, and the resulting fragment was used to generate the Bo10 Del V. test
strain by homologous recombination in EBTr cells. Finally, a revertant strain
(Bo10 Rev) was produced based on the same approach using the MscI-XmnI
fragment of the pGEM-T Easy/EcoRI-B HinDIII vector as the recombination
cassette.

Southern blotting. Southern blot analysis of viral DNA digested with HindIII
was performed (12) with probes corresponding to the entire Bo10 open reading
frame (ORF) (exon I-intron-exon II) or to the deleted part of the V. test Bo10
ORF or the eGFP ORF.

Virus purification. BoHV-4 strains grown on MDBK cells were purified as
follows. Virions were harvested from infected MDBK cell supernatants by ul-
tracentrifugation (100,000 � g, 2 h); infected-cell debris was then removed by
low-speed centrifugation (1,000 � g, 10 min). Virions were then centrifuged
through a 20 to 50% (wt/vol) potassium tartrate gradient in PBS (100,000 � g,
2 h). Virions were recovered from the gradient, washed, and concentrated in PBS
(100,000 � g, 2 h).

Virion digestion with proteinase K. Purified virions resuspended in PBS were
subjected to proteinase K (Sigma) treatment (final concentration of 1 �g/�l) in
the presence or absence of Triton X-100 (Sigma) (0.1% [vol/vol]) for 1 h at 56°C
before Western blotting.

Growth curves. The growth kinetics of mutant and revertant viruses were
compared to those of the WT virus. Cell cultures were infected at a multiplicity
of 0.05 (multistep assay) or 5 (one-step assay). After 1 h of adsorption, the cells
were washed and then overlaid with minimal essential medium (MEM) contain-
ing 5% FCS. Supernatants of infected cultures and/or infected cells were har-
vested at successive intervals, and the amount of infectious virus was determined
by plaque assay on MDBK cells (12).

Indirect immunofluorescence staining of adherent cells. Cells were fixed in
PBS containing 4% (wt/vol) paraformaldehyde (Merck) for 10 min on ice and
then for 20 min at 20°C. After the cells were washed with PBS, they were
permeabilized in PBS containing 0.1% (wt/vol) saponin (Sigma) at 37°C for 10
min. Immunofluorescence staining (incubation and washes) was performed in
PBS containing 10% FCS (vol/vol) and 0.1% (wt/vol) saponin. Samples were
incubated at 37°C for 45 min with mouse monoclonal antibody MAb 35 raised
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against BoHV-4 gB. After three washes, samples were incubated at 37°C for 30
min with Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-mouse (GAM) IgG (2 �g/ml;
Invitrogen). Fluorescence was then visualized with a Leica TCS/SP microscope
and a Leica DC300F charge-coupled-device (CCD) camera system.

Plaque size. MDBK cells grown on coverslips were infected with BoHV-4 and
then overlaid with MEM containing 10% FCS and 0.6% (wt/vol) carboxymethyl-
cellulose (CMC) (medium viscosity) (Sigma) in order to obtain isolated plaques
(34). At successive intervals after infection, the plaques were stained by indirect

immunofluorescence staining using MAb 35. Images were captured with a Leica
TCS/SP microscope and a CCD camera system (DC 300F, IM50, version V1.20;
Leica). For each virus, 30 plaques were measured, and the plaque area was
determined with AnalySIS 3.2 software (Soft Imaging System).

Transmission electron microscopy. Cells were washed with PBS and fixed
directly in the dish in cacodylate buffer containing 2.5% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde. The cells were then scraped off and prepared for electron
microscopy. Epon blocks and sections were prepared as described elsewhere

FIG. 1. The Bo10 gene is expressed as a late gene and encodes a 180-kDa protein. (A) Determination of Bo10 kinetic class of transcription.
MDBK cells were mock infected or infected with BoHV-4 V. test strain in the absence (/) or presence of CHX or PAA. Twenty-four hours
postinfection, expression of immediate-early Bo5, early ORF21, and late ORF22 and Bo10 was studied using an RT-PCR approach as described
in Materials and Methods. mRNA and cDNA represent PCR products generated when reverse transcriptase was omitted from the reaction
mixtures and RT-PCR products, respectively. Amplification of viral genomic DNA is provided as control. UI and Neg. represent uninfected cell
samples and PCR negative controls, respectively. The locations of the marker sizes (in base pairs) are indicated to the right of the gel. (B) Predicted
product of expression of BoHV-4 Bo10 gene. Signal peptide and transmembrane (TM) regions were identified with SignalP and TMHMM software
programs, respectively (http://www.expasy.ch/tools/). The sequence of the peptide used for rabbit immunization is shown below the map. Cyt.,
intracytoplasmic region. (C) Immunization with Bo10-c15 peptide elicited antibody response against the peptide. The antipeptide antibody
responses were determined for two immunized rabbits by indirect immunofluorescence staining of permeabilized cells and FACS analysis as
described in Materials and Methods. (D) Detection of specific BoHV-4 protein by the anti-Bo10-c15 serum. MDBK cells were left uninfected or
infected with the WT V. test strain of BoHV-4 (1 PFU/cell). Forty-eight hours later, cells were scraped off the plate, and Western blotting was
carried out as described in Materials and Methods. The positions of molecular mass (MM) standards (in kilodaltons) are shown to the left of the
gel. The open and filled triangles indicate the specific 180-kDa protein and a background band, respectively.
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FIG. 2. Production of a recombinant BoHV-4 strain deleted for Bo10. Using the BoHV-4 V. test strain as the parental strain, a recombinant BoHV-4
strain deleted for Bo10 and a derived revertant strain were produced by homologous recombination. (A) Recombination cassettes were constructed. The
HindIII restriction map of the entire BoHV-4 V. test strain is shown at the top. Letters were assigned to the different restriction fragments according to
their lengths, as described by Bublot et al. (4a). Most of Bo10 exons 1 and 2 were replaced by an eGFP expression cassette as described in Materials and
Methods. prDNA, polyrepetitive DNA; CMV IE promoter, cytomegalovirus immediate-early promoter; SV40 pA, simian virus 40 pA. (B) Bo10 Del and
Bo10 Rev strains were then characterized by a combined restriction endonuclease and Southern blotting approach. The DNA of the parental strain V.
test and the derived recombinant strains Bo10 Del and Bo10 Rev were analyzed by HindIII restriction and further tested by Southern blotting using
probes corresponding to the entire V. test Bo10 ORF or to the eGFP ORF or to the deleted part of the V. test Bo10 ORF. The asterisk and arrows
indicate the restriction fragments containing the entire Bo10 and eGFP ORFs, respectively. Marker sizes (in kilobase pairs) are indicated on the left.
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(37). Sections were analyzed using a Technai Spirit transmission electron micro-
scope (FEI, Eindhoven, Netherlands), and electron micrographs were taken
using a bottom-mounted 4,000- by 4,000-pixel Eagle camera (FEI).

Enzymatic digestion of GAGs from cellular surface. Adherent cells were
washed two times with PBS and then incubated in 20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50
mM NaCl, 4 mM CaCl2, 0.01% BSA containing either heparinase II (5 U/ml)
(Sigma) or chondroitinase ABC (5 U/ml) (Sigma) for 2 h at 37°C.

Sodium chlorate. Sulfation was inhibited by sodium chlorate treatment (1, 26,
43). MDBK cells were cultured in MEM supplemented with 10% FCS, 2%
penicillin-streptomycin (Invitrogen), 1% essential amino acids (Invitrogen), and
different concentrations (0 to 100 mM) of sodium chlorate. In some experiments,
10 mM sodium sulfate was added to replenish sulfate to the cells. After overnight
culture, cells were processed for virus infectivity.

Flow cytometry. Cells exposed to eGFP� viruses were washed in PBS and
analyzed directly for green channel fluorescence (13). For intracellular staining,
cells were fixed in 1% paraformaldehyde (30 min at room temperature) and then
permeabilized with 0.1% saponin. The cells were incubated (1 h, 4°C) with either
anti-Bo10-c15 rabbit antibodies or BoHV-4 gp8-specific MAb 103 (8) followed
by Alexa Fluor 633-conjugated goat anti-rabbit PAb or Alexa Fluor 633-conju-
gated goat anti-mouse PAb (Invitrogen). The cells were then washed and ana-
lyzed in a FACSAria cell sorter (Becton Dickinson).

Silver staining. Samples were electrophoresed on NuPAGE Novex 4 to 12%
precast Bis-Tris polyacrylamide gels (Invitrogen) before silver staining (Silver-
Xpress silver staining kit; Invitrogen).

RESULTS

Bo10 is expressed as a late gene during BoHV-4 infection.
We first wanted to know how the Bo10 gene (GenBank acces-
sion number Z84818) was transcribed during BoHV-4 infec-
tion. The Bo10 gene is predicted to contain an intron (30), with
the spliced mRNA encoding a 273-amino-acid (aa) protein
with a signal sequence and membrane anchor. We used RT-
PCR with primers spanning the putative intron to look for
evidence of splicing. cDNA from BoHV-4-infected MDBK
cells gave rise to a 738-bp PCR product (Fig. 1A), corresponding
to the expected size of the spliced mRNA. (An unspliced PCR
product would be 816 bp.) No product was seen with mock-

FIG. 3. gp180 detection in infected cells and virions. (A) MDBK cells were either mock infected or infected with the WT, Bo10 Del, or Bo10
Rev virus strain (1 PFU/cell). At 24 h postinfection, the cells were fixed and stained with either preimmune serum or anti-Bo10-c15 serum for
FACS analysis as described in Materials and Methods. Alexa 633, Alexa Fluor 633. (B and C) Detection of specific BoHV-4 protein by the
anti-Bo10-c15 serum. Infected MDBK cells (48 h, 1 PFU/cell) (B) or purified virions (5 � 105 virions per lane) (C) were subjected to Western
blotting with anti-Bo10-c15 serum as described in Materials and Methods. The position of a MM standard is shown. Open and filled triangles
indicate the specific 180-kDa protein and a background band, respectively. (D) BoHV-4 WT purified virions (5 � 105 virions per lane) were treated
with proteinase K (pK) in the presence (�) or absence (�) of Triton X-100 (TX-100) (0.1% [vol/vol]) and then subjected to Western blotting with
anti-Bo10-c15 serum as described in Materials and Methods. The open and filled triangles indicate the specific 180-kDa protein and the protected
C-terminal end of gp180, respectively. The positions of MM standards (in kilodaltons) are shown to the left of the gels in panels B to D.
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infected cells. DNA sequencing confirmed that the 738-bp prod-
uct was from Bo10 with a splice as predicted (data not shown).

Next, CHX and PAA were used to identify the kinetic class
of Bo10 transcription. Bo10 expression was prevented by both
CHX and PAA, indicating that it is a late gene. Bo5 (868 bp),
ORF21 (499 bp), and ORF22 (564 bp) were used as controls;
the results presented in Fig. 1A confirmed that they are im-
mediate-early, early, and late genes, respectively. The absence
of contaminant viral DNA in the mRNA preparations was
confirmed by a lack of PCR product without reverse transcrip-
tase. The size of the Bo5 RT-PCR product was also consistent
with its known mRNA splicing (868 bp rather than 1,140 bp).

Detection of a BoHV-4 protein encoded by Bo10. Bo10-
specific polyclonal antibodies were generated by immunizing
rabbits with a bovine serum albumin-conjugated peptide
(KTSNYKNYSQGYNLL) from the C-terminal cytoplasmic
tail of the predicted Bo10 gene product (Fig. 1B). To confirm
that the serum recognized a viral gene product, we performed
indirect immunofluorescence staining and fluorescence-acti-
vated cell sorting (FACS) analysis of MDBK cells either mock
infected or infected with WT virus. Figure 1C shows positive
albeit weak recognition of the WT virus-infected cells.

To identify the protein recognized by the anti-Bo10-c15 se-
rum, Western blotting was performed on MDBK cells infected
with WT virus. A protein with an apparent molecular mass
(MM) of 180 kDa, hereafter called gp180, was detected under
reducing conditions (Fig. 1D). No such protein was detected
in mock-infected cells. The predicted MM of the Bo10 gene
product is 24.9 kDa, so this result suggested that either the
mRNA includes additional exons or that the protein runs ab-
errantly on SDS-polyacrylamide gels or that it undergoes ex-
tensive posttranslational modification. 5� RACE identified the
5� Bo10 AUG as that predicted by the sequence with GenBank
accession number Z84818. Extensive glycosylation seemed the
most likely explanation for the high MM of the Bo10 gene
product. This hypothesis can be related to the sporadic detec-
tion of some proteins with MMs ranging from 63 kDa to 180
kDa, which likely represent some glycosylation intermediates
(data not shown). It is noteworthy that this serum detected a
cellular background band in both mock- and BoHV-4-infected
cells that did not interfere with gp180 detection.

Bo10 is a structural protein that is nonessential for BoHV-4
replication in vitro. To establish the functional importance of
Bo10 in virus replication, a mutant virus and revertant were
produced (Fig. 2) as described in Materials and Methods. In
the mutant, most of Bo10 exons 1 and 2 was replaced by an
eGFP expression cassette (Fig. 2A and B). The predicted mo-
lecular structures of the recombinant strains were confirmed by
restriction mapping and Southern blotting (Fig. 2B). The mu-
tated region was also checked by DNA sequencing (data not
shown) and found to be correct.

To confirm a lack of gp180 in cells infected with the Bo10
Del virus, we performed indirect immunofluorescence and
Western blotting with the anti-Bo10-c15 serum. As seen in Fig.
3A and B, both approaches confirmed that the mutant did not
express gp180. By analogy with the positional homologs of
other viruses, gp180 would be expected to be a virion compo-
nent. To test this hypothesis, we purified virions on tartrate
gradients before Western blotting. As with infected cells, we
observed a band at 180 kDa for both WT and Bo10 Rev

FIG. 4. Effect of Bo10 deletion on BoHV-4 replication in vitro. (A
and B) MDBK cells grown in 6-well cluster dishes were infected at an
MOI of 0.05 in a multistep assay (A) or at an MOI of 5 in a one-step
assay (B) as described in Materials and Methods with BoHV-4 wild-
type V. test, Bo10 Del, and Bo10 Rev. Supernatant of infected cultures
and infected cells were harvested at different times (days) postinfection
(p.i.), and the amount of infectious virus was determined by plaque
assay on MDBK cells. For supernatants, time zero p.i. is retitration of
the inoculums to ensure that similar amounts of virus were put on the
cells. Plaques were visualized by immunofluorescence staining as
described in Materials and Methods. The data presented are the
averages � standard errors of the means (SEMs) (error bars) for
triplicate measurements. The data were analyzed by two-way analysis
of variance (ANOVA) and Bonferroni posttests. Statistical significance
is indicated as follows: *, P � 0.05; **, P � 0.01; ***, P � 0.001.
(C) Bo10 deletion has no effect on BoHV-4 plaque size. MDBK cells
grown on coverslips were infected with BoHV-4 wild type V. test, Bo10
Del, and Bo10 Rev strains and then overlaid with MEM containing
CMC as described in Materials and Methods. At successive intervals
after infection, plaques were revealed by indirect immunofluorescence
staining using MAb 35 (recognizing gB) and Alexa Fluor 568-conju-
gated goat anti-mouse IgG as the primary and secondary antibodies,
respectively. The pictures of plaques were captured with a CCD cam-
era and analyzed with AnalySIS 3.2 software (Soft Imaging System) in
order to determine plaque area. Each value presented is the average �
SEM (error bars) for the measurement of 30 plaques. The data were
analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni posttests, and no sig-
nificant difference was observed.
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virions. In Fig. 3C, the cellular protein recognized by the Bo10
antiserum (Fig. 3B) was lacking, consistent with virion purifi-
cation. To demonstrate that gp180 is in the viral envelope, we
treated purified virions with proteinase K in the presence or
absence of Triton X-100. A protected fragment was observed
only without detergent, consistent with gp180 being a type I
transmembrane protein. The weak band observed with Triton
X-100 suggested only some nonspecific protein degradation
and did not affect the conclusion that gp180 is a component of
the BoHV-4 virion envelope.

In order to address the role of Bo10 in BoHV-4 lytic infec-
tion, one-step and multistep growth assays were performed
with WT, Bo10 Del, and Bo10 Rev viruses on MDBK cells.
The Bo10 Del virus grew to lower titers than WT or Bo10 Rev
virus did in both single-step and multistep growth assays (Fig.

4A and B). The growth deficit was similar in supernatant and
cell-associated virus fractions. Plaque sizes under semisolid
medium were similar, suggesting that cell-to-cell virus spread
was intact (Fig. 4C). Taken together, these results indicated
that the Bo10 gene encodes a viral envelope protein that is not
essential for BoHV-4 replication in vitro but that the absence
of Bo10 impaired infection by cell-free virions.

The Bo10 deletion phenotype is not associated with a de-
tectable deficit in virion release. Because deletion of MuHV-4
gp150, one of the best-characterized positional homologs of
Bo10, is associated with poor virion release (6), one possible
explanation for the observed growth deficit of the Bo10 Del
virus was poor virion release from infected cells. However,
electron microscopy (Fig. 5A) did not show Bo10 Del virions
piled up on the plasma membrane as it had for MuHV-4.

FIG. 5. The Bo10 deletion phenotype is not associated with a virion release deficit. (A) Electron microscopy of virus-infected cells. MDBK cells
were infected (24 or 48 h; 1 PFU/cell) with WT or Bo10 Del virus as indicated. The pictures shown are representative of at least 10 sections per
sample. For each time point, two different pictures at different magnifications are provided. (B) Fluid-phase virus spread. A total of 2 � 105 infected
MDBK cells (MOI of 0.5) or 2 � 105 uninfected MDBK cells were seeded either on a 6-cm-diameter dish or in a 3.5-cm-diameter dish placed inside
the first one. The cells were therefore separated by a physical barrier but connected by medium so that virus could not spread directly from the
infected to the uninfected population but only via their common supernatant. After 48 h, the cells were harvested and analyzed for eGFP
expression (eGFP � cells, eGFP-expressing cells). The data presented are the averages plus SEMs (error bars) for triplicate measurements and
were analyzed by t test. The values for the WT eGFP and Bo10 Del virus strains were not significantly different.
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We also conducted an experiment similar to that performed
by de Lima et al. (6) to demonstrate the release deficit of
gp150-deficient MuHV-4 (Fig. 5B). MDBK cells were seeded
on either side of a separating barrier (a small “inner chamber”
dish inside a larger “outer chamber”). Only the cells in the
inner chamber were infected. After 2 h, the infected cells were
washed with PBS, and medium was added to cover both mono-
layers and the divide between them. Thus, virus could spread
from cell to cell within the infected population but could reach
the uninfected population only via fluid-phase spread. In con-
trast to what was observed for MuHV-4, there was no differ-
ence in the spread of the WT and Bo10 Del viruses. A release
deficit seemed therefore unlikely to account for the reduced
growth of the Bo10 Del virus.

Kinetics of Bo10-deficient virion uptake. It was also possible
that Bo10 Del replication deficit could be due to impaired virus
binding. We tested this by incubating MDBK cells with eGFP-
expressing WT virus or Bo10 Del BoHV-4 virus (0.5 PFU/cell)
for various times before washing the input virus off with PBS.
The number of infected cells (eGFP�) was determined by flow
cytometry 18 h later (Fig. 6A). It should be noted that in
plaque assays of virus stocks, the viral inoculum was not re-
moved so as to minimize any undertitering of Bo10-deficient

viruses due to slow attachment. When the viral inoculum was
removed, it was clear that the Bo10 Del virus was slower to
attach than the WT virus. The deficit was equivalent whether
the cells were washed with PBS (pH 7.4) to remove unbound
virions or with acid (pH 3) (Fig. 6B) to also inactivate any virions
that had not penetrated the plasma membrane. (BoHV-4 enters
MDBK cells through endocytosis [C. Lété, unpublished data].)
Thus, Bo10 Del virions appeared to be impaired in cell binding.

GAG interaction in BoHV-4 Bo10 Del infection. By analogy
with HHV-8 K8.1 envelope glycoprotein, BoHV-4 gp180 could
be involved in GAG interaction. Therefore, we tested the
GAG dependence of WT virus and Bo10 Del BoHV-4 infec-
tions. As the Bo10 Del strain shows impaired binding, it was
not possible to have equivalent percentages of eGFP-positive
cells after 18 h of infection (one round of infection). We
therefore present our results as the percentage of maximal
infection with each virus. Compared to the WT virus, Bo10 Del
viruses were approximately 10-fold-more resistant to inhibition
by soluble heparin (Fig. 7A). Heparinase treatment of cells
similarly inhibited WT virus infection much more than Bo10
Del infection (Fig. 7B). In contrast, removing chondroitin sul-
fate did not affect MDBK infection by either WT or Bo10 Del
viruses (Fig. 7B). Together, these results suggested that the
defect of gp180-deficient BoHV-4 was in GAG binding.

The specificity of GAG-protein interactions often depends
on sulfation (20, 55). To clarify whether GAG sulfation is
differentially required for WT or Bo10 Del virus infection, we
treated MDBK cells with the reversible sulfation inhibitor so-
dium chlorate (1) (Fig. 7C). This did not affect cell viability as
analyzed by propidium iodide exclusion (data not shown) but
substantially reduced MDBK infection by WT BoHV-4. Bo10
Del virions were significantly less affected. Importantly, for
both strains, the phenomenon was reversed by the addition of
exogenous (10 nM) sodium sulfate (Fig. 7D). It is noteworthy
that exogenous sodium sulfate increased MDBK infection by
WT eGFP compared to no treatment but did not affect MDBK
infection by the Bo10 Del strain (P � 0.01). This phenomenon
possibly reflects better binding of the WT eGFP virions when
sulfation of heparan sulfate is increased. These results estab-
lished that GAG sulfation is critical for WT BoHV-4 infection
and that Bo10 Del BoHV-4 is substantially less affected.

Since the BoHV-4 gp8 has been shown to bind heparinlike
moieties (56), a possible explanation for the Bo10 Del pheno-
type was decreased gp8 expression. However, immunofluores-
cence staining showed that MDBK cells infected with either
the WT or Bo10 Del virus strain expressed similar levels of gp8
(Fig. 7E).

Enhanced infection of GAG-deficient cells by the BoHV-4
Bo10 Del strain. We further explored the apparently decreased
GAG dependence of Bo10-deficient BoHV-4 by infecting
CHO-K1 fibroblasts competent or not competent for GAG
expression (Fig. 8A). Bo10 Del viruses infected GAG� CHO
cells similarly to WT virus but infected GAG� CHO cells much
better.

To discriminate between cell binding and penetration, we
incubated CHO GAG� and CHO GAG� cells with eGFP-
expressing WT or Bo10 Del BoHV-4 (1 PFU/cell) for various
times before PBS or acid washing. The number of infected cells
(eGFP�) was determined by flow cytometry 18 h later (Fig.
8B). (The titers of the virus inputs were determined on MDBK

FIG. 6. Infectivity assays with Bo10 Del BoHV-4 mutant. (A) MDBK
cells were exposed to eGFP-expressing (eGFP �) wild-type virus (WT
eGFP) or Bo10 Del BoHV-4 strain (0.5 PFU/cell) for the times indi-
cated and then washed with PBS and cultured overnight. Viral infec-
tion was assayed 18 h later by flow cytometry for eGFP expression. The
data presented are the average � SEMs for triplicate measurements.
The data were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni posttests.
The values for WT eGFP-infected cells were significantly different
(P � 0.001) from the values for the Bo10 Del strain as indicated (���).
(B) MDBK cells were exposed to WT eGFP or Bo10 Del BoHV-4
strain (0.5 PFU/cell) for the times indicated and then washed either
with PBS (pH 7.4) or with isotonic (pH 3) buffer (acid wash). Viral
infection was assayed by measuring eGFP expression 18 h later as for
panel A.
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cells, as CHO cells are not permissive for BoHV-4.) In contrast
to CHO GAG� cells, the mutant virus entered CHO GAG�

cells better than the WT virus did. The �6 h for which the
mutant virions remained susceptible to acid washing was
comparable to the time taken for WT virions infecting CHO

GAG� cells to become acid wash resistant. Thus, the better
infection of CHO GAG� cells by Bo10 Del virions appeared
to reflect better cell binding, rather than better penetration.

In vivo, BoHV-4 infects monocytes, which are however
relatively GAG deficient (28). We therefore compared the

FIG. 7. gp180 is one of the BoHV-4 proteins interacting with heparan sulfate (HS). (A) WT eGFP or Bo10 Del BoHV-4 virions were
preincubated with increasing amounts of soluble heparin for 2 h at 37°C. Viruses and heparin were then added to MDBK cells (MOI of 0.5
PFU/cell). Eighteen hours later, viral eGFP expression was assayed by flow cytometry. Each value is expressed as a percentage of the eGFP
expression with untreated virus (no treatment [no ttment]). The data presented are the averages � SEMs (error bars) for triplicate measurements
and were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni posttests. Statistical significance was indicated as follows: ��, P � 0.01; ���, P � 0.001.
(B) Cell surface HS or chondroitin sulfate (CS) was enzymatically removed from MDBK cells after treatment with heparinase II or chondroitinase
ABC (Ch. ABC), respectively. WT eGFP or Bo10 Del BoHV-4 was then added for 2 h on ice before extensive PBS washing to remove unbound
virions. Eighteen hours later, viral eGFP expression was assayed by flow cytometry. Each value is expressed as a percentage of eGFP expression
with untreated cells shown in the leftmost pair of bars. The data presented are the averages � SEMs (error bars) for six measurements and were
analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni posttests. Heparinase II treatment of the cells resulted in a significantly lower level of infection by
the B010 Del virus than by the WTeGFP virus (P � 0.001), as indicated (���). (C and D) Sulfation inhibition causes less entry of Bo10 Del virions
than of WT virions. MDBK cells were cultured overnight in the presence of indicated amounts of sodium chlorate (NaClO3). The cells were then
infected with WT eGFP or Bo10 Del BoHV-4 strain (MOI of 0.5 PFU/cell). Eighteen hours later, viral eGFP expression was assayed by flow
cytometry. Each value is expressed as a percentage of the eGFP expression with untreated cells. The data presented are the averages � SEMs
(error bars) for four measurements and were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni posttests. Statistical significance is indicated as follows:
���, P � 0.001. (C) Addition of sodium sulfate (10 mM) restores WT eGFP and Bo10 Del infectivity. MDBK cells were cultured overnight with
the indicated concentrations of sodium chlorate (NaClO3) and/or sodium sulfate (Na2SO4). The cells were then infected with WT eGFP or Bo10
Del BoHV-4 strain (MOI of 0.5 PFU/cell). Eighteen hours later, viral eGFP expression was assayed by flow cytometry. Each value is expressed
as a percentage of the eGFP expression with untreated cells. The data presented are the averages � SEMs for triplicate measurements and were
analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni posttests, Statistical significance is indicated as follows: ���, P � 0.001. (E) MDBK cells were left
uninfected (filled histogram) or infected (1 PFU/cell) with either the WT eGFP or Bo10 Del strain of BoHV-4. Each population was then analyzed
by flow cytometry for BoHV-4 gp8 (MAb 103) expression as described in Materials and Methods.
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capacity of WT or Bo10 Del viruses to infect those cells ex
vivo. While WT viruses infected bovine CD14� cells very
poorly, Bo10 Del viruses infected them much better (Fig. 8C
and D).

Comparison of structural proteins of the different strains.
In view of the impaired capacity of Bo10 Del BoHV-4 to infect
GAG� cells, its enhanced capacity to infect GAG-deficient
cells could potentially have been due in part to undertitration
of virus stocks. However, immunoblots of virion lysates (Fig.
9A) showed that Bo10 Del and WT eGFP virus stocks had
equivalent protein contents for a given titer. We were also not

able to see any difference in particle counts by electron mi-
croscopy (EM) on equivalent virus stocks.

Some minor differences in proteins at 70 to 90 kDa were
detected between WT and Bo10 Del virus stocks. Additional
silver staining established that all the bands present in WT and
Bo10 Rev stocks were also present in the Bo10 Del stock.
Thus, while minor but systematic quantitative differences were
hard to exclude, in our experience, the variation observed was
no greater than the variation seen normally between different
stocks of the same virus. Such differences can result from
minor contamination of virion stocks with infected-cell debris.

FIG. 8. Bo10 deletion increases BoHV-4 entry in GAG-deficient (GAG�) cells. (A) CHO-K1 cells (CHO GAG�) and the GAG-deficient
derivative CHO-pgsA-745 (CHO GAG�) were infected at the indicated MOI with the WT eGFP or Bo10 Del strain of BoHV-4. Twenty-four
hours later, viral eGFP expression was assayed by flow cytometry. (B) CHO GAG� and CHO GAG� cells were exposed to WT eGFP or Bo10
Del BoHV-4 strain (3 PFU/cell) for the times indicated and then washed either with PBS (pH 7.4) or with isotonic (pH 3) buffer (acid wash). Viral
infection was assayed by measuring eGFP expression 18 h later as for panel A. The data presented are the averages � SEMs (error bars) for three
measurements. For the same treatment, WT eGFP and Bo10 del BoHV-4 strains were compared by two-way ANOVA and Bonferroni posttests.
Statistical significance is indicated as follows: �, P � 0.05; ���, P � 0.001. (C and D) Bovine PBMC were isolated on Ficoll gradient and then left
uninfected or infected with the WT eGFP or Bo10 Del strain of BoHV-4 (1 PFU/cell). (C) Twenty-four hours later, the cells were analyzed by flow
cytometry for CD14 and viral eGFP expression as described in Materials and Methods. The data presented in panel D are the averages � SEMs
for six measurements and were analyzed by one-way ANOVA and Bonferroni posttests. Statistical significance is indicated as follows: ���, P �
0.001.
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Possibly, it can also result from protein degradation. Certainly,
it seemed clear that the enhanced infection of GAG-deficient
cells by Bo10 Del BoHV-4 could not be attributed to an in-
creased virus input relative to the WT virus.

DISCUSSION

In this study, we characterized the BoHV-4 Bo10 gene, a
positional homolog of the EBV gp350 and KSHV K8.1 genes.
Our results showed that Bo10 is expressed as a late gene and
encodes a 180-kDa protein. A Bo10 mutant virus was viable
but showed a growth deficit. This was not associated with a
defect in cell-cell spread or viral release. Instead, gp180-defi-
cient virions appeared slower than the WT virions to attach to
GAG� cells. Bo10 disruption also reduced the normal depen-
dence of BoHV-4 on GAGs for efficient infection, such that
gp180-deficient virions were more resistant to inhibition by
soluble heparin and showed enhanced infection of GAG-defi-
cient cells. Several hypotheses could explain these observa-
tions. One hypothesis is that some additional modifications on
other structural proteins were induced by the Bo10 deletion.
However, by analogy with MuHV-4 gp150, we propose that
BoHV-4 gp180 regulates virion attachment to cells by covering
a GAG-independent cell-binding epitope until displaced from
that site by interaction with GAGs. Though the Bo10 Del
virions would not necessarily bind more readily. Indeed, the
cellular ligand might not become optimally available until
heparan sulfate (HS) or other cellular ligand is engaged. For
example, if gp180 binding signals to infected cells, it might lead
to receptor recruitment/capping.

A possible rationale for this arrangement would be for gp180
to protect an otherwise vulnerable virion entry protein from

antibody. Herpesviruses are generally transmitted from immu-
nologically primed hosts as cell-free virions and so need to
avoid neutralization by the host antibody response. The
MuHV-4 gp150/BoHV-4 gp180 mechanism could allow key
epitopes to be revealed only at the cell surface or even after
endocytosis, thereby restricting the opportunities for neutral-
izing antibodies to bind. A very low affinity GAG interaction
may be important for this, because it would help to avoid
triggering by soluble GAGs. This seems to apply to gp150 and
gp180, as neither binds to GAG� cells as an Fc fusion protein
(data not shown). A requirement for high avidity would limit
gp150/gp180 displacement to after attachment, for example
after BoHV-4 GAG binding via gp8. One prediction would be
that BoHV-4 antibodies specific for the covered epitope should
neutralize gp180-deficient virions but not the WT virions.

If BoHV-4 gp180 has to be displaced from its inhibitory site
to reveal GAG-independent entry epitopes, this raises the
question as to how BoHV-4 normally infects GAG-deficient
cells. In vitro, this is generally inefficient (Fig. 8). However, in
vivo BoHV-4 is readily recovered from monocytes (3, 9, 32)
that are naturally HS deficient (6, 28). Direct cell-cell spread is
a possible infection route, as observed for other herpesviruses
(7, 35), that could be less dependent on GAG due to a lower
need to attach cell-free virions. It is also possible that BoHV-4
produces gp180-deficient virions in vivo from some specific cell
types, much as EBV from epithelial cells is more B cell tropic
(4), perhaps by not splicing the Bo10 mRNA. BoHV-4 could
also access GAG-deficient cells by transfer from the surfaces of
GAG� cells, similar to the epithelial infection route proposed
for EBV (46). Finally, gp180-specific antibodies could make
WT virions free of HS dependence by patching gp180 in the
virus envelope as proposed for gp350/220 (54).

FIG. 9. Comparison of the structural proteins of the different strains. (A) WT eGFP and Bo10 Del concentrated stocks were compared for
protein content by immunoblotting with anti-BoHV-4 rabbit polyserum. The black and white triangles indicate bands corresponding to VP7 and
VP24 proteins, respectively; the two bands probably correspond to ORF25 and ORF65 encoding major capsid protein and capsid protein,
respectively. 3�105, 3 � 105. (B) Tartrate-purified virions were loaded onto 4 to 12% Bis-Tris polyacrylamide gels and silver stained. The positions
of molecular mass markers (in kilodaltons) are indicated to the left of the gel in panel A and to the right of the gel in panel B.
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gp180 restricting GAG-independent virion binding could
also be a mechanism of virion release. This appeared to oper-
ate for MuHV-4 by infected cells having decreased GAG ex-
pression (6). Herpesviruses could also do this by releasing
GAG-binding glycoprotein fragments (10, 40, 43), including
the BoHV-4 gp8 (8). This could explain why we did not detect
a release deficit of gp180-deficient virions.

It is intriguing why the various gp180 positional homologs
of different gammaherpesviruses are so diverse. Nevertheless,
they all appear to be type I transmembrane proteins and have
a heavily O-glycosylated stalk (Table 1). Our results suggest
further that they are also related in function. Thus, they seem
both to bind to a receptor and to block infection of cells that do
not express this receptor (6, 48; this study). Therefore, we
hypothesize that these proteins provide a glycan shield inde-
pendent of cell binding (51) that could help to protect vulner-
able virion epitopes as reported for the MuHV-4 gB N-termi-
nal domain (18). Thus, their diversity could to a degree reflect
immune selection. In conclusion, BoHV-4 Bo10 encodes a
180-kDa viral envelope protein that contributes to virus entry
being dependent on GAG. We hypothesize that it acts by
hiding a critical cell-binding epitope on virions until displaced
by GAG, as proposed for MuHV-4 gp150. We hypothesize that

all these homologs have an important role in regulating gam-
maherpesvirus tropism through both positive and negative ef-
fects.
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Préambule  

 

 

Au cours de la première étude, nous avons mis en évidence que le gène Bo10 encode une 

glycoprotéine d’enveloppe de 180 kDa (gp180). Tous les homologues étudiés de gp350 représentent 

des protéines transmembranaires de type I, comportant de nombreux sites potentiels de O-

glycosylation dans leur séquence. Le partage de ces caractéristiques suggère une fonction commune 

pour tous les homologues de gp350 au sein des gammaherpèsvirus. Les résultats obtenus chez le 

BoHV-4 au cours de la première étude ont démontré que gp180 est non essentielle à la réplication 

virale. Cependant, cette protéine est impliquée dans le processus d’attachement du virus, via une 

interaction avec les GAGs de la surface des cellules épithéliales. Ces données ont suggéré une 

régulation du tropisme viral par gp180, en fonction de la présence ou non des GAGs cellulaires. Ce 

mécanisme d’entrée complexe pourrait être une méthode subtile de protection des épitopes vulnérables 

impliqués dans l’entrée du virus. En effet, la liaison de gp180 aux GAGs pourrait déplacer gp180 de 

son site inhibiteur et permettre aux glycoprotéines, alors révélées, d’induire la fusion. Cette hypothèse 

a été investiguée au cours d’une deuxième étude. 
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“Antibody evasion by a gammaherpesvirus O-glycan shield”

Un gammaherpèsvirus évade la réponse humorale par la formation d’un bouclier 

de O-glycans
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Abstract 

All gammaherpesviruses encode a major glygoprotein homologous to the Epstein-Barr virus 

gp350. These glycoproteins are often involved in cell binding, and some provide neutralization targets. 

However, the capacity of gammaherpesviruses for long-term transmission from immune hosts implies 

that in vivo neutralization is incomplete. In this study, we used Bovine Herpesvirus 4 (BoHV-4) to 

determine how its gp350 homolog - gp180 - contributes to virus replication and neutralization. A lack 

of gp180 had no impact on the establishment and maintenance of BoHV-4 latency, but markedly 

sensitized virions to neutralization by immune sera. Antibody had greater access to gB, gH and gL on 

gp180-deficient virions, including neutralizing epitopes. Gp180 appears to be highly O-glycosylated, 

and removing O-linked glycans from virions also sensitized them to neutralization. It therefore 

appeared that gp180 provides part of a glycan shield for otherwise vulnerable viral epitopes. 

Interestingly, this O-glycan shield could be exploited for neutralization by lectins. The conservation of 

O-glycosylation sites in all gp350 homologs suggests that this is a general evasion mechanism that 

may also provide a therapeutic target. 
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Author summary 

Herpesvirus transmission between immune hosts implies some kind of antibody evasion. 

However, the underlying molecular mechanisms remain largely unknown. All gammaherpesviruses 

encode a major glycoprotein homologous to the Epstein-Barr virus (EBV) gp350. Gp350 binds EBV 

to B cells and provides a neutralization target. However, despite its immunogenicity, EBV carriers 

remain infectious. Here we show that the gp350 homolog of the related Bovine Herpesvirus 4 (BoHV-

4), gp180, and its O-glycans shield some otherwise vulnerable viral epitopes. Extensive O-

glycosylation is common to all gammaherpesvirus gp350 homologs, suggesting that this evasion 

mechanism is also widespread. 
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Introduction 

Epstein-Barr virus (EBV) and Kaposi’s Sarcoma Associated Herpesvirus (KSHV) are DNA 

tumor viruses that provide risk factors for Burkitt's lymphoma, Hodgkin's lymphoma, nasopharyngeal 

carcinoma, Kaposi's Sarcoma and post-transplant lymphoproliferative disease [1,2]. EBV infection has 

also been associated with multiple sclerosis [3,4]. Healthy carriers consistently shed virus in saliva [5], 

and this infects naïve individuals [6,7], despite being exposed to virus-specific antibody [8,9]. This 

lack of neutralization contrasts completely with non-persistent mucosal infections such as that of 

poliovirus [10,11], and implies that gammaherpesviruses have evolved specific evasion mechanisms. 

 

Neutralizing antibodies generally target epitopes involved in virion binding or membrane 

fusion [12]. Targeting of the gB/gH/gL [13,14,15,16] fusion machinery [17,18] seems to be limited by 

a paucity of good targets [19] and poor immunogenicity [20]. Therefore most studies have looked at 

binding. The EBV gp350 is an abundant component of the virion envelope that binds to CD21 on B 

cells [21,22] and is a target for antibodies that neutralize B cell infection [23]. However, while EBV 

lacking gp350 is poorly infectious for B cells [24,25], it infects CD21-negative epithelial cells better 

than the wild-type [25], and these may provide a primary target for virions entering naive hosts. 

Epithelial infection can even be enhanced by gp350-specific antibodies [26]. Therefore the 

relationship between EBV transmission, gp350, and gp350-specific antibodies needs further 

exploration, particularly as gp350 is a candidate EBV vaccine [27,28]. 

 

Our understanding of EBV and KSHV is limited by their narrow species tropisms. Related 

viruses are therefore an important source of information. Two of the best established experimental 

models are provided by Murid herpesvirus 4 (MuHV-4) [29] and Bovine herpesvirus 4 (BoHV-4) 

[30,31]. Their homologs of gp350 are gp150 in MuHV-4 [32], encoded by M7, and gp180 in BoHV-4 

[33], encoded by Bo10. While these proteins are diverse in sequence, they seem to be related in 

function, being involved in both binding to cellular receptor and in blocking the infection of cells that 

do not express this receptor [25,32,33]. It has been proposed that the receptor interaction displaces 

them to reveal other glycoproteins involved in entry. Thus a non-essential glycoprotein [24,32,33] 

could hide from neutralization some critical epitopes on the surface of cell-free virions. 

To date, the in vivo function of gp350 homologs has only been investigated with MuHV-4. 

Surprisingly, gp150-deficient viruses showed only a transient lag in lytic replication in vivo and 

established normal levels of latency [32]. Gp150 is the most immunogenic MuHV-4 glycoprotein. 

However, anti-gp150 antibodies do no neutralize. Instead they play a predominant role in driving Fc 

receptor-dependent infection [20]. Gp150 is unusual in not having an obvious cell-binding role. In 

contrast, BoHV-4 gp180 deficient mutant display a binding deficit [33]. Therefore this protein may be 
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more closely analogous to gp350 and the KSHV K8.1. Here we investigated the consequences of 

gp180 deletion for BoHV-4 in vivo cycle and neutralization. An important gp180 function seemed to 

be to block the binding to virions of antibodies that would otherwise neutralize. 
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Results 

 

Generation of a Bo10 nonsense BoHV-4 mutant.  We previously described a BoHV-4 strain 

in which the entire Bo10 ORF was replaced by an eGFP expression cassette [33]. Since expression 

cassettes can cause in vivo attenuation, we also generated a second Bo10 mutant virus, in which stop 

codons terminated Bo10 translation 7 amino acids before the end of its predicted signal sequence 

without any associated deletion (Fig 1a). Southern blots of viral DNA (Fig 1b) confirmed the expected 

genomic structures. The expected mutations were further confirmed by DNA sequencing. 

Immunoblotting with an anti-Bo10-c15 rabbit polyserum [33] established that the mutant virions 

lacked gp180 (Fig 1c). 

Dissemination of Bo10- mutants in vivo.  To investigate the importance of Bo10 in vivo, we 

used the rabbit model. In one experiment we infected rabbits with WT, Bo10 Del or Bo10 Rev strains 

(10
8
 PFU). In a second experiment, rabbits received WT or Bo10 stop strains (10

7
 PFU). No rabbits 

showed clinical disease or noticeable pathology at necropsy 64 days post-inoculation. Host 

colonization was assayed by quantitative PCR of DNA from PBMC over time (Fig 2a and b) and from 

the spleen at 64 days post-inoculation (Fig 2c and d). The Bo10 mutants showed no deficit. We further 

recovered virus by co-cultivating spleen cells of the WT and Bo10 STOP infected rabbits with 

permissive cells. Viral plaques were observed in all samples (Fig 2e). Therefore Bo10-deficient 

mutants remained capable of host colonization. 

Increased susceptibility of Bo10- BoHV-4 to serum neutralization. We previously 

proposed that gp180 might help to protect virions against antibody [33]. This function might not be 

measured by standard pathogenesis assays, because intra-host dissemination is likely to depend mainly 

on cell/cell virus spread and latency-associated cell proliferation. We therefore further compared the 

sensitivity of BoHV-4 WT, Bo10 Del, Bo10 Rev and Bo10 STOP strains to neutralization by BoHV-4 

immune sera (Fig 3). WT and Bo10 Rev virions were poorly neutralized. Bo10 Del and Bo10 STOP 

virions were neutralized much better. In particular, complete neutralization was now possible. Thus 

gp180 seemed to limit virion neutralization. 

Bo10 sequence variation.  In order to understand how protection by gp180 might work, we 

first compared different Bo10 DNA sequences [34]. All showed consensus splice donor and acceptor 

sites that have been shown to be functional in the BoHV-4 V.test strain, generating gp180 [33]. 

Nucleotide sequences comparison revealed that, across the entire open reading frames, there was up to 

15% divergence between these strains (Table 1). On the amino acid level, the percentage of divergence 

even rose to 39% between American-european and African strains. Interestingly, most of this variation 

was located in the N-terminal half of the protein ectodomain (Fig 4a). Such a level of divergence is 
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remarkably high. For example, gB, gH and gL diverge by less than 2% between KSHV strains [35]; 

gB diverges by less than 2% between OHV-2 strains [36]; and between the BoHV-4 strains ORF71 

varied by only 5%. 

Despite the Bo10 diversity, all gp180s were extremely rich in serine and threonine residues, 

which accounted for 54.3 +/- 0.6 % of each mature ectodomain (Fig 4a). Asparagine residues 

accounted for a further 8.0 +/- 0.6 %. Therefore a conserved feature seemed likely to be O- and N-

linked glycosylation. This was supported by predictive analysis (Fig 4a-c) [37].  

Gp180 is O-glycosylated. The Bo10 gene product of BoHV-4 V.test has 132 and 7 potential 

O- and N-glycosylation sites respectively (Fig 4). It has an apparent molecular mass (MM) of 180 kDa 

[33]. As the predicted MM of the Bo10 gene product is 24.9 kDa, we hypothesized that it undergoes 

extensive glycosylation [33]. To test this hypothesis, we digested virion lysates with glycanases. We 

remove high mannose, hybrid and complex N-glycans [38] with PNGase F. We removed O-glycans 

successively with sialidase A, β1-4 Galactosidase and O-glycanase. While PNGase F did not affect the apparent 

MM of gp180 (Fig 5a), removing O-glycans reduced it to approximately 20 kDa, consistent with its 

predicted unglycosylated MM. Therefore gp180 is extensively O-glycosylated. 

Glycans protect BoHV-4 against neutralization. To test whether O-glycans protect BoHV-4 

from neutralization, we removed N- and/or O-glycans from intact virions and tested their susceptibility 

to neutralization. Virion infectivity was preserved. As previously observed for other viral species 

[39,40,41], removing N-glycans increased virion susceptibility to neutralization by immune serum 

(Fig 5b). Removing O-glycans had a similar effect, while removing both N- and O-glycans had an 

additive effect (Fig 5b). Therefore BoHV-4 seems to use both N- and O-linked glycans to limit its 

neutralization. 

Altered antigenicity of BoHV-4 lacking gp180. Our subsequent analysis focused on the 

identification of the neutralizing epitopes hidden by gp180. The MuHV-4 gp150 potentially associates 

with gB, gH and gL [42] to form a multiprotein entry complex. We therefore focused on antibodies 

raised against the BoHV-4 gB, gH and gL. As with MuHV-4 [32], infected cell surfaces provide a 

means of probing antigenic differences between BoHV-4 glycoprotein mutants. We compared cells 

infected by the WT, Bo10 Del, Bo10 Rev and Bo10 STOP BoHV-4 strains, and found greater 

accessibility of gB, gH/L and gL by some monoclonal antibodies on those infected by Bo10 Del or 

Bo10 STOP BoHV-4 strains. Thus, mAbs 29 and 35 (recognizing gB), mAb 16 (recognizing gL) and 

mAb 33 (recognizing the gH/gL complex) stained Bo10 mutants infected cells better than WT (Fig 

6a). This result was not due to differences in protein expression, as permeabilized cells gave similar 

staining with each virus (Fig 6a). 

We then analyzed WT and Bo10 Del virions by immunogold labeling with mAb 35 raised 

against gB. While binding of gold particles was observed with both strains (Fig 6b and c), there were 
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statistically more particles on Bo10 Del virions than on WT virions (p<0.001). This difference did not 

reflect greater gB content in Bo10 del virions, since immunoblotting on the same viral preparations 

with the same antibody showed equivalent signal between the mutant and the WT (Fig 6d). Increased 

accessibility of some epitopes on Bo10 mutant virions was confirmed by immunofluorescence (Fig 6e) 

of virions bound to cell surfaces. The cells were scanned by confocal microscopy with settings 

unchanged between different viruses stained with the same antibody. While WT and Bo10 STOP 

virions still stained, glow pseudo-color analysis established that the staining was stronger when Bo10 

was deleted. Together these results established a greater accessibility of some gB, gL and gH/L 

epitopes on Bo10 mutant virions than on WT or Bo10 Rev, consistent with gp180 hiding key epitopes 

from neutralization. 

 

Increased susceptibility of Bo10- BoHV-4 to gL directed neutralization. We next tested 

whether mAbs recognizing Bo10 mutants better (Fig 6) could also neutralize them better than WT or 

Bo10 Rev virions. While mAbs 29, 35 (anti-gB) and 33 (anti-gH/L) did not neutralize any strain (data 

not shown), mAb 16 (anti gL) neutralized the Bo10 mutants better (Fig 7a).  However, it was not 

possible to achieve complete neutralization as it had been with immune sera (Fig 7b). Therefore gL is 

likely to be only 1 of several neutralization targets protected by gp180. However, it was clearly one 

such target, establishing that the reduction in gL accessibility by gp180 was functionally important. 

 

Gp180 O-glycans can be a target for neutralization. While O-glycans help BoHV-4 to 

evade neutralizing antibodies, they can potentially be targeted by carbohydrate binding agents, as 

proposed for other viruses. Gp180 is not essential for BoHV-4 replication, but they could still 

compromise virus entry by steric hindrance. We therefore tested the capacity of jacalin, an O-glycan-

specific lectin, to inhibit BoHV-4 infection (Fig 8a). Inhibition was evident for WT and Bo10 Rev 

virions, whereas Bo10 deleted virions were relatively resistant. Therefore O-glycan-directed 

neutralization was possible for BoHV-4 and appeared to target mainly gp180. 
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Discussion 

 

 Persistent viruses must evade multiple arms of the host immune response to maintain 

infectivity [46,47]. Gammaherpesviruses are archetypal persistent viruses, and their cytotoxic T cell 

evasion mechanisms are well-known [48,49,50]. Much less is known about how they evade 

neutralizing antibodies. Gammaherpesviruses all share a major glycoprotein homologous to EBV 

gp350. EBV remains infectious despite the presence of anti-gp350 antibodies in serum and saliva 

[51,52,53,54]. Moreover immunization with gp350 fails to reduce either infection rates or virus 

shedding [27,28]. We still have much to learn about the interplay between gp350, gp350-specific 

antibodies and EBV host entry. For example, the inhibition of B cell infection by gp350-specific 

antibodies [53,55] could have limited relevance to host entry, or even promote it by enhancing 

epithelial infection [26], while antibodies to the MuHV-4 gp150 strongly enhance infection via IgG Fc 

receptors [56]. Here we showed that BoHV-4 gp180 is dispensable for establishment and maintenance 

of latency in vivo (Fig 2), but drastically reduced the susceptibility of BoHV-4 virions to neutralization 

immune serum (Fig 3). Gp180 seemed to hide at least partially several different epitopes on gB, gH 

and gL (Fig 6), which included neutralization targets (Fig 7). Therefore gp180 provides a glycan 

shield for some vulnerable entry epitopes. Since extensive O-glycosylation is a common feature of 

gammaherpesvirus gp350 homologs, this evasion mechanism may be widely shared. 

 The substantial gp180 divergence between different BoHV-4 strains (Table 1, Fig 4a) remains 

to be explained. It is possible that much of the protein does not require a very specific amino acid 

sequence for its function. Similarly, a key feature of the gp350 homologs of different 

gammaherpesviruses may simply be that they are type I transmembrane proteins with extensive O-

glycosylation [33] (Fig 5a). Such an importance of glycans for immune evasion, demonstrated here for 

BoHV-4, has also been hypothesized for gp350 [57]. Similarly, the HIV gp120 [58] uses N-linked 

glycans to provide a "silent face" protected against most antibodies [41]. Thus while neutralization is 

possible [59,60], this and other mechanisms ensure that it is difficult. The Ebola virus glycoprotein 

(EBOV GP) - again involved in virus binding [61] and a major target for vaccine design - is also 

extensively glycosylated and in this way partially protected against antibody [62]. As with gp180, 

different filoviruses show huge glycoprotein diversity but retain the basic protein organization and 

opportunity for extensive glycosylation [62]. The key difference with BoHV-4 is that gp180 protects 

other virion glycoproteins in trans, rather than simply protecting itself in cis. 

Another unusual feature of gp180 was the importance of O-linked glycans for its evasion. 

Most protection against antibody seems to involve N-linked glycans [41,63]. O-linked glycans have 

also been shown to protect MuHV-4 gB N-terminal ectodomain against antibody [64] and N-terminal 

O-glycans have been observed in Herpes Simplex virus gC [65], but these are relatively small linear 
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structures. Because N-linked glycans are relatively bulky, they may be less suited to protecting small 

glycoprotein domains while still allowing protein / protein interactions. It seems with gp180 that 

protection by O-linked glycans can also be "scaled up" for more extensive protection. Because gp180 

is likely to be part of a multi-protein complex, N-glycans alone may be insufficient to provide 

complete protection without also disrupting importance protein / protein interactions. Another 

consideration is that glycans can on occasion be targeted by the immune response [66]. In this context, 

glycan diversity might be useful for a virus, and providing such diversity is a potential function of the 

BoHV-4 Bo17 gene, which encodes a mucin-type beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase [67]. 

 While glycans offer mainly protection in the natural setting, they can also be artificially 

targeted for neutralization by carbohydrate binding agents (CBAs) [68]. Evading CBAs would require 

a virus to compromise its glycan shield, thereby promoting neutralization by antibody [69]. 
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Material and Methods 

Ethics Statement. The experiments, maintenance and care of rabbits complied with the 

guidelines of the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for 

Experimental and other Scientific Purposes (CETS n° 123). The protocol was approved by the 

Committee on the Ethics of Animal Experiments of the University of Liège, Belgium (Permit Number: 

1035). All efforts were made to minimize suffering. 

Cells and Virus. Madin-Darby bovine kidney (MDBK) (ATCC CCL-22) and EBL-NLS-Cre 

[30] cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle Medium (Invitrogen) containing 10% fetal calf 

serum (FCS), 2% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) and 1% non Essential amino acids (Invitrogen). 

Bovine Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were prepared as described elsewhere [71] and 

cultured in RPMI Glutamax Medium containing 10% FCS, 2% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen), 

1% Essential amino acids (Invitrogen), 1 mM Sodium pyruvate, 25 mM HEPES and 50 µM 2-

mercaptoethanol. The BoHV-4 V. test strain initially isolated from a case of orchitis [72], the BoHV-4 

Bo10 Del and Bo10 Rev strains [33] and the derived recombinant strain cloned as an Bacterial 

Artificial Chromosome (BAC) [30], were used throughout.  

Antibodies and reagent. We used a rabbit monospecific polyserum raised against the C-term 

end of the Bo10 encoded protein (anti-Bo10-c15) [33]. Four mouse monoclonal antibodies (mAbs) 

raised against BoHV-4
 
were used in the present study [73]. Mabs 16 and 33 recognize gL and the 

heterodimer gH/gL, respectively (C. Lete, unpublished results). Mabs 29 and 35 recognize gB [74] (C. 

Lete, unpublished results). The O-glycan specific lectin (jacalin) was purchased from vector 

laboratories. 

Production of a BoHV-4 Bo10 STOP strain.  We disrupted the BoHV-4 V.test Bo10 coding 

sequence (genomic coordinates 65844 to 66743) by introducing stop codons into the coding sequence 

for the Bo10 signal peptide (Bo10 STOP). BoHV-4 recombinants were produced using BAC cloning 

and prokaryotic recombination technologies as described before [30]. The V. test BAC G plasmid was 

used as parental plasmid [30]. The BoHV-4 V. test Bo10 STOP was produced using a two step 

galactokinase (galK) positive/negative selection in bacteria [75]. The first recombination process 

(galK positive selection) consisted to introduce the galK gene into the Bo10 coding sequence 

(genomic coordinate 65908) resulting in the V. test BAC G Bo10 galK plasmid. Recombination was 

achieved using the Bo10 galK cassette. It consisted of the galK gene flanked by 50-bp sequences 

corresponding to Bo10 regions (65859-65908 and 65958-65909 of the BoHV-4 V.test strain genome). 

This cassette was produced by PCR using pgalK vector [75] as template and Bo10-fwd-galK 

5’agatctgtcatacattcaaattgcatgctttttatattcagcctcgcctgCCTGTTGACAATTAATCATCGGCA 3’ and 

Bo10-rev-galK 5’ atacggtggtggatgtgctggtgctgttgctggcagttaacccatatataTCAGCACTGTCCTGCTCCTT 
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3’ as forward and reverse primers, respectively (galK sequences are indicated in capital letters, Bo10 

start codon is in bold). The second recombination process (galK negative selection) consisted to 

replace the galK sequence by a Bo10 STOP cassette to generate the BoHV-4 V.test Bo10 STOP 

plasmid. The Bo10 STOP cassette consisted of a synthetic double strand DNA corresponding to 

genomic coordinates 65844 to 65979 with the introduction (genomic coordinate 65909) of 36 

nucleotides coding for in-frame STOP codons and restriction sites (Fig 1a). These 36 nucleotides do 

not insert STOP codons in any of the 5 other frames of the genome. Reconstitution of infectious virus 

from BAC plasmids was obtained by transfection in MDBK cells. To excise the BAC cassette, 

reconstituted viruses were propagated in EBL-NLS-Cre cells expressing Cre recombinase to generate 

the corresponding excised strain. 

Southern blot.  Southern blot analysis [71] of viral DNA digested with BamHI was 

performed with probe corresponding to genomic coordinates 65339 to 67426 of the BoHV-4 V.test 

genome. 

Virus purification.  BoHV-4 strains grown on MDBK cells were purified as follows.  Virions 

were harvested from infected MDBK cell supernatants by ultracentrifugation (100,000 x g, 2 h); 

infected-cell debris was then removed by low-speed centrifugation (1,000 x g, 10 min). Virions were 

then centrifuged through a 20 to 50 % (w/v) potassium tartrate gradient in PBS (100,000 x g, 2 h). 

Virions were recovered from the gradient and finally washed and concentrated in PBS (100,000 x g, 2 

h). 

Western Blot. Virions were lysed and denatured by heating (95°C, 5 min)
 
in SDS-PAGE 

sample buffer (31.25 mM Tris-HCl pH 6.8, 1% (w/v) SDS, 12.5% (w/v) glycerol, 0.005% (w/v) 

Bromophenol Blue, 2.5% (v/v) 2-mercaptoethanol). Proteins were resolved by electrophoresis on 

Mini-PROTEAN TGX (Tris-Glycine eXtended) precast 7.5% resolving gels (Bio-Rad) in SDS-PAGE 

running buffer (25mM Tris-base, 192 mM glycine, 0.1% (w/v) SDS) and transferred to polyvinylidene 

difluoride membranes (Immobilon-P transfer membrane, 0.45 µM pore size, Millipore).
 

The 

membranes were blocked with 3% non-fat milk in PBS/0.1% Tween-20, and then incubated with anti-

Bo10-c15 rabbit antibodies or mAb 35 in the same buffer. Bound antibodies were detected with 

horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG pAb or goat anti-mouse IgG pAb (Dako 

Corporation), followed by washing in PBS/0.1% Tween-20, development with ECL substrate 

(GEHealthcare) and exposure to X-ray film. 

Animals. Specific-pathogen-free New-Zealand white rabbits were used throughout this study. 

Rabbits were inoculated intravenously with purified stocks of the different viral strains. At the end of 

the experiment, rabbits were euthanized and a necropsy examination was performed during which the 

spleen was collected.  
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 Isolation of peripheral blood mononuclear cells and preparation of spleen cell 

suspension. Blood samples were collected and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 

separated by Ficoll (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare) density gradient as described previously [76]. 

Immediately after euthanasia, spleen was removed and half-part of it was homogenized using a tissue 

grinder (VWR), passed through a stainless steel sieve and washed in FCS-free MEM before further 

analyses. 

 Viral genome detection by Real time-PCR. DNA was purified from the spleen and PBMC 

using the QIAamp DNA Mini kit (Qiagen). Real-time PCR was performed as described elsewhere 

[77]. A 103 bp fragment corresponding to BoHV-4 ORF8 was amplified with the forward primer 

8startfw (5’- CAAATAGTTCATTAGCTGCCTCTCC -3’) and the reverse primer 8middlerev (5’- 

TCATCAGTAACAGTTGGAATAGTGG -3’) in the presence of the fluorescent probe 5’-FAM-

AACACGTCAACA AGCAAGCCATCCACTG-TAMRA-3’. pGEM-T easy containing BoHV-4 gB 

ORF was used to establish standard curves. PCR amplifications and fluorescence reactions were 

carried out in a iCycler system (Bio-Rad) under the following conditions: initial activation of the Taq 

polymerase (Bio-Rad) at 94°C for 5 min followed by 50 cycles at 94°C for 1 min, 50 cycles at 51°C 

for 30 sec and 50 cycles at 72°C for 1 min.  

 Virus detection by infectious centre assay. Viral detection in spleen cell suspension was 

assayed by infectious centre assay (ICA) as follows. 5.10
5
 MDBK cells grown in 6 well cluster dishes 

(Becton Dickinson) were co-cultured for 7 days at 37°C with spleen cells in MEM containing 10% 

FCS, 2% PS, 0.6% CMC and 5.10
-5

M of β-mercaptoethanol (Merck). Cells were then fixed and 

stained with mAb 35 for indirect immunofluorescent detection of intracellular viral antigen as 

described previously [33]. Fluorescence was then visualized with a TE2000-S Nikon and a Leica 

DC300F CCD camera system. 

Oligosaccharide digestion. All reagents were obtained from New England BioLabs. For 

SDS-PAGE analysis, samples were denatured in Glycoprotein Denaturing Buffer (0.5% SDS, 40 mM 

DTT) for 10 min at 100°C and then digested for 3 h at 37°C with 250 NEB units PNGase F and/or 250 

NEB units of neuraminidase, β1-4 Galactosidase, O-glycanase in G7 reaction buffer (50 mM sodium 

phosphate, pH 7.5) with 1% NP-40. Reactions were stopped by the addition of Laemmli sample buffer 

and proteins were analyzed by immunoblotting as described below. For neutralization assays, N- or O-

linked glycans were removed with the same enzymes, but without reduction or denaturation. Thus, 

intact virions were incubated with the different enzymes (3 h, 37°C) in PBS/5% fetal calf serum 

buffered to pH 6. 

 Flow cytometry. For cell surface staining, cells infected by the different virus strains (2 

PFU/cell, 36h) were washed in PBS and analyzed
 
directly for green channel fluorescence [64]. For

 

intracellular staining, cells were fixed in 1% paraformaldehyde
 
(30 min at room temperature) and then 
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permeabilized with 0.1%
 
saponin. Cells were incubated (1 h, 4°C) with the different mAbs specific for 

BoHV-4 glycoproteins followed by Alexa 633-conjugated
 
goat anti-mouse pAb (Invitrogen). Cells 

were then washed and
 
analyzed on a FACSAria cytometer (Becton Dickinson). 

  Immunogold labeling of virions. Copper grids of 400 mesh (Agar Scientific Ltd) were 

incubated for 10 min with 2 % Alcian blue 8G solution (Gurr Microscopy Materials, BHD) to add 

positive charges. After washing, purified virions (10
8
 PFU/ml) were adsorbed to the grids for 10 min. 

Non-specific interactions were blocked by incubation of the grids for 15 min in PBS containing 0.1 % 

(w/v) cold water fish skin gelatin (CWFG, Aurion) and 5 % (w/v) goat serum (Invitrogen). This 

solution was also used for further incubation and washes. Immunogold labeling was performed by 

incubation of the grids with mAb 35 as primary antibody for 60 min at room temperature. After 

washing with PBS and incubation in PBS 0.1 % CWFG 5 % goat serum for 5 min, the grids were 

incubated with Goat anti-mouse IgG-10 nm gold labeled conjugate (diluted 1:50, BBInternational) as 

secondary antibody for 60 min at RT. A final incubation step was performed in 2 % uranyl acetate 

solution for 10 sec (Agar Scientific). Immunogold stained virions were observed using a transmission 

electron microscope (FEI, TEcnai Biotwin). Micrographs of virion were acquired for at least 20 

individual virions per strain.  

Indirect immunofluorescent staining of bound virions. Infected cells (20 PFU/cell, 2h, 4°C) 

were fixed in PBS containing 2 % (w/v) paraformaldehyde (Merck) for 30 min on ice. 

Immunofluorescent staining (incubation and washes) was performed in PBS containing 10 % FCS 

(v/v). Samples were incubated at RT for 45 min with the different mAbs raised against BoHV-4 

glycoproteins. After three washes, samples were incubated at RT for 45 min with Alexa Fluor 488 

goat anti-mouse  IgG (2 µg/ml; Invitrogen). Images were acquired on a Leica TCS SP confocal laser 

scanning microscope with settings specific for Alexa Fluor 488 (excitation, 488 nm; recording, 493-

560 nm). Acquisition settings (PMT voltage and offset) were kept identical between slides stained 

with the same antibodies. 
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 TABLE 1. Bo10 sequences divergences among BoHV-4 strains
 a,b

. 

 

a Values above and below the diagonal refer to percentages of  nucleotide and amino acid sequences divergences, respectively. 
b Percentages of sequences similarities were determined using CLUSTALw. 

 

 

 

 

 V.test LVR140 MOVAR 66p347 DN599 108 130 Buf M40 

V.test  0 0 1 1 14 14 11 11 

LVR140 0  0 1 1 14 14 11 10 

MOVAR 0 0  1 1 14 14 11 10 

66p347 1 1 1  1 15 15 11 11 

DN599 1 1 1 0  14 14 11 10 

108 39 39 39 39 39  0 8 12 

130 39 39 39 39 39 0  8 12 

Buf 33 33 33 33 33 14 14  10 

M40 31 31 31 31 31 19 19 19  



Figure 1. Generation of a Bo10 STOP BoHV-4 mutant. A. Schematic representation of the strategy followed to produce the recom-
binant BoHV-4 strain. The Bo10 STOP BoHV-4 mutant was derived from a cloned BoHV-4 BAC by galK-counterselection method. 
The Bo10 coding sequence was disrupted by inserting stop codons near the end of the coding sequence for its predicted signal peptide 
(Bo10 STOP). The mutation incorporated two BamHI and one EcoRI restriction sites. B. Verification of the molecular structure. Viral 
DNA was digested with BamHI, resolved by agarose gel electrophoresis, and hybridized with a 32P-labeled probe, corresponding to 
nucleotides 65339-67426 of the BoHV-4 V.test strain genome. Star shows the restriction fragment that contains the WT Bo10 gene. 
The Bo10 Del fragment is higher due to eGFP insertion [33]. The 7,137-bp wild-type (WT) band becomes 6044-bp (open arrow) for 
the Bo10-STOP mutant. Black arrow show the remaining 1113-bp fragment. The square shows the 555bp fragment (nucleotides 
67011-67566 of the BoHV-4 V.test strain genome) recognized in all five strains. Marker sizes in Kbp are indicated on the left. C. Detec-
tion of the Bo10 encoded gp180 protein by the anti-Bo10-c15 serum. Purified virions (5*105 virions per lane) were subjected to 
western blotting with anti-Bo10-c15 serum as described in the Methods. The position of a molecular mass (MM) standard (in kDa) is 
shown on the left. 
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Figure 2. In vivo persistence of Bo10- mutants. Groups consisting of 3 rabbits were mock-infected or infected with 108 PFU of BoHV-4 
WT V. test, Bo10 Del and Bo10 Rev strains (A and C) or infected with 107 PFU of BoHV-4 WT V.test and Bo10 Stop strains (B, D and E). 
A-D. Real-Time PCR relative quantification of BoHV 4 genomes. DNA was extracted from the PBMC (A and B) at the different times 
post-inoculation and from the spleen (C and D) 64 days post-inoculation. Data are expressed as the number of BoHV-4 ORF8 gene copies 
per 100ng of total DNA. The data presented are the average ± SEMs. In A and B, the data were analyzed by 2ways ANOVA and Bonferroni 
posttests, in C and D, the data were analyzed by 1way ANOVA and Bonferroni posttests. No significative difference was observed. E. 
Spleens from the different rabbits were analyzed individually for reactivable BoHV-4 by infectious-center assay. The data presented are the 
average ± SEMs and were analyzed by 1way ANOVA and Bonferroni posttests. No significative difference was observed.
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Figure 3. Neutralization of the BoHV-4 Bo10 mutants. BoHV-4 WT V.test, Bo10 Del, Bo10 Rev and Bo10 STOP 
virions were incubated with sera of 4 different rabbits infected with BoHV-4 V.test strain. After incubation (2h, 37°C) 
the viruses were plaque assayed for infectivity on MDBK cells. BoHV-4 titers are expressed relative to virus without 
antibody. The data presented are the average ± SEMs for 4 measurements and were analyzed by 2way ANOVA and 
Bonferroni posttests, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Figure 4.  Sequence analysis of the Bo10 encoded proteins of nine BoHV-4 strains. A. BoHV-4 Bo10 proteins alignment. Predicted 
Bo10 transmembrane protein encoded by nine different BoHV-4 strains were aligned (ClustalX; [78]). Predicted peptide signals [79] and 
transmembrane regions were highlighted in pale and dark grey respectively. Non-conserved residues were printed in red. Serine (S) and 
threonine (T) residues of the N-terminal ectodomain were highlighted in orange, asparagine (N) residues of the N-terminal ectodomain 
were highlighted in green. Open and filled circles indicate potential O- and N-glycosylation sites respectively (using NetNglyc 1.0 and 
NetOglyc 3.1 algorithms [37]) that are predicted for each of these residues in all the different strains that display such residue at that 
position. B. Prediction of N-glycosylation sites for the complete BoHV-4 V.test gp180 protein sequence using the NetNglyc 1.0 algorithm. 
The shaded regions indicate the signal peptide and transmembrane region. The red line indicates significative threshold. C. Prediction of 
O-glycosylation sites for the complete BoHV-4 V.test gp180 protein sequence using the NetOglyc 3.1 algorithm. The shaded regions 
indicate the signal peptide and transmembrane region. The red line indicates significative threshold.
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Figure 5. Glycosylation of BoHV-4 gp180 and importance of BoHV-4 glycans in neutralization evasion. A. Purified BoHV-4 WT 
V.test strain virions were deglycosylated after denaturation. /, no enzyme; N-, protein N-glycanase; O-, sialidase A +  β1-4 Galactosi-
dase + O-glycanase; N O-, protein N-glycanase + sialidase A +  β1-4 Galactosidase + O-glycanase. Each was then immunoblotted for 
gp180 (encoded by Bo10) with anti-Bo10-c15 serum as described in the Methods. The position of a MM standard (in kDa) is shown 
on the left. B. Intact MDBK cell-derived BoHV-4 V.test strain virions were deglycosylated without denaturation. /, no enzyme, N-, 
protein N-glycanase, O-, sialidase A + O-glycanase, N-O- protein N-glycanase + sialidase A + O-glycanase. Each was then tested for 
neutralization by rabbit anti BoHV-4 V.test strain. After incubation (2h, 37°C) the viruses were plaque assayed for infectivity on 
MDBK cells. BoHV-4 titers are expressed relative to virus without antibody. The data presented are the average ± SEMs for 4 measure-
ments and were analyzed by 2way ANOVA and Bonferroni posttests,  ** p<0.01, *** p<0.001. Statistical significance was only shown 
for O- treatment. Equivalent data were obtained in two further experiments.
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Figure 6. Antigenicity of the fusion complex of Bo10- mutants. A. MDBK cells were infected (2 PFU/cell, 36 h) with wild-type 
(solid black lines), Bo10 Del (red lines), Bo10 Rev (dotted black lines) or Bo10 STOP (green lines) of BoHV-4 V.test, and then 
analyzed by flow cytometry. The filled histogram shows uninfected cells. MAb 29 and 35 recognize gB, mAb 16 recognizes gL, and 
mAb 33 recognizes gH/L. Fixed (PFA 4%, 4°C for 30 min) and permeabilized (saponin 0.1%) cells were used as control of protein 
expression. B. and C. Immunoelectron microscopy. Purified BoHV-4 WT V.test or Bo10 Del virions were processed for immunoelec-
tron microscopy as described in Methods. These samples were stained for gB with mAb 35 followed by secondary goat anti-mouse 
IgG-10 nm gold labeled. Pictures of individual virions were then taken and gold particles were counted on each virion.  The data 
presented are the average ± SEMs for 20 different virions and were analyzed by Student’s t-test, *** p<0.001 (B). Pictures of represen-
tative virions are showed (C). D. Purified BoHV-4 WT V.test and Bo10 Del virus stocks were compared for gB content per PFU by 
immunoblotting for gB (with mAb 35) as described in the Methods. The position of a MM standard (in kDa) is shown on the left. E. 
MDBK cells were exposed to BoHV-4 WT V.test and Bo10 STOP virions (20 PFU/cell, 2 h, 4°C), then directly fixed with 2% parafor-
maldehyde. The cells were then stained for gB with mAb 29 and 35, for gL with mAb 16 and for gH/gL with mAb 33. For each image, 
a detailed cadran is shown at higher magnification. Pseudo-color glow scale (White, highest to black, lowest intensity).
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Figure 7. Sensitivity of Bo10- mutants to anti gL directed neutralization. A.  BoHV-4 WT V.test, Bo10 
del, Bo10 Rev and Bo10 STOP virions were incubated with the gL-specific neutralizing mAb 16. After 
incubation (2h, 37°C) the viruses were plaque assayed for infectivity on MDBK cells. BoHV-4 titers are 
expressed relative to virus without antibody. The data presented are the average ± SEMs for triplicate 
measurements and were analyzed by 1way ANOVA and Bonferroni posttests, ** p<0.01, *** p<0.001. B. 
BoHV-4 WT V.test, Bo10 del, Bo10 Rev and Bo10 STOP virions were incubated with increasing amounts 
of the gL-specific neutralizing mAb 16, and then assayed for infectivity on MDBK cells. BoHV-4 titers are 
expressed relative to virus without antibody. Equivalent data were obtained in two further experiments.
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Figure 8. Glycans on BoHV-4 gp180 allow virus neutralization.  Sensitivity of WT, Bo10 Del 
and Bo10 Rev strains to Jacalin mediated neutralization. BoHV-4 WT V.test, Bo10 Del and Bo10 
Rev virions were incubated with increasing amounts of O-glycan specific lectin jacalin (1h, 37°C) 
and then assayed for infectivity on MDBK cells. BoHV-4 titers are expressed relative to virus 
without lectin. The data presented are the average ± SEMs for 3 measurements and were analyzed 
by 2way ANOVA and Bonferroni posttests, *** p<0.001.  
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Préambule 

 

Les résultats obtenus au cours des premières études illustrent la complexité des interactions 

entre les gammaherpèsvirus et le système immunitaire. En particulier, l’analyse des fonctions du gène 

Bo10 a mis en évidence la subtilité des méthodes d’évasion du BoHV-4 vis à vis de la neutralisation 

par les Ac spécifiques. Parmi l’ensemble des stratégies utilisées par les gammaherpèsvirus, 

l’exploitation du processus de glycosylation semble représenter un mécanisme important pour se 

dérober à la réponse immune humorale. Chez ces virus, dont la dérive antigénique est faible, 

camoufler les épitopes essentiels à l’entrée est crucial pour assurer la transmission du virus depuis un 

individu immun. Cependant, alors que la glycosylation des protéines virales constitue un avantage 

évolutif majeur pour la dissémination des gammaherpèsvirus au sein de l’espèce hôte, qu’en est-il lors 

de la transmission entre espèces différentes ? Ces glycans, dont le caractère peu immunogène profite 

au virus, sont-ils tout aussi « inertes » vis-à-vis du système immunitaire d’un hôte étranger? Qu’elles 

sont leurs implications quand il s’agit de franchir la barrière d’espèces et plus précisément quand il 

s’agit d’infecter l’homme ?   

Afin d’investiguer ces questions, nous avons envisagé la possibilité d’une infection humaine 

par le BoHV-4. Cette troisième partie expérimentale est donc consacrée à l’étude de la neutralisation 

de ce virus par le sérum humain. En préambule, certaines les particularités de la réponse immune de 

l’homme sont brièvement abordées. 

 

1. Le concept d’anticorps naturels 

 

La réponse immune comporte différents mécanismes de défense pour répondre aux 

agressions extérieures. Outre les barrières muqueuses, c’est l’immunité innée qui la première fait 

obstacle à l’invasion des pathogènes. Par le biais du système du complément, des médiateurs de 

l’inflammation et des différentes cellules effectrices, l’immunité innée contrôle bon nombre 

d’infections et établit un relais crucial avec l’immunité adaptative. Un composant intéressant de la 

barrière immunitaire chez l’homme est représenté par les Ac naturels. Ces derniers sont définis comme 

des Ac préexistant la rencontre d’un antigène et sont donc présents chez un individu naïf.  

Les Ac naturels représentent une large fraction des Ac circulants retrouvés dans le sérum 

d’individus humains sains (Dighiero et al., 1986). D’affinité faible pour leur cible, ces Ac sont issus de 

gènes n’ayant subi aucune mutation somatique et ne semblent pas être le résultat  d’une réponse 

immunitaire adaptative spécifique antérieure (Avrameas, 1991). Représentés majoritairement par les 
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isotypes G et M mais aussi quelquefois par l’isotype A (Galili, 1993), ils constituent une défense 

charnière entre l’immunité innée et adaptative. Les Ac naturels reconnaissent, pour la plupart, des 

épitopes partagés par différentes molécules (Thompson et al., 1992). Ils reconnaissent un spectre d’Ag 

étendu, comme des motifs de la membrane cellulaire, des molécules intra- et extra-cellulaires du soi 

ainsi que de nombreux agents pathogènes, par des réactions croisées. La question de l’origine des Ac 

naturels reste controversée. Différentes théories s’opposent encore aujourd’hui. Alors qu’une origine 

strictement génétique a été évoquée (Ternynck et al., 1994), la production en réponse à la flore 

normale des surfaces épithéliales du corps ou en réaction au soi, semble être la théorie la plus probable 

(Galili et al., 1988a). 

 Même si les fonctions biologiques des Ac naturels ne sont pas totalement éclaircies, ils 

semblent jouer un rôle bénéfique de défense en opsonisant les pathogènes et en contribuant à leur 

destruction par le complément (Hayashi et al., 2004; Jayasekera et al., 2007; Takeuchi et al., 1997). 

De plus, ils pourraient également jouer un rôle important dans la modulation de la réponse 

immunitaire (Ternynck et al., 1994). Plus récemment, de nombreuses études ont démontré 

l’implication des Ac naturels dans la détection et l’élimination précoce des lésions cancéreuses 

(Brandlein et al., 2004; Brandlein et al., 2003; Vollmers & Brandlein, 2005; 2006).  

 

2.  Les anticorps anti-gal 

 

Les Ac naturels les plus abondants dans le plasma sont de deux types : ceux fixant les 

antigènes des groupes sanguins du système ABO, décrits par Landsteiner dès 1909 et ceux orientés 

vers les motifs alpha galactose. Les épitopes cibles sont, pour chacun d’eux, des résidus carbohydrates 

synthétisés par une même famille de glycosyltransférases (Milland et al., 2006). Les Ac anti-galactose 

sont principalement d’isotype IgG ou IgM et constituent plus d’1% du pool des Ac circulants. 

Désignés sous le terme d’Ac « anti-gal », ils lient spécifiquement  le résidu galactose α-1,3-galactose- 

1,4- NAcétylglucosamine (épitope gal) exprimé par les cellules de mammifères, à l’exception des 

singes supérieurs, des singes de l’ancien monde et de l’homme (Galili et al., 1988b). Ce résidu est 

synthétisé par une α-1,3-galactosyltransférase (GT) (Figure 7). Des orthologues fonctionnels de cette 

enzyme ont été conservés chez l’ensemble des espèces, au cours du processus de spéciation, jusqu’il y 

a approximativement 20 à 30 millions d’années. A cette époque, une mutation délétère est apparue sur 

le gène de l’enzyme GT, au niveau de la branche phylogénique qui allait conduire aux populations des 

hommes, des grands singes et des singes de l’ancien monde (Galili et al., 1988b). Chez ces dernières 

espèces, la disparition du motif alpha galactose du répertoire antigénique du soi a permis l’apparition 

d’Ac naturels dirigés contre ce motif. Une hypothèse intéressante a été proposée pour expliquer la 

sélection de la mutation invalidant le gène de la GT, au cours de l’évolution. Selon cette hypothèse, les 
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singes de l’ancien monde auraient été soumis à une forte pression de sélection par un agent infectieux 

porteur de l’épitope gal (Galili et al., 1988b). Les sujets mutants GT négatifs et donc pourvus d’Ac 

anti-gal, auraient dès lors survécu. 

D’un point de vue moléculaire, les épitopes gal semblent se rajouter sur différents squelettes 

carbohydrates. Ainsi, plusieurs études ont voulu caractériser les substrats accepteurs de ces résidus 

terminaux et les auteurs ont proposé divers branchements particuliers aux N- comme aux O-glycans 

(Blanken & Van den Eijnden, 1985; Stults et al., 1999; Thibaudeau et al., 1996).  

En partie responsables des réactions aiguës de rejet de xenogreffes (Abdel-Motal et al., 

2006; Galili et al., 2007; Milland et al., 2006), les Ac anti-gal sont de plus en plus étudiés et semblent 

interagir à de nombreux niveaux biologiques. Ainsi, plusieurs équipes scientifiques ont récemment 

suggéré une responsabilité des ces Ac dans l’émergence de maladies autoimmunes (Fullmer et al., 

2005). Dépassant le cadre strict de la xénotransplantation et des réactions de rejet, plusieurs études se 

sont penchées sur l’implication des Ac anti-gal dans la neutralisation de différents virus enveloppés 

(Hayashi et al., 2004; McKane et al., 2003; Welsh et al., 1998). Ces recherches, ciblant notamment les 

rétrovirus et le virus de la maladie d’Aujeszky, ont démontré la responsabilité des Igs anti-gal dans 

l’initiation de la cascade du complément et dans l’inactivation subséquente de ces agents infectieux 

(Hayashi et al., 2004). 

Cette troisième étude a pour but d’investiguer la sensibilité du BoHV-4 à la neutralisation 

par le sérum humain naïf afin de déterminer si l’espèce humaine possède une immunité innée anti-

virale contre cet agent. Dans le cadre de cette transmission inter-espèce potentielle, une attention 

particulière sera accordée à la protéine gp180 et aux glycans qu’elle expose afin de déterminer les 

implications éventuelles de ceux-ci vis-à-vis du franchissement de la barrière d’espèce.  

. 
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Abstract

In contrast to most gammaherpesviruses, Bovine herpesvirus 4 (BoHV-4) has a broad range of host species both in vitro and in vivo. Several in
vitro studies demonstrated that some human cell lines are sensitive or even permissive to BoHV-4. These observations led to the hypothesis that
cross-species transmission of BoHV-4 could lead to human infections. In the present study, we investigate the sensitivity of BoHV-4 to neutral-
ization by na€ıve human sera in order to determine if humans exhibit innate anti-viral activities against this virus. Our results demonstrate that
human sera from na€ıve individuals, in contrast to the sera of na€ıve subjects from various animal species, neutralize BoHV-4 efficiently. A series
of complementary experiments were performed to unravel the mechanism(s) of this neutralization. The data obtained in this study demonstrates
that human serum neutralizes BoHV-4 in a complement dependent manner activated by natural antibodies raised against the Gala1-3Galb1-
4GlcNAc-R epitope expressed by bovine cells.
� 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Bovine herpesvirus 4; Innate anti-viral immunity; Virus neutralization; Complement; Natural antibodies
1. Introduction

Bovine herpesvirus 4 (BoHV-4) belongs to the Herpesviri-
dae family, gammaherpesvirinae subfamily, rhadinovirus ge-
nus [1]. BoHV-4 has been isolated throughout the world
from both healthy cattle as well as from those exhibiting

Abbreviations: BoHV-4, Bovine herpesvirus 4; EGFP, enhanced green

fluorescent protein; Gala1-3Gal, Gala1-3Galb1-4GlcNAc-R; GT,

a1-3-galactosyltransferase; MDBK, Madin Darby Bovine Kidney; MEM, min-

imal essential medium; MBL, mannan-binding lectin; Mab, mouse monoclo-

nal antibody.

* Corresponding author. Tel.: þ32 4 366 42 64; fax: þ32 4 366 39 08.

E-mail address: a.vdplasschen@ulg.ac.be (A. Vanderplasschen).
1286-4579/$ - see front matter � 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved

doi:10.1016/j.micinf.2007.08.007
a variety of diseases. In contrast to most gammaherpesviruses,
BoHV-4 can replicate in a broad range of host species both in
vitro and in vivo. Several in vitro studies demonstrated that
some human cell lines are sensitive or even permissive to
BoHV-4 [2e4]. The sensitivity of human cells to BoHV-4
infection has been investigated to address two main questions.

The observation that human cells can support BoHV-4 in-
fection led to the hypothesis that field strains of BoHV-4 could
represent a danger for human health [2,4]. BoHV-4 could be
potentially harmful to humans either by replicating in permis-
sive cells and/or by protecting non-permissive persistently
infected cells from apoptosis [4]. In vivo, the latter phenome-
non could allow the infected cells to accumulate mutations
leading eventually to transformation [4]. Importantly, this
.
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property has been shown to play an important role in the on-
cogenesis induced by several gammaherpesviruses [5,6]. The
risk of a viral cross-species transmission relies on several fac-
tors such as, the prevalence of the virus in the environment, the
existence of events permitting the transmission of the virus,
and finally, the capacity of the virus to infect and to persist
in the non-natural host. In relation to these factors, several ob-
servations support the existence of a risk of BoHV-4 transmis-
sion to humans. Firstly, BoHV-4 is highly prevalent in the
cattle population and no eradication scheme is directed against
this virus. Secondly, there are many factors that increase the
exposure of this virus from cattle to humans: (i) BoHV-4 is
frequently isolated from bovine serum [7] which is abundantly
used in food and pharmacological preparations [8], making
human contamination by BoHV-4 possible by enteral or paren-
teral routes; (ii) BoHV-4 has been found in the milk of cows
with mastitis as well as from apparently healthy cows, sug-
gesting possible human contamination by oral route through
milk ingestion [9,10]. The latter risk is drastically reduced
by the sensitivity of BoHV-4 to milk pasteurization [11];
and (iii) infected animals excrete BoHV-4 in nasal and vaginal
discharges both after primary infection and after reactivation
[12] making human contamination possible resulting from di-
rect contact with infected cattle. However, to date there are no
reported cases of human infection with BoHV-4.

The ability of BoHV-4 to infect human cells has also been
investigated to address the potential of BoHV-4 recombinant
strains for viro-oncolytic treatment of human cancer. Recently,
we reported the property of BoHV-4 to induce, in vitro and in
vivo, apoptosis of some human carcinomas [13]. In vivo assays
were performed in nude mice, and consequently, in absence of
human innate immunity.

Human innate immunity against BoHV-4 could be crucial
for both questions presented above resulting in beneficial or
undesirable effects. Indeed, on the one hand, natural immunity
could prevent human infection after contamination by BoHV-4
field strains. On the other hand, the potential of modified
BoHV-4 strains as viro-oncolytic treatment of cancer could
be drastically reduced by human innate anti-viral immunity.

Innate humoral immunity against viruses can be mediated
by complement. Activation of complement on virions can oc-
cur independently of antibodies [14] or be the consequence of
natural antibody binding on virions (Antibodyecomplement
dependent viral neutralization) [15,16]. The serum of humans,
apes and Old World monkeys contain high levels of natural an-
tibodies specific for the carbohydrate moiety Gala1-3Galb1-
4GlcNAc-R (Gala1-3Gal) [16]. This moiety is a product of
the a-1-3-galactosyltransferase (GT) enzyme that adds a termi-
nal galactose onto glycoproteins and glycolipids in a specific
a1-3 linkage. Humans, apes and Old World monkeys do not
express the Gala1-3Gal moiety as the consequence of an an-
cestral inactivation of their GT gene. The non-expression of
this moiety resulted in loss of immune tolerance and pro-
duction of anti-Gala1-3Gal antibodies as a presumed conse-
quence of bacterial exposure [16]. In contrast, New World
monkeys, prosimians and non-primate mammals express
a functional GT enzyme which produces the Gala1-3Gal
epitope as a self antigen, preventing these species from pro-
ducing anti-Gala1-3Gal antibodies. Human serum contains
high level of IgG and IgM against Gala1-3Gal [17]. Anti-
Gala1-3Gal constitutes approximately 1% of circulating IgG.
It has been shown for few enveloped viruses that their passage
through cells expressing Gala1-3Gal make them potential
targets for natural human antibodies against Gala1-3Gal and
eventually sensitive to antibody dependent complement neu-
tralization [18e22].

In the present study, we investigate the sensitivity of
BoHV-4 to neutralization by na€ıve human serum in order to
determine if humans exhibit innate anti-viral activities against
this virus. Our results demonstrate that human sera from na€ıve
individuals, in contrast to the sera of na€ıve subjects from var-
ious animal species, neutralize BoHV-4 efficiently. A series of
complementary experiments demonstrated that human serum
neutralizes BoHV-4 through activation of complement by
natural antibodies raised against bovine host cell derived
epitopes. The Gala1-3Gal epitope expressed by bovine
cells was proved to play a key role in this neutralization.
This study is the first to support the role of human natural
anti-Gala1-3Gal antibodies as an innate immune mechanism
against a gammaherpesvirus. The present study also raises
questions that must be considered when developing BoHV-4
recombinants as viro-oncolytic vectors.

2. Materials and methods

2.1. Cells and virus

Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) (ATCC CCL 22)
and VERO (ATCC CCL 81) (African green monkey) cells
were cultured following the recommendations of the ATCC
(http://www.atcc.org). The BoHV-4 V. test EGFP Xho I re-
combinant strain was used throughout this study. This strain
carries an enhanced green fluorescent protein (EGFP) expres-
sion cassette under control of the human cytomegalovirus IE
gene promoter/enhancer in a region of the viral genome which
does not contain any open reading frames. Comparison of the
parental V. test strain and the derived V. test EGFP Xho I re-
vealed no difference in viral replication both by single round
and multiple step assays [4]. Virus grown on MDBK or
VERO cells was semi-purified and stored as described
previously [13].

2.2. Complement reagents

Serum was collected as a source of complement from hu-
man volunteers with different ABO blood groups and from
several animal species (Table 1). The sera were treated as de-
scribed previously to preserve complement activity, aliquoted
and stored at �80 �C [23]. Complement activity of stored sera
was controlled using the AH50 assay as described elsewhere
[24]. This assay relies on the lysis of unsensitized rabbit eryth-
rocytes by sample serum in a buffer containing the calcium
chelator EGTA, thus preventing the activation of the cal-
cium-dependent classical pathway. The results are expressed

http://www.atcc.org
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as the dilution of the sample serum that induced the lysis of
50% of rabbit erythrocytes (Table 1).

The sera listed in Table 1 were analyzed for the presence of
specific antibodies raised against BoHV-4 using two indirect
immunofluorescent assays as described previously [25]. With
exception of some of the bovine sera, none of the sera col-
lected contained detectable antibodies against BoHV-4 (data
not shown). The experiments presented in this manuscript
were performed exclusively with BoHV-4 antibody negative
bovine sera. Human C3 depleted serum and purified human
C3 factor were purchased from Calbiochem (Darmstadt,
Germany).

2.3. Complement inhibitors

To identify the implication of specific complement activa-
tion pathways, samples were treated with EGTA (final concen-
tration of 8 mM) and Mg2þ (final concentration of 2 mM) to
inactivate the classical and the mannan-binding lectin
(MBL) pathways, or with D-mannose (final concentration of
100 mM) to interfere with activation of the MBL pathway.
To inactivate all three complement activation pathways,
EDTA (final concentration of 10 mM) was added to samples.
To interfere with C3 activation, 40 mM of circular compstatin
was added to samples. Linear compstatin was used as an inac-
tive control.

2.4. Antibodies

Purified human IgG and IgM were used in this study
(Sigma-aldrich, St. Louis, Missouri, USA). These antibodies
were isolated from pooled serum of healthy individuals. Anti-
bodies raised against BoHV-4 were not detected in these puri-
fied antibodies using two indirect immunofluorescent assays
described elsewhere (data not shown) [25]. The mouse mono-
clonal antibody (Mab) M86 anti-Gala1-3Gal was purchased
from Alexis. Mab M86 is an IgM. Mab MADNP-5

Table 1

Serum complement activity and anti-Gala1-3Gal antibody levela

Species

(blood group)

Serum complement activityb Anti-Gala1-3Gal antibodyc

Serum dilution R2 IgG (mg/ml) IgM (mg/ml)

Hu (Oþ) 0.060 0.968 108.3 89.3

Hu (Aþ) 0.046 0.969 113.7 44.5

Hu (AB�) 0.041 0.910 75.6 68.5

Hu (Bþ) 0.043 0.885 69.4 25.6

Horse 0.088 0.942 <DL <DL

Sheep 0.024 0.971 <DL <DL

Bovine 0.042 0.985 <DL <DL

Goat 0.028 0.970 <DL <DL

Canine 0.043 0.974 <DL <DL

Rat 0.415 0.887 <DL <DL

a Data were obtained from a representative sample out of three serum sam-

ples of each species or blood group.
b Serum complement activity was determined by AH50 haemolysis assay.

The results are expressed as the serum dilution leading to 50% of haemolysis

of unsensibilised rabbit erythrocytes.
c <DL indicates that no antibody was detected.
(Experimental Immunology Unit, University of Louvain, Bel-
gium) raised against dinitrophenyl hapten is also an IgM and
was used as an isotypic control for Mab 86. Antibodies were
used free of sodium azide [26].

2.5. Viral neutralization assay

The property of the sera listed in Table 1 to neutralize
BoHV-4 was investigated by virus neutralization assay (in ab-
sence of detectable specific anti-BoHV-4 antibodies) as de-
scribed previously with minor modifications [27]. Briefly,
semi-purified BoHV-4 V. test EGFP Xho I was diluted in
ice-cold minimal essential medium (MEM) (Invitrogen, Carls-
bad, California, USA) containing active or heat-inactivated
(56 �C, 30 min) serum (final concentration of 10%, vol/vol).
After an incubation period of 60 min at 37 �C, samples were
diluted 5 times with MEM and the amount of remaining infec-
tious virus was determined by plaque assay on MDBK cells as
described previously [28].

2.6. Enzyme-linked immunosorbent assay for
measurement of anti-Gala1-3Gal IgG and IgM

The levels of anti-Gala1-3Gal IgG and IgM was deter-
mined by enzyme-linked immunosorbent assay as described
in details elsewhere [17]. The results are expressed as the
mean of triplicate measures.

2.7. Statistical analysis

Student’s t test was used to test for the significance of viral
neutralization data (P< 0.05), while HA50 data were assessed
by linear regression.

3. Results

3.1. Human serum exhibits an innate anti-viral activity
against BoHV-4

The initial goal of the present study was to determine if
human serum exhibits an innate anti-viral activity against
BoHV-4. With that goal in mind, sera were collected from
healthy human volunteers and from several animal species
(Table 1). Sera collected were tested for the presence of spe-
cific antibodies raised against BoHV-4 using two indirect
immunofluorescent assays. With exception of some of the
bovine sera, none of the sera collected contained detectable
anti-BoHV-4 antibodies (data not shown). Only seronegative
bovine sera were further used in the present study.

In contrast to animal sera, human sera exhibited an innate
anti-viral activity against BoHV-4 (Fig. 1). This neutralizing
activity was observed only in sera in which the complement
activity had been preserved and was independent of the donor
ABO blood group.

To confirm that the absence of neutralization observed with
animal sera was not the consequence of complement inactiva-
tion, the complement activity of all sera was compared using
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an AH50 assay (Table 1). This assay revealed that with excep-
tion of the rat serum, all other sera tested exhibited
comparable complement activity; serum dilutions between
0.024 and 0.088 led to 50% of haemolysis (Table 1). The
data present above suggest that human serum exhibits an
innate anti-viral activity against BoHV-4 that is dependent
on complement activation or on the activity of another thermo
labile factor.

3.2. Anti-BoHV-4 innate anti-viral activity of human
serum relies on complement activation

To investigate the role of complement activation in the abil-
ity of human serum to neutralize BoHV-4, we investigated the
sensitivity of the virus to human serum depleted in C3
(Fig. 2A). Incubation of BoHV-4 with active human serum de-
pleted in C3 induced a partial neutralization of the virus. The
mean numbers of plaques observed with heat-inactivated and
active serum were 295 and 95, respectively, implying a 68%
reduction. Addition of purified C3 to human serum depleted
in C3 gradually increased its neutralizing activity. Addition
of 28.4 mg/ml of C3 led to a complete inhibition of the virus.
Knowing that the physiological concentration of C3 is around
1.25 mg/ml of serum, the former results suggest that efficient
neutralization of BoHV-4 can occur with a low concentration
of C3. Consequently, the partial neutralization observed with
C3 depleted serum without addition of purified C3 could be
the consequence of the remaining C3 left after the depletion
process.
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To test the latter hypothesis and to further investigate the
role of complement activation in the ability of human serum
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vation (Fig. 2B). Circular compstatin drastically reduced the
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of plaques observed in presence of compstatin was reduced by
only 20% compared to heat inactived human serum. In con-
trast, linear compstatin used as an inactive control did not af-
fect serum neutralization activity. Taken together, the results
presented above suggest that the property of na€ıve human se-
rum to neutralize BoHV-4 infectivity relies on complement
activation.

3.3. Anti-BoHV-4 innate anti-viral activity of human
serum relies on activation of the classical pathway of
complement

In order to identify the specific complement pathway(s) ac-
tivated in this study, we used chemical inhibitors (Fig. 2C) to
distinguish the individual pathways. EDTA that inhibits all
three activation pathways of complement abolished the prop-
erty of active human serum to neutralize BoHV-4. Similarly,
EGTA that inhibits the classical and the MBL pathways totally
prevented BoHV-4 neutralization by active human serum sug-
gesting the involvement of either one or both of the latter path-
ways. Finally, D-mannose that is used as an inhibitor of the
MBL pathway, did not affect the ability of active human serum
to neutralize BoHV-4. The results presented in Fig. 2C demon-
strate that the ability of active human serum to neutralize
BoHV-4 relies on activation of the classical pathway of
complement.

3.4. Activation of the human classical pathway of
complement on BoHV-4 virions relies on antibodies

Activation of human complement on BoHV-4 virions could
occur independently of antibodies (through direct binding of
C1q on virions) or be the consequence of natural antibody
binding on virions. To investigate the existence of natural an-
tibody able to bind to BoHV-4 virions in human serum, we
tested whether the addition of purified human IgG and IgM
to active horse serum could confer neutralizing activity to
the latter (Fig. 3). IgG and IgM were added to active horse se-
rum to a final concentration of 1.35 mg/ml and 0.3 mg/ml, re-
spectively. It is important to note that these concentrations are
lower than the physiological concentrations observed in hu-
man serum (13.5 mg/ml of IgG and 1.5 mg/ml of IgM). How-
ever, addition of human IgG and IgM to active horse serum
induced neutralization of BoHV-4, thereby demonstrating the
presence of human natural antibody able to bind on BoHV-4
virions.

3.5. Mab M86 raised against Gala1-3Gal induces
complement dependent neutralization of BoHV-4

Human natural antibodies raised against Gala1-3Gal repre-
sent up to 1% of circulating antibodies [16]. Anti-Gala1-3Gal
antibody analysis of the human sera used in this study revealed
high levels of both IgG and IgM consistent with an earlier re-
port (Table 1) [17]. As expected no anti-Gala1-3Gal antibody
was detected in the sera of non-primate mammals (Table 1).
Previous studies reported the ability of the former antibodies
to induce complement neutralization of enveloped virus de-
rived from cell expressing Gala1-3Gal [18e22]. Given that
the MDBK cells used to grow BoHV-4 express Gala1-3Gal,
we investigated whether Mab M86 raised against Gala1-3Gal
could induce complement dependent neutralization of the vi-
rus. While active horse serum did not affect the infectivity of
BoHV-4, active horse serum supplemented with Mab M86
induced neutralization (the number of plaques was reduced
by 92%) (Fig. 4). The infectivity of BoHV-4 was not affected
by either active horse serum supplemented with an irrelevant
isotypic control or by heat-inactivated horse serum contain-
ing Mab M86.
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3.6. BoHV-4 grown on MDBK and VERO cells exhibited
different sensitivity to neutralization by human serum

The results presented above suggest that human serum
neutralizes BoHV-4 through complement activation induced
by natural antibodies raised against Gala1-3Gal. If this conclu-
sion is correct, BoHV-4 virions derived from cells expressing
Gala1-3Gal should be sensitive to neutralization by human
serum while virions derived from Gala1-3Gal negative cells
should not. To test this hypothesis, BoHV-4 virions grown on
MDBK (Gala1-3Gal positive) and on VERO (Gala1-3Gal
negative) were compared for their sensitivity to human serum
(Fig. 5A). As observed many times during this study, active
human serum neutralized BoHV-4 grown on MDBK cells.
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Fig. 5. (A) Effect of host cell species on the sensitivity of BoHV-4 to neutral-

ization by human serum. Semi-purified BoHV-4 V. test EGFP Xho I derived

from MDBK cells or VERO cells was assayed for its sensitivity to neutraliza-

tion by human serum. Active, A, and heat-inactivated, HI, human sera were

tested at the final concentration of 10% (vol/vol). Data represent the average

of the number of plaques obtained �SD for triplicate measures. (B) Effect

of pre adsorption on mock-infected cells on the ability of antibodies to induce

complement dependent neutralization of BoHV-4. Purified human IgG and

IgM were incubated on MDBK or VERO mock-infected cells for 2 h at

37 �C. Unbound antibodies were collected and assayed for their ability to in-

duce complement dependent neutralization of BoHV-4 as described in Fig. 3

legend.
Interestingly, active human serum did not significantly affect
the infectivity of BoHV-4 virions derived from VERO cells.

3.7. Preadsorption of human antibodies on mock-
infected Gala1-3Gal positive cells reduced their ability
to induce complement dependent neutralization of
BoHV-4

To further support the role of human anti-Gala1-3Gal anti-
bodies in the neutralization observed, a depletion experiment
was performed (Fig. 5B). Human IgG and IgM were pre ad-
sorbed on mock-infected cells positive (MDBK) or negative
(VERO) for Gala1-3Gal expression. Recovered antibodies
were then assayed for their ability to induce complement de-
pendent neutralization of BoHV-4 grown on MDBK cells
(Fig. 5B). Pre adsorption on MDBK cells but not on VERO
cells drastically reduced the neutralizing property of the
antibodies.

4. Discussion

The goal of this study was to investigate the existence of an
innate anti-viral immunity raised against BoHV-4 in human
serum. Our data demonstrate that human serum, in contrast
to sera collected from several animal species, neutralized
BoHV-4 efficiently. The mechanism of this neutralization
was demonstrated to be complement dependent through acti-
vation of the classical pathway by natural antibodies. The lat-
ter antibodies were raised against the Gala1-3Gal epitope
expressed in MDBK cells and possibly against other host
cell derived epitopes expressed on the surface of BoHV-4
virions.

Innate anti-viral activity in serum has been described
against many viruses for several host species. Interestingly,
the anti-viral activity relies on several immune mechanisms
that were found to vary in host species and according to the
virus considered. The results of this study demonstrate that hu-
man serum neutralizes BoHV-4 through activation of comple-
ment by natural antibodies raised against host cell derived
epitopes expressed on the virion surface. The latter conclusion
relies on the observation that BoHV-4 virions grown in MDBK
cells were neutralized by human serum while those derived
from VERO cells were not (Fig. 5). Human antibodies raised
against BoHV-4 virions could recognize either cellular mole-
cules incorporated into the viral envelope and/or post-transla-
tionnal modifications induced by specific cellular enzymes.
Further studies are required to determine the structure of all
targeted epitopes and to identify on which molecules they
are expressed. However, the Gala1-3Gal epitope present on
BoHV-4 virions, as a consequence of host cell GT activity,
was proved to be sufficient to induce complement dependent
neutralization of BoHV-4 (Fig. 4). Human serum contains
high level of IgG and IgM raised against the Gala1-3Gal epi-
tope. Taken together, these results strongly suggest that the
property of human serum to neutralize BoHV-4 relies on com-
plement activation induced by natural antibodies raised against
the Gala1-3Gal epitope on virion. This study is the first to
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report this phenomenon for a member of the gammaherpesvi-
rus subfamily.

BoHV-4 neutralization mediated by anti-Gala1-3Gal anti-
bodies and complement may play a role as a barrier to prevent
cross-species infection from cattle to human. As described
in Section 1, human contamination by BoHV-4 could occur
by parenteral and mucosal routes. The results of this study
suggest that IgG and IgM seric antibodies raised against
Gala1-3Gal may neutralize BoHV-4 immediately after paren-
tal transmission. Anti-Gala1-3Gal antibodies could also play
a role as a barrier to prevent human contamination through
mucosal route. Indeed, it has been demonstrated that human
secretions contains anti-Gala1-3Gal IgA [29]. Further studies
are required to determine the potential of these IgA to neutral-
ize BoHV-4 at the mucosal surface. It is important to note that
the latter property may be crucial to prevent human contami-
nation as progeny virions released by human mucosal cells
will be Gala1-3Gal negative, and consequently, insensitive
to seric anti-Gala1-3Gal immunoglobulins.

The protective effect of anti-Gala1-3Gal antibodies could be
explained as suggested above by immediate viral neutralization
after exposure or by promoting the adaptive immune response
raised against the virus. The latter hypothesis is supported by
a very recent study performed on the immunogenicity of Human
immunodeficiency virus (HIV) gp120 engineered to express
Gala1-3Gal [30]. These authors demonstrated that gp120 engi-
neered to express Gala1-3Gal induced a better immune
response compared to a Gala1-3Gal negative form. They
hypothesized that in vivo anti-Gala1-3Gal antibodies induce
the formation of immune complexes leading to effective uptake
of the antigen by antigen-presenting cells. It will be interesting
in the future to determine if BoHV-4 produced in Gala1-3Gal
expressing cells are more immunogenic than virions derived
from Gala1-3Gal negative cells in GT deficient animals. The
latter hypothesis could be tested in GT knockout mice, which
produce anti-Gala1-3Gal.

Finally, it has been proposed recently that BoHV-4 derived
vectors could be developed for viro-oncolytic treatment of hu-
man carcinomas [13]. The results of this study suggest that vi-
rions will be more stable in humans if they are produced in
Gala1-3Gal negative cells than in Gala1-3Gal positive cells.

In conclusion, this study demonstrates that human serum
exhibits the innate property to neutralize BoHV-4 through ac-
tivation of complement by natural antibodies raised against
bovine host cell derived epitopes. The Gala1-3Gal epitope ex-
pressed by bovine cells was demonstrated to play a key role in
this neutralization. This study is the first to support the role of
human natural antibodies raised against Gala1-3Gal as an in-
nate immune mechanism to prevent cross-species transmission
of a gammaherpesvirus to humans. The present study also rai-
ses questions that must be addressed when considering the de-
velopment of BoHV-4 recombinants as viro-oncolytic vectors.
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Annexe 

Les résultats obtenus au cours de cette dernière étude ont démontré la neutralisation du 

BoHV-4 par le sérum humain. Le mécanisme de cette neutralisation dépend du complément et repose 

sur l’activation de la voie classique, par le biais d’Ac naturels reconnaissant l’épitope gal. Cet épitope 

gal, exposé en surface du virion, est acquis aux dépends de la cellule hôte suite à l’activité de l’enzyme 

galactosyltransférase. 

Alors que des articles ont décrit ce phénomène pour plusieurs virus tels que le virus de la 

maladie d’Aujeszky, le rétrovirus porcin endogène, le virus de la chorioméningite lymphocytaire 

(Hayashi et al., 2004; McKane et al., 2003; Quinn et al., 2004; Takeuchi et al., 1997; Welsh et al., 

1998), cette étude est la première à rapporter ce processus pour un membre de la sous-famille des 

gammaherpesvirinae. Ainsi, la neutralisation du BoHV-4 et de plusieurs autres virus enveloppés, par 

les Ac anti-gal et par le complément, pourrait jouer un rôle de barrière naturelle et prévenir les 

infections croisées, de plusieurs espèces animales à l’homme.  

Nous avons déterminé au cours de cette étude que le BoHV-4 présentait massivement 

l’épitope gal à sa surface. Ce résidu carbohydrate peut être porté par des O et N-glycans (Blanken & 

Van den Eijnden, 1985; Stults et al., 1999; Thibaudeau et al., 1996). Etant donné que gp180 représente 

potentiellement la protéine la plus glycosylée de l’enveloppe virale, nous avons posé l’hypothèse que 

cette protéine pouvait constituer le support majeur pour l’exposition des épitopes gal. Aussi, pour 

adresser cette question, nous avons reproduit les expériences de transcomplémentation de sérum de 

cheval par des Ac anti-gal, en comparant cette fois, la sensibilité des virions WT, Bo10 Del, Rev et 

Bo10 STOP, à la neutralisation. Lors de cette expérience, des quantités croissantes d’Ac monoclonaux 

anti-gal (M86) ont été ajoutées au sérum de cheval (10%, vol/vol) pour incuber les différentes souches 

virales dérivées de cellules MDBK. L’infectivité des virions, après neutralisation, a été évaluée par 

titrage sur cellules MDBK.  

Les résultats de cette expérience ont démontré une plus grande résistance des virus délétés 

pour le gène Bo10 à la neutralisation. En effet, alors que les souches sauvage et révertante sont 

neutralisées par le sérum de cheval et les Ac anti-gal de manière dose-dépendante, les virus Bo10 Del 

et Bo10 STOP sont seulement légèrement affectés (Figure annexe). Cette différence de sensibilité à la 

neutralisation par les Ac anti-gal suggère que gp180 est un support majeur pour l’exposition des 

épitopes gal.  

Outre l’intérêt fondamental de cette information, la mise en évidence que gp180 porte des 

épitopes gal ouvre de nouvelles perspectives pour des stratégies anti-virales originales. Ainsi, le 

bouclier de O-glycans présenté par les gammaherpèsvirus pourrait potentiellement être la cible de la 

neutralisation par des Ac spécifiques de résidus carbohydrates, tels que les épitopes gal. Le caractère 
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neutralisant de certains Ac dirigés contre des motifs sucrés a déjà été démontré pour d’autres modèles 

(Balzarini, 2007). Par exemple, chez l’homme, l’Ac monoclonal 2G12 neutralise le HIV (Doores et 

al., ; Doores et al., 2010b; Doores et al., ; Scanlan et al., 2002). Cet Ac reconnaît un épitope sur la 

glycoprotéine gp120 dont l’existence est directement dépendante de la présence des résidus mannoses 

qui l’encadrent (Scanlan et al., 2002). Par ailleurs, une autre étude a analysé le profil des N-glycans de 

gp120 et a identifié un oligomannose terminal immunogène (Man6-9GlcNAc2) largement conservé au 

sein de différents isolats du HIV. Ce résidu a dès lors été proposé comme cible vaccinale potentielle 

contre ce virus (Doores et al., 2010a). 

En conclusion, alors que le bouclier de glycans représente un avantage sélectif pour 

différents virus chez l’hôte naturel, il peut aussi constituer le talon d’Achille de ces agents (Balzarini, 

2007). En effet les glycans eux-mêmes pourraient devenir la cible de la neutralisation par les Ac, au 

cours d’infections accidentelles de l’homme ou encore, au cours de stratégies vaccinales spécifiques. 

Dans ce cadre, utiliser un vaccin combinant des carbohydrates spécifiques et des virus recombinants 

incapables de former le bouclier de glycans, pourrait être particulièrement intéressant pour stimuler 

une réponse immune performante à long terme. En effet, la production d’Ac à l’encontre du bouclier 

de glycans pourrait forcer le virus à modifier celui-ci. Cette sélection négative vis-à-vis des glycans 

protecteurs aurait alors comme conséquence, une exposition des épitopes vulnérables et donc un 

meilleur accès pour les Ac neutralisants. Le recours à des virus recombinants, présentant de manière 

dégagée ces mêmes épitopes vulnérables, stimulerait la mise en place d’une réponse humorale 

neutralisante à leur encontre. 
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Préambule 

 

Le cycle biologique des herpèsvirus est excessivement complexe puisque ces virus se 

montrent capables d’établir une infection soit latente soit réplicative dans des cellules aussi différentes 

que les lymphocytes, les cellules épithéliales ou les fibroblastes. Ce tropisme élargi s’accompagne de 

mécanismes d’entrée particulièrement élaborés. Ainsi, à l’inverse de la plupart des autres virus 

enveloppés, les herpèsvirus utilisent plusieurs glycoprotéines lors des processus d’attachement à la 

cellule cible et de fusion avec une membrane de celle-ci. Chez les gammaherpèsvirus en particulier, 

des protéines additionnelles s’ajoutent au complexe conservé, constitué par les glycoprotéines gB, gH 

et gL. Ces glycoprotéines accessoires semblent jouer un rôle crucial dans l’orientation du tropisme des 

gammaherpèsvirus. Chez l’EBV par exemple, le virus exploite deux types de mécanisme pour orienter 

son tropisme : la présence ou l’absence d’un récepteur spécifique au niveau des cellules cibles ou bien 

la présence ou l’absence d’une glycoprotéine spécifique au niveau de l’enveloppe virale. Ainsi, la 

glycoprotéine gp350 est toujours incorporée dans l’enveloppe virale mais elle n’assure l’attachement 

de l’EBV qu’au niveau des lymphocytes B, présentant spécifiquement le récepteur CD21. De manière 

différente, la glycoprotéine gp42 s’attache aux cellules exposant le récepteur HLA de classe II mais 

elle n’est présente que de manière inconstante au niveau de l’enveloppe de l’EBV. Cette présence 

alternative de gp42 permet au virus de switcher d’un type cellulaire à l’autre. Alors que la fusion au 

niveau des lymphocytes B repose sur l’interaction entre gp42 et HLA, l’absence de gp42 favorise 

l’entrée au niveau des cellules épithéliales (Hutt-Fletcher, 2007). La régulation du tropisme des 

rhadinovirus est moins claire puisque, s’ils présentent tous un homologue de gp350 au niveau de leur 

enveloppe, ils ne possèdent pas d’homologue de gp42. 

Au cours des études précédentes, nous avons étudié les fonctions de la protéine gp180 du 

BoHV-4, représentant l’homologue positionnel de gp350 de l’EBV. Cette protéine dérive d’un 

transcrit épissé du gène Bo10 et oriente le tropisme du virus par interaction avec les GAGs de la 

surface cellulaire. La caractérisation du profil de transcription du gène K8.1 du KSHV a mis en 

évidence l’existence d’un phénomène d’épissage alternatif. Chez ce virus, plusieurs sites donneurs 

d’épissage sont à l’origine de trois transcrits différents. Les rôles de ces transcrits au cours de 

l’infection sont potentiellement distincts et n’ont pas encore été identifiés avec précision. La présence 

d’un épissage alternatif potentiel chez plusieurs rhadinovirus suggère que ce mécanisme d’expression 

pourrait avoir une fonction conservée au sein de ce genre. Aussi, cette troisième étude a pour objectif 

de caractériser plus en détails, la transcription du gène Bo10 du BoHV-4. 
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Abstract 

Herpesviruses have complex lifecycles that involve infection of various cell types. 

Interestingly, some of them are able to route infection by the use of different cellular receptors and 

different viral glycoprotein complexes. Thus, Epstein-Barr virus appears to use gp42 – Human 

leukocyte antigen class II interaction as a switch of cell tropism. Rhadinoviruses do not encode any 

gp42 homolog. In this study, we showed that Bovine Herpesvirus 4, a rhadinovirus closely related to 

Kaposi’s Sarcoma associated herpesvirus (KSHV), could orientate tropism of progeny virions by 

using alternative splicing of its Bo10 gene. As a similar gene organization is observed in the KSHV 

K8.1 homologous gene, we hypothesized that this mechanism could be conserved in different 

rhadinoviruses. 
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Introduction 

Gammaherpesviruses are ubiquitous pathogens in human and animal populations all over the 

world. The best studied gammaherpesviruses, Epstein-Barr virus (EBV) and the Kaposi's Sarcoma-

associated Herpesvirus (KSHV), infect respectively some 90% [1] and 30% [2] of human populations. 

Primary infections by these viruses are most of the time subclinical; however, long-term carriage of 

these viruses can be associated with the development of various malignancies [3,4] such as Burkitt 

lymphoma, nasopharyngal carcinoma, primary effusion lymphoma or Kaposi’s Sarcoma. The variety 

of these pathologies reflects the different tropisms of these viruses. Understanding their entry 

mechanisms in different cell types is therefore essential. 

Attachment to and penetration into the host cells are two distinct events in herpesviruses [5]. 

As enveloped viruses, gammaherpesviruses enter cells by fusion of their envelope with a cell 

membrane. While the precise mechanism of action is still unclear, the core fusion machinery is closely 

conserved and made of gB, gH and gL [6], although gL can be non essential [7]. On the opposite, the 

glycoproteins that mediate attachment and trigger fusion differ between viral species but also for a 

same virus between the target cells. Indeed, EBV infects predominantly epithelial cells or B 

lymphocytes [8]. Gp350/220 is the most abundant protein of EBV envelope and is responsible for the 

attachment of the virus with high affinity to B cells [9]. On the opposite, gp350 deleted viruses are 

more infectious for epithelial cells and gp350-specific antibodies enhance epithelial cells infection 

[10]. Besides gp350, gp42 can function as a switch of EBV tropism. Gp42 binds to human leukocyte 

antigen (HLA) class II [11]. EBV makes both three-part gH/gL/gp42 complexes and two-part gH/gL 

complexes [12]. While fusion with a B cell is triggered by interaction between gp42 and HLA class II, 

entry into epithelial cells requires complexes without gp42. Interestingly, HLA class II expression in 

the virus producing cells alters the ratio of three-part to two-part complexes. Therefore, virus produced 

in epithelial cells is more infectious for B cells whereas B-cell-derived virus better infects epithelial 

cells [13]. This switch in tropism presumably favors the movement between epithelial cells and B cells 

during the cycle of persistence [14].  

The mechanisms that regulate cell tropism are less clear for KSHV and other rhadinoviruses 

such as Murid herpesvirus 4 (MuHV-4) or bovine herpesvirus 4 (BoHV-4). However, while these 

viruses do not have any gp42 homolog, they all encode a virion glycoprotein positionally homologous 

to gp350. These proteins are K8.1A encoded by K8.1 in KSHV [15], gp150 encoded by MuHV-4 M7 

and gp180 encoded by BoHV-4 Bo10. Similarly to gp350, these proteins are involved in binding to 

some receptors on target cells [16,17,18]. Indeed, K8.1A, gp150 and gp180 interact with 

glycosaminoglycans (GAGs). Moreover, these proteins seem to block infection of cells that do not 

express this receptor [16,17]. It has therefore been proposed that these proteins could regulate viral 

tropism both positively and negatively in function of the presence or the absence of their receptor. 
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While this putative model explains GAG+ cells infection, it does not encompass infection of GAG- 

cells such as B cells or monocytes. How do rhadinoviruses infect these cells remains therefore 

controversial.  

In this study, we showed that BoHV-4 Bo10 gene encodes two different mRNA through 

alternative splicing. While mutant viruses expressing only the spliced message behave as WT virus, 

viruses unable to splice Bo10 mRNA infect GAG- cells similarly to Bo10 knockout mutants. We 

therefore propose that BoHV-4 could modify its tropism by regulating Bo10 mRNA splicing. 
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Material and Methods 

Antibodies. The rabbit monospecific polyserum raised against the C-term end of the Bo10 

encoded transmembrane protein (anti-Bo10-c15) has been described previously [17]. 

Cells. Madin-Darby bovine kidney (MDBK) (ATCC CCL-22), CHO-K1 (ATCC CCL-61) and 

the GAG-deficient mutant CHO-K1-pgs-A745 (ATCC CRL-2242) cells were cultured in Dulbecco’s 

modified Eagle Medium (Invitrogen) containing 10% fetal calf serum (FCS), 2% 

Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) and 1% non Essential amino acids (Invitrogen). Rabbit Peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC) were prepared as described elsewhere [19]. Briefly, PBMC were 

isolated from 5-ml of blood collected from the ear central artery. Mononuclear cell suspensions were 

prepared with Ficoll-Paque Premium density gradient media (GE Healthcare). Cell suspension in 

sterile PBS was overlaid onto 5-ml Ficoll-Paque density cushion and centrifuged (1825×g) during 20-

min at room-temperature. Mononuclear cells at the interface were collected and washed twice in ice-

cold PBS before further analysis. PBMC were cultured in RPMI Glutamax Medium containing 10% 

FCS, 2% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen), 1% Essential amino acids (Invitrogen), 1 mM Sodium 

pyruvate, 25 mM HEPES and 50 µM 2-mercaptoethanol.  

 

Viruses.  The BoHV-4 V. test strain has been initially isolated from a case of orchitis [20]. 

Bo10 Del, Bo10 Stop and the corresponding revertant strains have been described previously [17,21]. 

The other viruses were derived from a cloned BoHV-4 BAC [22]. We modified the BoHV-4 V. test 

Bo10 coding sequence (genomic coordinates 65844 to 66743) either by introducing a point mutation 

in the splicing donor site (Bo10 MuDir strain) or by replacing the entire Bo10 ORF by a sequence 

devoid of the intron (Bo10 Spliced strain). Mutagenesis of wild-type V. test BAC G plasmid [22] was 

performed by a two-step mutagenesis procedure in bacteria using the shuttle plasmid pST76KSR [22]. 

Plasmids used to induce homologous recombination were constructed as follows. For the Bo10 MuDir 

strain, we first PCR-amplified (Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen) coordinates 

65331–67427 of the BoHV-4 V. test genome, including SacI and XmaI restriction sites in the 

respective forward and reverse primers, and T/A cloned the PCR product into the pGEM-T Easy 

vector (Promega Corporation) resulting in pGEM-T Easy Bo10 zone Rec plasmid. Next, the Bo10 

splicing donor site was mutated by site directed mutagenesis (Quick change site directed mutagenesis, 

Stratagene) resulting in pGEM-T Easy Bo10 zone Rec MuDir plasmid. For the Bo10 Spliced strain, 

cDNA was prepared from WT BoHV-4 infected MDBK cells and Bo10 specific sequences were 

amplified with Bo10 specific primers (Bo10 23-43 5’-TCATACATTCAAATTGCATGC-3’and Bo10 

839-818 5’-CATTGAATGAGAACAAACACG-3’). The lower 740bp band was then BstBI/HpaI-

restricted and cloned into the corresponding sites of the pGEM-T Easy Bo10 zone Rec plasmid 

resulting in pGEM-T Easy Bo10 zone Rec Spliced plasmid. Each construct was then subcloned as a 
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SacI/XmaI fragment into the same sites of the pST76K-SR shuttle vector, and recombined into the 

BoHV-4 BAC [22]. The correct construction of each mutant was confirmed by DNA sequencing. We 

also isolated by the same way revertants of the Bo10 MuDir and Bo10 Spliced BACs in which the 

Bo10 locus was restored to its wild-type form. Reconstitution of infectious virus from BAC plasmids 

was obtained by transfection in MDBK cells. To excise the BAC cassette, reconstituted viruses were 

propagated in EBL-NLS-Cre cells expressing Cre recombinase to generate the corresponding excised 

strain [22]. 

RT-PCR.  Subconfluent monolayers of MDBK cells were infected with BoHV-4 strains at a 

m.o.i. of 1 PFU/cell. 24 hours after infection (p.i.), cytoplasmic RNA was isolated by using RNeasy 

mini kit (Qiagen). Contaminating DNA was removed by DNase treatment. cDNA was produced by 

using First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science) with poly d(T) primer. The cDNA 

products were amplified by PCR with Taq polymerase (New England Biolabs), and specific primers 

pairs. Bo10 23-43 (5’-TCATACATTCAAATTGCATGC-3’) and Bo10 839-818 (5’-

CATTGAATGAGAACAAACACG-3’) were used to amplify both transcripts. Bo10 PBDF (5’-

ATGAGGTTAAGAGTCAGATC-3’) and Bo10 IntronRev (5’-ACCATTTAGTCAAATTCCACAC-

3’) or Bo10 SplicedOnlyRev (5’-GGATGTCTGTGTGCCTGAG- 3’) were used to amplify unspliced 

and spliced Bo10 mRNA respectively. 

Southern blot.  Southern blot analysis of viral DNA digested with BamHI was performed 

with a probe corresponding to nucleotides 65900-66370 of the BoHV-4 V. test strain genome (coding 

for Bo10 Exon 1). 

Virus purification.  BoHV-4 strains grown on MDBK cells were purified as follows.  Virions 

were harvested from infected MDBK cell supernatants by ultracentrifugation (100,000 x g, 2 h); 

infected-cell debris were then removed by low-speed centrifugation (1,000 x g, 10 min). Virions were 

then centrifuged through a 20 to 50 % (w/v) potassium tartrate gradient in PBS (100,000 x g, 2 h). 

Virions were recovered from the gradient and finally washed and concentrated in PBS (100,000 x g, 2 

h). 

Western Blot. Purified virions were lysed and denatured by heating (95°C, 5 min)
 
in SDS-

PAGE sample buffer (31.25 mM Tris-HCl pH 6.8, 1% (w/v) SDS, 12.5% (w/v) glycerol, 0.005% 

(w/v) Bromophenol Blue, 2.5% (v/v) 2-mercaptoethanol). Proteins were resolved by electrophoresis 

on Mini-PROTEAN TGX (Tris-Glycine eXtended) precast 7.5% resolving gels (Bio-Rad) in SDS-

PAGE running buffer (25mM Tris-base, 192 mM glycine, 0.1% (w/v) SDS) and transferred to 

polyvinylidene difluoride membranes (Immobilon-P transfer membrane, 0.45 µM pore size, 

Millipore).
 
The membranes were blocked with 3% non-fat milk in PBS/0.1% Tween-20, and then 

incubated with anti-Bo10-c15 rabbit antibodies in the same buffer. Bound antibodies were detected 

with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG pAb (Dako Corporation), followed by 



Chapitre 3  Section expérimentale - Etude 4 

 

105 
 

washing in PBS/0.1% Tween-20, development with ECL substrate (GEHealthcare) and exposure to X-

ray film. 

Growth curves.  The growth kinetics of mutant and revertant viruses were compared to those 

of WT. Cell cultures were infected at a multiplicity of 0.01 (multi-step assay). After 1 h of adsorption, 

the cells were washed then overlaid with MEM containing 5% FCS. Supernatants of infected cultures 

and infected cells were harvested at successive intervals and the amount of infectious virus was 

determined by plaque assay on MDBK cells [22]. 

Indirect immunofluorescent staining of adherent cells. Cells were fixed in PBS containing 

4 % (w/v) paraformaldehyde (Merck) for 10 min on ice and then for 20 min at 20°C. After washing 

with PBS, samples were permeabilized in PBS containing 0.1 % (w/v) saponin (Sigma) at 37°C for 10 

min. Immunofluorescent staining (incubation and washes) was performed in PBS containing 10 % 

FCS (v/v) and 0.1 % (w/v) saponin. Samples were incubated at 37°C for 45 min with mouse mAb 35 

raised against BoHV-4 gB. After three washes, samples were incubated at 37°C for 30 min with Alexa 

Fluor 568 goat anti-mouse (GAM) IgG (2 µg/ml; Invitrogen). Fluorescence was then visualized with a 

TE 2000-S Nikon microscope and a Leica DC300F CCD camera system. 

 Immunostainings of mononuclear cells. Washes and incubation steps were performed in 

FACS buffer (PBS pH7.4, 0.1% BSA, 0.05%NaN3). Cells were incubated with Pacific Blue-

conjugated anti-human CD14 (BD) on ice for 40-min. Cells were washed and incubated in 7-AAD 

before flow cytometry analysis to exclude dead cells  

Flow cytometry. Cells exposed to eGFP
+
 viruses were washed in PBS and analyzed

 
directly 

for green channel fluorescence [7]. Cells were analyzed on a FACSAria (Becton Dickinson). 
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Results 

Bo10 mRNA undergoes alternative splicing. Initial DNA sequence analysis of BoHV-4 

genome identified an ORF between ORF50 and ORF52 that was made of two exons [23]. With respect 

to its relative position in the genome, Bo10 is therefore similar to K8.1 of KSHV [15] and gp220/350 

of EBV [24]. These genes encode transmembrane glycoproteins that have been shown to be translated 

from a spliced message. Recently, we demonstrated similarly that Bo10 mRNA splicing removes 77 

nucleotides and generates a mRNA encoding a 273 aa protein with a signal sequence and membrane 

anchor [17]. However, sequence analysis revealed the presence of an in-frame Stop codon inside the 

Bo10 intron (Fig. 1A) that could generate a protein (Fig. 1B) similar to the potential expression 

product of the K8.1 γ message [15]. To verify the transcription of this unspliced Bo10 message during 

BoHV-4 cycle we used RT-PCR with different pairs of primers (Fig. 1C) on cDNA from BoHV-4 

infected MDBK cells. Primers spanning the putative intron revealed the existence of two different 

Bo10 messages. As previously described, the major 739 bp PCR product (Fig. 1C) corresponded to the 

expected size of the spliced mRNA. However, although weaker, an unspliced PCR product (817 bp) 

was also detectable (Fig. 1C). RT-PCR with primer pairs specific for either the spliced or the 

unspliced sequence confirmed the existence of both Bo10 messenger RNAs (Fig. 1C). None of the 

fragments could be amplified without prior reverse transcription (data not shown) and DNA 

sequencing confirmed the identity of the different PCR products (data not shown). Altogether, these 

results show that BoHV-4 Bo10 gene undergoes alternative splicing. 

 

Generation of the Bo10 MuDir and Spliced BoHV-4 mutant. We previously described two 

BoHV-4 Bo10 knockout strains [17,25]. To unravel the function of both the spliced and the unspliced 

Bo10 expression products, we generated two additional Bo10 mutant viruses. In the Bo10 MuDir 

mutant we punctually mutated the Bo10 splicing donor site (T to G) to only express the unspliced 

form. On the opposite, the Bo10 Spliced strain only expresses the Bo10 spliced product of expression 

(Fig. 2A). Southern blots of viral DNA (Fig. 2B) confirmed the expected genomic structures of the 

two mutants, plus revertants of these both strains. The expected mutations were further confirmed by 

DNA sequencing (data not shown). As expected, RT-PCR analysis showed that the Bo10 MuDir and 

the Bo10 Spliced strains express either the unspliced or the spliced messenger RNA (Fig. 2C). Finally, 

immunoblotting with an anti-Bo10-c15 rabbit polyserum confirmed that only the Bo10 MuDir mutant 

virions lacked gp180 (Fig. 2D).  

 

Effect of Bo10 mRNA splicing on BoHV-4 replication in vitro. We previously showed that 

the Bo10 knockout strains display a growth deficit associated with reduced binding to epithelial cells. 

We interpreted this phenotype as being a consequence of the absence of the gp180 glycoprotein that is 
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encoded by the Bo10 spliced message. However, as the Bo10 gene encodes two different transcripts, 

this growth deficit could also be associated with the absence of the unspliced Bo10 message. To 

address this question, multi-steps growth assays were performed on MDBK cells with the different 

Bo10 mutants. Interestingly, only the Bo10 MuDir virus grew to lower titers than the WT BAC 

parental strain (Fig. 3). 

 

Enhanced infection of GAG-deficient cells by the BoHV-4 Bo10 MuDir strain. With the 

Bo10 knockout strains, we interpreted the growth deficit as a consequence of reduced binding to 

GAG. We therefore compared further the GAG dependence of the different Bo10 mutant strains by 

infecting CHO-K1 fibroblasts competent or not for GAG expression (Fig. 4). All strains infected 

GAG+ cells similarly. In contrast, the Bo10 MuDir strain entered CHO GAG- cells better than the 

other strains. Similar results were obtained either with PBS (Fig. 4A) or acid wash (Fig. 4B). 

Moreover, Bo10 MuDir virions remained sensitive to acid wash indicating that the better infection of 

CHO GAG- cells by Bo10 MuDir virions appeared to reflect better cell binding rather than better 

penetration. 

In vivo, BoHV-4 infects monocytes, which are however relatively GAG deficient [26]. We 

therefore compared capacity of the different viruses to infect rabbit PBMC ex vivo. While all the other 

strains infected rabbit CD14+ cells very poorly, Bo10 MuDir viruses infected them much better (Fig. 

5). 
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Discussion 

 Herpesviruses display a complex lifecycles. Indeed, they can engender either a latent or a lytic 

infection at the level of a single cell. The precise mechanisms by which herpesviruses establish latent 

infection are still poorly understood. However, induction of one or the other infection program is often 

regulated by environmental factors among which the nature of the infected cell. Most of herpesviruses 

have a broad cell tropism as they infect a variety of host cells including lymphocytes, epithelial cells 

or fibroblasts. Interaction with cell surface receptors probably allows herpesviruses to manipulate the 

host cell’s preexisting signaling pathway in order to create an environment that is conductive to either 

lytic or latent infection [27]. The use of different receptor binding proteins to mediate entry into 

different cell types and the use of different entry pathways are common features of herpesvirus entry 

[6]. They have even developed strategies that may route infection in vivo. Thus, EBV appears to use 

gp42 as a switch of cell tropism [13]. Epithelial cells produce virions high in gH/gL/gp42 complexes, 

which promote B-cell infection. On the opposite, B cells produce viruses low in gp42 which 

efficiently infect epithelial cells but not B cells. Interestingly, other herpesviruses, such as HCMV [28] 

and HHV-6 [29], also encode additional glycoproteins that redirect cell tropism by forming stable 

complexes with gH/gL [6]. No such mechanism is known for rhadinoviruses. 

 In this study, we showed that splicing of the BoHV-4 Bo10 gene, that encodes its gp350 

homolog, orientates viral tropism. Thus, besides the Bo10 spliced message, that encodes the gp180 

glycoprotein, an unspliced Bo10 mRNA is transcribed during BoHV-4 cycle. Viral strains expressing 

one or the other transcript showed different infectivity patterns in GAG+ and GAG- cells. This was 

associated with gp180 expression as Bo10 MuDir virions that are unable to express this glycoprotein 

were both less infectious for MDBK GAG
+
 cells than the wild-type and more infectious for GAG

-
 

cells. On the opposite, Bo10 Spliced virions that are unable to express the unspliced Bo10 message 

behaved similarly to wild-type. Interestingly, this mechanism could be conserved in other 

rhadinoviruses such as KSHV. In KSHV, the gp180 homolog is encoded by K8.1. As observed for 

BoHV-4 Bo10, K8.1 displays several alternative spliced forms [15]. Two proteins, K8.1A and B, are 

generated from spliced message and encode transmembrane glycoproteins that bind to cell surface 

heparan sulfate [18,30] and are thought to be involved in initial steps of virion attachment. K8.1 

encodes also a third unspliced transcript, K8.1γ [15], which could code for a soluble form of K8.1 as 

the predicted protein would lack a transmembrane anchor. By regulating splicing of these genes, 

BoHV-4 and KSHV could therefore orientate their tropism. This regulation could be orchestrated by 

the viral ORF57 protein as it has recently been shown that this protein functions as a viral splicing 

factor [31] and is essential for K8.1A expression [32]. 

 A central question about this mechanism is why BoHV-4 uses alternative splicing of Bo10 

gene instead of expressing gp180 from an unspliced message that would be turned on or off. One of 
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the reasons could be that the unspliced Bo10 message has its own function. Indeed, the soluble protein 

potentially encoded by an unspliced Bo10 mRNA could have different roles. Firstly, as previously 

hypothesized, this study suggests that BoHV-4 gp180 binds to cell surface GAGs. During infection, 

the potential soluble form of gp180 could coat the infected cell surface and therefore promote release 

of progeny virions. Secondly, this form may serve as a decoy for adsorbing neutralizing antibodies as 

proposed for the secreted form of EBOLA virus glycoprotein [33]. Finally, we recently showed that 

Bo10 expression provides part of a glycan shield for otherwise vulnerable viral epitopes on other viral 

glycoproteins [25]. We linked this property to gp180 expression. However, this function could be 

shared by its putative soluble form. This would be particularly interesting for the virus as it would 

allow regulation of cell tropism without exposing virions to neutralization. 

 Altogether, our results show that splicing of the BoHV-4 Bo10 gene orientates viral tropism. 

In the future unraveling the function of the putative protein encoded by a Bo10 unspliced mRNA 

should help us to better understand rhadinoviruses lifecycle. 
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Figure 1.  Bo10 mRNA undergoes alternative splicing. A. Nucleotide sequence of the BoHV-4 Bo10 gene. The underlined nucleo-
tides represent the signal peptide sequence. The boxes indicate the splicing donor and acceptor sites. The sequence in red italics 
indicates the removed nucleotides after splicing. Nucleotides in green indicate the STOP codon in the intron. B. Amino acids compa-
risons of the predicted spliced and unspliced Bo10 products. The red amino acids represent the signal peptide sequence. The green 
amino acids indicate the predicted transmembrane region of the Bo10 spliced expression product. Serines and threonines are highli-
ghted in bold. C. RT-PCR analysis of BoHV-4 Bo10 reading frame. MDBK cells were mock infected or infected with BoHV-4 V. 
test strain. Twenty-four hours p.i., expression of Bo10 was studied using different pairs of primers specific for the spliced and/or 
unspliced Bo10 products. Locations of the different primers are indicated by red arrows. No PCR product was observed when the 
RT was omitted from the reactions. Amplification of viral genomic DNA is provided as control. UI and Neg. represent uninfected 
cells samples and PCR negative controls respectively. Sizes in bp are indicated on the right.
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Figure 2.  Generation of the Bo10 MuDir and Spliced BoHV-4 mutants. A. Schematic representation of the strategy followed to produce the 
recombinant BoHV-4 strains. The Bo10 MuDir and Spliced BoHV-4 mutants were derived from a cloned BoHV-4 BAC by shuttle mutagenesis 
method. We modified the BoHV-4 V. test Bo10 coding sequence (genomic coordinates 65844 to 66743) either by introducing a point mutation in 
the splicing donor site (Bo10 MuDir strain) or by replacing the entire Bo10 ORF by a sequence devoid of the intron (Bo10 Spliced strain). Splicing 
donor and acceptor sites are in red. B. Verification of the molecular structure. Viral DNA was digested with BamHI, resolved by agarose gel electro-
phoresis, and hybridized with a 32P-labeled probe, corresponding to nucleotides 65900-66370 of the BoHV-4 V. test strain genome (coding for 
Bo10 Exon 1). The 7,137-bp wild-type (WT) band becomes 7060-bp (open arrow) for the Bo10 spliced mutant. Marker sizes in Kbp are indicated 
on the left. C. RT-PCR analysis of BoHV-4 Bo10 expression by the different mutants. MDBK cells were mock infected or infected with the 
different BoHV-4 mutant strains. Twenty-four hours p.i., expression of Bo10 was studied using different pairs of primers specific for the spliced 
and/or unspliced Bo10 cDNA. No PCR product was observed when the RT was omitted from the reactions. Amplification of viral genomic DNA 
is provided as control. UI and Neg. represent uninfected cells samples and PCR negative controls respectively. Sizes in bp are indicated on the right. 
D. Detection of the Bo10 encoded gp180 protein by the anti-Bo10-c15 serum. Purified virions (5*10  virions per lane) were subjected to western 
blotting with anti-Bo10-c15 serum as described in the Methods. The position of a molecular mass (MM) standard (in kDa) is shown on the right.
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Figure 3. Effect of Bo10 mRNA splicing on BoHV-4 replication in vitro. MDBK cells grown in 6-well cluster dishes were 
infected at a m.o.i. of 0.01 for multi-steps assays as described in the Methods with BoHV-4 wild type V. test BAC  (black 
squares), Bo10 MuDir (open circles), Bo10 MuDir Rev (black circles), Bo10 Spliced (Open triangles) and Bo10 Spliced Rev 
(black triangles). Supernatant of infected cultures and infected cells were harvested at different times post-infection, and the 
amount of infectious virus was determined by plaque assay on MDBK cells. Time 0 p.i. is re-titration of the inocula to ensure 
that similar amounts of virus were put on the cells. Plaques were visualized by immunofluorescent staining as described in 
the Methods. The data presented are the average ± SEMs for triplicate measurements. The data were analyzed by 2way 
ANOVA and Bonferroni posttests, ** p<0.01, *** p<0.001.  
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Figure 4.  Bo10 mRNA splicing determines BoHV-4 entry in CHO GAG- cells. A and B. CHO-K1 cells (CHO GAG+) and 
the GAG-deficient derivative CHO-pgsA-745 (CHO GAG-) were infected at the m.o.i. of 0.1 with wild type V. test BAC  (black 
squares), Bo10 MuDir (open circles), Bo10 MuDir Rev (black circles), Bo10 Spliced (Open triangles) or Bo10 Spliced Rev 
(black triangles) strains for the times indicated and then washed either with PBS (pH 7.4) (A) or with isotonic (pH 3) buffer 
(Acid wash) (B). Viral infection was assayed by measuring eGFP expression 18 h later by flow cytometry. 
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Figure 5.  Rabbit PBMC were isolated on Ficoll gradient and then left unifected or infected with wild type V. test BAC, Bo10 
MuDir, Bo10 MuDir Rev, Bo10 Spliced or Bo10 Spliced Rev strains (1 PFU / cell). 24h later, cells were analyzed by flow 
cytometry for CD14 and viral eGFP expression as described in the Methods. The data presented are the average ± SEMs for six 
measurements and were analyzed by 1way ANOVA and Bonferroni posttests, *** p<0.001.



4.

Discussion générale



Les gammaherpèsvirus représentent l’archétype des virus persistants. Largement répandus au 

sein des populations humaines comme animales, ils ont évolué pour coexister avec leur l’hôte en dépit 

des Ac spécifiques circulants. Ainsi, ils se montrent capables d’établir une réactivation chez des 

individus immuns et de produire une infection contagieuse (Roth & Compans, 1980; Rovnak et al., 

1998) sans que cela ne nécessite une immunosuppression de l’hôte, une tolérance à des produits 

d’expression viraux ou encore une variation antigénique significative (Xu et al., 1996). Si les 

mécanismes d’évasion de la réponse « cellules T-dépendante » des gammaherpèsvirus sont bien 

décrits (Stevenson et al., 2009; Tortorella et al., 2000; Yewdell & Hill, 2002), peu de données sont 

disponibles sur la façon dont ils échappent aux Ac neutralisants. Les Ac jouent pourtant un rôle 

déterminant dans l’immunité anti-virale et plus particulièrement dans l’efficacité de la vaccination 

anti-virale (Hangartner et al., 2006b). Par leur potentiel neutralisant et leur stimulation de la 

cytotoxicité, ils combattent efficacement de nombreux agents mais semblent impuissants pour 

empêcher la transmission de virus persistants. La dérive antigénique négligeable des herpèsvirus 

dénote d’ailleurs la faiblesse de la pression sélective imposée par ces Ac (Xu et al., 1996). Le 

développement de vaccins à l’encontre de virus persistants s’est donc révélé être un challenge majeur. 

L’EBV et le KSHV sont deux gammaherpèsvirus qui infectent respectivement 90% (Henle 

et al., 1969) et 30% (Verma & Robertson, 2003a) de la population humaine et qui sont impliqués dans 

plusieurs pathologies importantes dont différents cancers. Cependant, l’étude de la neutralisation de 

ces virus est rendue difficile, voire impossible, par leur croissance in vitro limitée et par la difficulté de 

réaliser des expériences in vivo. Dans ce contexte, le BoHV-4 est un modèle accessible pour l’étude de 

la biologie de l’infection des gammaherpèsvirus.  

Tous les gammaherpèsvirus encodent une glycoprotéine majeure, homologue de la 

glycoprotéine gp350 de l’EBV. Chez le BoHV-4, l’homologue positionnel est le produit du gène 

Bo10. Ces glycoprotéines sont souvent impliquées dans l’attachement viral et pourraient constituer des 

cibles pour la neutralisantion. Cependant, ces virus se transmettent en présence d’Ac dirigés contre ces 

protéines. Il reste donc beaucoup à apprendre au sujet des relations entre gp350 ou ses homologues, les 

Ac spécifiques et le mécanisme d’entrée du virus.  

Pour adresser cette question, l’objectif de cette thèse fut l’étude du rôle du gène Bo10 au 

cours de l’infection du BoHV-4. Par la caractérisation de ce gène et par de l’analyse de son profil de 

transcription, nous avons mis en évidence l’existence de deux transcrits différents suite à un 

phénomène d’épissage alternatif. Le premier, épissé, code pour un produit présentant une ancre 

transmembranaire et correspondant aux homologues de gp350 de l’EBV. Le deuxième, non épissé, 

encode potentiellement une protéine plus courte, dépourvue d’ancre transmembranaire. Cette 

deuxième forme protéique n’a encore jamais été caractérisée et représente donc un intérêt majeur. 



La présentation de cette thèse est articulée autour de plusieurs études : deux d’entre elles se 

sont intéressées aux rôles de la forme transmembranaire, dérivée du transcrit épissé. Une troisième a 

mis en évidence la présentation d’épitopes gal par cette protéine, à l’origine de la neutralisation du 

BoHV-4 par le sérum humain. Un dernier chapitre a introduit la caractérisation du transcrit non épissé, 

encodant potentiellement une protéine tronquée. 

 

1) La protéine transmembranaire 

Le transcrit épissé du gène Bo10 appartient au groupe des « transcrits tardifs » et il encode 

une protéine virale d’enveloppe de 180 kDa (gp180), transmembranaire de type I. Alors que gp180 est 

non essentielle à la réplication du BoHV-4 in vitro comme in vivo, son absence est associée à un 

déficit de croissance expliqué par un défaut d’attachement aux cellules épithéliales (Etude I : figures 4-

6). Ce phénomène semble refléter une interaction entre gp180 et les GAGs, puisque le virus  Bo10 Del 

est à la fois moins infectieux que le virus WT envers les cellules GAGs + et plus  infectieux pour les 

cellules GAG- (Etude I : figure 8). Ce mécanisme d’attachement complexe pourrait présenter un 

intérêt pour le virus. En effet, gp180 semble cacher, au moins partiellement, plusieurs épitopes 

différents présents sur gB, gH et gL dont certains sont des épitopes sensibles à la neutralisation (Etude 

II : figures 6-7). L’interaction de gp180 avec les HS pourrait déplacer cette dernière et assurer 

l’exposition secondaire des structures virales impliquées dans l’entrée (Figure 8). La couverture de 

certains épitopes de gB, gH, gL semble être constituée par un bouclier de O-glycans porté par gp180. 

Ce bouclier assure une protection des épitopes vulnérables par rapport à la neutralisation par les Ac. 

L’étroite conservation des sites de O-glycosylation chez tous les homologues de gp180 (Etude I : table 

1) suggère que ce mécanisme d’immunoévasion est largement exploité au sein des gammaherpèsvirus. 

Ainsi, malgré des divergences importantes dans leur séquence peptidique, gp180 et ses homologues 

pourraient partager la même fonction. Cependant, si la glycosylation des protéines virales représente 

une stratégie d’immunoévasion clé pour les gammaherpèsvirus, le caractère conservé de certains 

résidus sucrés portés par gp180, tels que les épitopes gal, pourrait à l’inverse, constituer un point faible 

pour le virus et une cible de contre-attaque. En effet, le recours à des Ac monoclonaux ou à des 

lectines spécifiques de ces motifs conservés permet d’assurer la neutralisation du virus.  

Les résultats obtenus au cours de cette partie du travail ont initié plusieurs réflexions et ont 

introduit différentes perspectives dont les concepts principaux sont présentés ci-dessous. 

1.1.  La conservation de la fonction des homologues de gp180. 

La connaissance précise de l’organisation des glycoprotéines d’entrée des gammaherpèsvirus 

et de leur façon de se dissimuler du système immunitaire est un prérequis nécessaire au contrôle de 

leur infection. Les résultats générés au cours de cette thèse ont démontré le rôle de gp180 dans la 



protection de l’accès aux Ac, de gB, gH et gL. Cette fonction pourrait être partagée par les 

homologues de gp180 chez les autres gammaherpèsvirus. En particulier, cette question pourrait être 

adressée chez le MuHV-4 en raison de la simplicité d’utilisation de ce deuxième modèle. 

L’homologue de gp180, la glycoprotéine gp150, est potentiellement associée en complexe avec gB, 

gH et gL (Gillet et al., 2007c). Aussi, le recours à des monoclonaux dirigés contre ces glycoprotéines 

pourrait être intéressant afin d’évaluer l’antigénicité du virion MuHV-4 WT ou du virion délété pour la 

glycoprotéine gp150 et d’identifier les épitopes du MuHV-4 potentiellement protégés par gp150. De 

plus, la sensibilité à la neutralisation par du sérum immun, du virus MuHV-4 sauvage et celle du 

délété pour gp150, pourrait être comparée. Des études préliminaires ont abordé cette question et ont 

suggéré une meilleure neutralisation du virus par le sérum en l’absence de gp150. D’après les résultats 

obtenus, une des cibles des Ac dissimulée par gp150 pourrait être l’extrémité N-terminale de gB 

(Gillet et al., 2006). Sur base des connaissances acquises sur la gp180 du BoHV-4, les hypothèses 

formulées au cours de ces études préliminaires pourraient être analysées et confirmées. Par ailleurs, 

des recherches en cours, menées au sein du laboratoire, utilisent l’imagerie in vivo pour étudier 

l’infection du MuHV-4 dans le modèle murin. Grâce à cette technologie, ces recherches ont mis en 

évidence la présence du virus en phase réplicative au niveau du tractus génital des souris femelles, 

suite à une inoculation intranasale (S. François, comuunication personnelle). Cette première 

observation d’une réexcrétion génitale du MuHV-4 chez des femelles infectées latentes ouvre des 

perspectives pour comparer l’infectivité de différents virus recombinants in vivo. Dans ce contexte, 

l’infectivité de virus ré-excrétés MuHV-4 sauvage et du mutant gp150- pourrait être comparée. Par 

analogie avec les données acquises via le modèle gp180 du BoHV-4, l’infection de souris par un virus 

MuHV-4 déficient en gp150 pourrait stimuler une réponse humorale performante, avec des anticorps 

dirigés contre les glycoprotéines essentielles pour l’entrée virale. Lors de la réactivation-réexcrétion, 

les virions délétés par gp150 pourraient donc être neutralisés plus efficacement que dans un modèle 

d’infection par le virus sauvage.  

1.2. Rôles et structure des O-glycans portés par gp180 et ses homologues  

Comprendre comment le virus utilise le processus de glycosylation pour décorer ses propres 

protéines et évader la neutralisation par les Ac, est important pour améliorer le contrôle de l’infection 

virale. Aussi, une investigation possible, introduite par ce travail, est la précision des rôles des O-

glycans portés par gp180 et ses homologues, dans l’évasion de la neutralisation. De manière 

surprenante, en comparaison avec les autres glycoprotéines conservées, la séquence des différents 

homologues de gp180 montre d’importantes divergences au sein des gammaherpèsvirus. Pourtant, ces 

produits constituent tous des glycoprotéines transmembranaires de type I, massivement O-glycosylées 

(Etude 1, table 1). Dès lors, l’hypothèse proposée est que ces protéines partagent une fonction 

commune, déterminée par leurs structures O-glycosylées.  



Les résultats obtenus au cours de cette étude ont souligné l’importance de la O-glycosylation 

dans la protection du BoHV-4 contre la neutralisation. Si le concept de « glycan shield » a déjà été 

évoqué pour plusieurs virus, la plupart des sucres, décrits jusqu’alors pour protéger de la 

neutralisation, sont des N-glycans (Helle et al., ; Wei et al., 2003). Les N-glycans cependant, sont des 

structures ramifiées souvent volumineuses, pouvant affecter les interactions protéiques. Etant donné 

que gp180 semble être impliquée dans un complexe multi-protéique, les N-glycans pourraient ne pas 

être adéquats pour assurer une protection des épitopes vulnérables sans perturber l’organisation et les 

interactions entre protéines. Par ailleurs, la O-glycosylation semble être une stratégie utilisée 

largement au sein des herpèsvirus. En effet, outre les homologues de gp350 qui semblent tous être 

massivement O-glycosylés, l’extrémité N-terminale de gB du MuHV-4 ainsi que celle de gC de l’HSV 

sont elles aussi couvertes de O-glycans. La raison pour laquelle les herpèsvirus exploitent la N- mais 

aussi la O-glycosylation pourrait être la nécessité de faire varier les antigènes présentés par les glycans 

eux-mêmes. En effet, les glycans sont quelquefois ciblés par la réponse immunitaire. C’est le cas par 

exemple de certains antigènes présentés par l’arborescence de N-glycans que porte la protéine gp120 

de l’HIV (Doores et al., 2010b). Une dérive antigénique est alors nécessaire pour évader la réponse 

humorale. Etant donné que les N-glycans sont impliqués dans le folding des protéines, une mutation 

au niveau d’un site induit fréquemment l’apparition d’un changement compensatoire au niveau 

d’autres sites de N-glycosylation, comme observé pour l’HIV (Poon et al., 2007). Un tel mécanisme 

n’est possible que pour les espèces virales qui présentent un taux de mutations élevé. La relative 

stabilité des herpèsvirus ne leur permet sans doute pas d’exploiter une même stratégie (Burton et al., 

2005). Aussi, les O-glycans, qui présentent une plus grande diversité (Mardberg et al., 2004) et qui 

influencent moins la structure protéique, pourraient être plus adaptés.  

Afin de modifier les sites de glycosylation pour varier leur profil antigénique, les 

gammaherpèsvirus pourraient réguler l’expression d’enzymes cellulaires de glycosylation (Lundstrom 

et al., 1987) ou encore assurer la production de leur propre enzyme virale. Seuls deux virus de 

vertébrés sont connus pour encoder des glycosyltransférases (Markine-Goriaynoff et al., 2004b). L’un 

d’eux est le BoHV-4 dont le gène Bo17 encode une enzyme C2GnT-M  (Vanderplasschen et al., 2000) 

dont la séquence est étroitement apparentée à celle de son homologue cellulaire. Par l’ajout des 

structures core 2, cette enzyme réalise une étape clé dans le processus de O-glycosylation à l’origine 

des sucres complexes. En effet, les O-glycans peuvent être soit linéaires, soit branchés. La voie de 

biosynthèse principale pour la constitution de ces sucres ramifiés se réalise via les branchements core 

2. Ces structures complexes pourraient être massivement présentes au niveau de gp180 et de ses 

homologues. La présence de ces structures core 2 expliquerait pourquoi les O-glycans, habituellement 

décrits pour protéger en cis de petites structures linéaires (Gillet & Stevenson, 2007a), montrent dans 

notre modèle, un effet protecteur plus étendu. De manière intéressante, la construction d’un mutant 

BoHV-4 délété pour le gène Bo17, a permis d’identifier gp180, comme un substrat de l’enzyme 



encodée par Bo17 (C. lété, données non publiées). Ce résultat préliminaire suggère que le BoHV-4 

exploite l’activité de Bo17 afin de former par le biais de gp180, un bouclier protecteur tout en étant 

lui-même protégé par les structures core 2. Différentes expériences pourraient tester cette hypothèse. 

Les méthodes d’analyse des glycans ont beaucoup évolué ces dernières années. Aussi, des techniques 

de glycomique après immunoprécipitation pourraient investiguer les conséquences de l’expression de 

pBo17, sur la structure de glycans de gp180. Ensuite, le phénotype de virions délétés pour le gène 

Bo10 et pour le gène Bo17 pourrait être comparé. Concrètement, l’accessibilité des épitopes révélés 

par la délétion de Bo10 ainsi que la sensibilité à la neutralisation par des anticorps monoclonaux, 

pourraient être évaluées sur des virions WT et délété pour le gène Bo17. Ces expériences devraient 

potentiellement éclaircir le rôle de Bo17 et clarifier l’impact des O-glycans portés par gp180 et ses 

homologues, sur la neutralisation virale. 

Au sein des gammaherpèsvirus, seul le BoHV-4 encode une enzyme douée d’une activité de 

glycosyltransférase. Aussi, dans l’hypothèse d’une stratégie commune d’évasion de la neutralisation 

centrée sur les structures core 2 des homologues de gp180, l’absence de Bo17 pourrait être compensée 

par la modulation de l’activité de l’enzyme C2GnT-M cellulaire. Dès lors, il serait intéressant 

d’adresser cette question dans le modèle MuHV-4. Des souris knockout (KO), core 2 déficientes ont 

été décrites récemment (Lee et al., 2010). Aussi, une perspective intéressante pourrait être l’étude de 

virions MuHV-4 cultivés sur des fibroblastes sauvages ou core 2 déficients, afin d’investiguer l’impact 

de l’activité core 2 cellulaire sur la glycosylation de gp150. Le recours aux techniques de glycomique 

permettrait, là encore, de comparer la taille et d’analyser la structure des glycans de gp150, en 

présence ou non de l’activité core 2 cellulaire. En cas de différence, la sensibilité à la neutralisation 

des deux types de virions pourrait être évaluée afin de déterminer comment les glycans portés par 

gp150 affectent la neutralisation par les anticorps. Enfin, grâce aux techniques d’imagerie in vivo 

disponibles au laboratoire, l’infection de souris KO devrait permettre l’évaluation des conséquences de 

l’absence de l’activité core 2 cellulaire sur la neutralisation de virus et donc sur l’efficacité de sa 

transmission. 

1.3. Le déplacement de gp180 et de ses homologues 

Au cours de ce travail, nous avons démontré que la gp180 du BoHV-4 réduisait l’accessibilité 

des épitopes exposés par gB, gH, gL. Ce phénomène se déroule vraisemblablement par encombrement 

stérique. Si cet encombrement protège les épitopes impliqués dans l’entrée de la neutralisation par les 

Ac, il entrave probablement aussi les interactions essentielles entre ces mêmes épitopes et leurs 

récepteurs cellulaires potentiels. Suite à la sensibilité du BoHV-4 sauvage (à la différence du virus 

gp180-) à l’inhibition par l’héparine soluble pour l’infection des cellules épithéliales, nous avons 

suggéré une liaison de gp180 aux héparans sulfates de la surface cellulaire. Cette interaction seule 

pourrait être responsable du déplacement de gp180 de son site inhibiteur permettant alors à la fusion 



de s’enclencher (Figure 8). Cependant, d’autres mécanismes pourraient également lever l’inhibition de 

la fusion maintenue par gp180 et ses homologues. Le MuHV-4 (Gill et al., 2006) et le BoHV-4 (C. 

Lété, données non publiées) infectent les cellules par endocytose. Dans l’endosome, la protéolyse de 

glycoprotéines d’enveloppe est nécessaire pour l’infection de plusieurs virus. Par exemple, la 

glycoprotéine EBOV GP du virus EBOLA possède un important domaine mucinique et présente 

plusieurs similitudes avec gp180 et ses homologues. Chez le virus EBOLA, des études ont démontré 

que la protéolyse de EBOV GP dans l’endosome, par les cathepsines L et/ou B, enlevait le domaine 

mucinique pour générer un intermédiaire stable permettant l’infection virale. Ce mécanisme 

permettrait aux épitopes vulnérables de n’être seulement révélés qu’au sein des endosomes, c’est à 

dire, à l’abri des Ac (Shedlock et al., 2010). Sur base de cet exemple, il serait intéressant d’investiguer 

davantage comment et où sont révélées les protéines cachées par la gp180 du BoHV-4 et 

éventuellement, par la gp150 du MuHV-4. Dans cet objectif, des inhibiteurs des différentes voies 

d’endocytose pourraient être testés ainsi que des inhibiteurs de protéases afin de caractériser 

l’infection virale en l’absence de protéolyse potentielle de gp180/gp150 dans l’endosome. Ces 

investigations pourraient avoir des retombées importantes. En effet, l’identification éventuelle de 

site(s) de clivage par certaines cathepsines sur gp180 pourrait désigner de nouvelles cibles pour la 

neutralisation par des Ac monoclonaux. L’existence de tels Ac neutralisants a été démontrée 

dernièrement pour le virus EBOLA (Shedlock et al., 2010). 

1.4. La protection potentielle des épitopes cellulaires de surface  

Plusieurs analogies structurelles et fonctionnelles semblent exister entre la glycoprotéine EBOV 

GP du virus EBOLA et la gp180 du BoHV-4 (Ito et al., 2001; Lee et al., 2008; Manicassamy et al., 

2005; Takada et al., 1997). Des études récentes ont mis en évidence que la glycoprotéine EBOV GP 

formait par ses domaines massivement glycosylés, un encombrant bouclier en surface des cellules 

infectées  (Francica et al., 2010; Reynard et al., 2009). Pour échapper à la détection par le système 

immunitaire, de nombreux virus altèrent l’expression de protéines cellulaires en surface des cellules 

infectées. Parmi les protéines downrégulées, on peut citer les molécules importantes pour la 

reconnaissance immune telles que les molécules du CMH (Hewitt, 2003) ou des récepteurs d’adhésion 

cellulaire tels que les intégrines (Simmons et al., 2002; Takada et al., 2000). Le virus EBOLA montre 

un exemple de stratégie différente puisqu’en plus d’affecter le niveau d’expression des protéines 

cellulaires, il utilise les glycans décorant ses propres protéines pour couvrir les composants cellulaires 

impliqués dans la défense immunitaire (Francica et al., 2010). Ainsi, l’encombrement stérique généré 

par EBOV GP bloque d’une part, la liaison des Ac aux protéines de surface et d’autre part, les 

interactions avec les cellules CD8+. Un rôle similaire de dissimulation des épitopes en surface des 

cellules infectées pourrait être joué par gp180 puisque cette protéine modifie l’accessibilité des 

protéines virales en surface cellulaire (Etude II, figure 6). Aussi, une perspective intéressante serait 

d’investiguer l’accessibilité aux Ac, de différentes protéines de la surface cellulaire, suite à l’infection 



par les virus WT ou Bo10 Del ou encore suite à l’expression de gp180 en gène isolé. De la même 

façon, l’investigation des conséquences de l’expression de Bo17 à ce niveau pourrait identifier une 

implication éventuelle des O-glycans portés par les protéines des gammaherpèsvirus, pour masquer les 

épitopes cellulaires de surface. 

1.5.  La glycoprotéine gp180 et ses homologues en tant que cibles vaccinales  

Au cours de ce travail, nous avons analysé les interactions entre la glycoprotéine gp180 du 

BoHV-4 et les Ac. Dans l’hypothèse de l’élaboration de nouvelles stratégies vaccinales, les résultats 

obtenus ne présentent pas gp180 en tant que cible idéale pour générer une réponse immune humorale 

neutralisante. En effet, alors que le virus sauvage, présentant la forme gp180 à sa surface, n’est 

neutralisé que partiellement par de hautes concentrations de sérum immun, le virus dépourvu de gp180 

est bien plus sensible à la neutralisation par ce même sérum. Loin d’assurer la neutralisation, gp180 

agit donc au contraire pour protéger les épitopes sensibles. Chez le MuHV-4, la glycoprotéine gp150 

est fortement immunogène puisqu’elle représente la cible majeure des Ac générés lors d’une infection 

par le virus sauvage (Gillet et al., 2007c). Cependant, ni les Ac monoclonaux anti-gp150, ni les sera 

polyclonaux riches en Ac anti-gp150 ne parviennent à la neutralisation du virus. Au contraire, ces Ac 

ont pour effet d’augmenter l’efficacité de l’infection virale au niveau des cellules porteuses d’un 

récepteur Fc pour ces Ac (Gillet et al., 2007c; Rosa et al., 2007). La glycoprotéine gp150 agit donc 

comme un leurre immunologique détournant la réponse immune des épitopes essentiels pour 

l’infection virale. Cette fonction pourrait être partagée par gp180 et ses homologues au sein des 

gammaherpèsvirus.  

L’analyse de ces données permet d’adresser un regard critique vis-à-vis des essais vaccinaux 

développés contre l’EBV et vis-à-vis du concept d’utilisation de gp350 en tant que cible vaccinale. La 

vaccination anti-EBV a été suggérée dès le début des années 80 (North et al., 1982). Déjà à cette 

époque, une approche sous-unitaire basée sur une gp350 recombinante, était considérée comme le 

candidat de choix. 

 Un vaccin contre l’EBV peut avoir différents objectifs : protéger les individus sains de 

l’infection, diminuer la charge virale et les symptômes liés à l’infection primaire, limiter ou abolir la 

réexcrétion virale et donc prévenir la transmission des individus porteurs vers les individus non-

infectés ou encore limiter le développement et la progression de cancers chez les patients infectés 

latents. Un vaccin idéal devrait donc cumuler plusieurs qualités parmi lesquelles figurent la production 

d’Ac neutralisants protecteurs, la prévention de l’établissement de la latence et l’élimination du virus à 

long terme. La glycoprotéine gp350 a été présentée comme un candidat intéressant pour la mise au 

point d’un vaccin puisque le caractère immunogène de cette protéine majeure d’enveloppe induisait la 

production de hauts titres d’Ac tant dans le sérum que dans la salive (Hoffman et al., 1980; Miller et 



al., 1982; Moutschen et al., 2007; Sashihara et al., 2009). Ces Ac anti gp350 assurent, de plus, la 

neutralisation de l’infection des lymphocytes B.  

Plusieurs modèles animaux, dont certains primates, ont été proposés pour étudier l’infection 

de l’EBV. L’efficacité de différents vaccins centrés sur la glycoprotéine gp350 a été testée chez ces 

modèles, avec des taux de succès variables (Khanna et al., 1999b). Le modèle animal principalement 

utilisé est le primate cottonstop tamarin (Saguinus oedipus oedipus), chez qui l’infection par l’EBV 

évolue en un lymphome associé aux lymphocytes B. Le singe common marmoset (Callithrix jacchus) 

développe quant à lui un profil clinique semblable à la mononucléose infectieuse chez l’homme, tandis 

que des virions EBV libres sont réexcrétés au niveau de la cavité orale (Cox et al., 1996). Dès 1985, 

un premier vaccin, basé sur une gp350 purifiée, a démontré son efficacité chez le cottontop tamarin  

pour protéger les animaux infectés de l’émergence de tumeurs associées à l’EBV (Epstein et al., 

1985). Plus tard, des virus recombinants (adénovirus, vaccinia) exprimant gp350 ont été inoculés à 

cette même espèce de singe et ont empêché également le développement de lymphomes (Ragot et al., 

1993). Enfin, un recombinant vaccinia exprimant gp350 a permis la réduction de la charge virale chez 

ces primates suite à une infection « challenge » par l’EBV (Mackett et al., 1996). L’administration de 

vaccins gp350 semble induire une réponse humorale et cytotoxique spécifiques (Khanna et al., 1999b; 

Wilson et al., 1996). Les mécanismes de protection de la progression des tumeurs ne sont pas clairs. 

Etant donné que les cellules tumorales sont le siège d’une infection latente, l’absence probable 

d’expression de la glycoprotéine gp350 au sein de celles-ci suggère une neutralisation des virions 

libres plutôt qu’une réaction immunitaire à l’encontre des cellules tumorales infectées. La diminution 

de la charge virale pourrait secondairement limiter la progression cancéreuse puisque celle-ci semble 

proportionnelle à la quantité de virus (Morgan & Khanna, 2007). Les cellules épithéliales assurent 

l’amplification de l’EBV. Aussi, l’activation d’une réponse cytotoxique à l’encontre de ces dernières 

pourrait également réduire la charge virale et donc limiter le développement de cancers.  

Par la suite, des études cliniques ont été menées chez l’homme. Le premier vaccin, consistant 

en un virus vaccinia exprimant gp350, fut testé en Chine en 1995 et démontra que les enfants inoculés 

avaient tous développé des Ac suite à la vaccination (Gu et al., 1995). Cependant, aucune indication 

de protection de l’infection n’avait été mise en évidence avec cette expérience. En 2005, une étude 

clinique, réalisée en Belgique, a utilisé une gp350 purifiée pour vacciner une population de 98 jeunes 

adultes. Alors que cette vaccination s’est montrée efficace pour contenir les symptômes de la 

mononucléose infectieuse sur l’ensemble de la population vaccinée, certains individus ont quand 

même démontré une séroconversion à l’encontre de l’EBV (Sokal et al., 2007). En 2007, une vaste 

étude clinique menée sur 148 volontaires a testé l’innocuité et l’immunogenicité d’un vaccin 

recombinant sous unitaire gp350. Cette expérience a révélé une bonne tolérance des individus au 

vaccin, ainsi que la présence de hauts taux d’Ac sériques neutralisants anti-gp350. Ces Ac ont permis 

de réduire les signes cliniques de la mononucléose infectieuse (Moutschen et al., 2007). Enfin, des 



essais vaccinaux ont également été réalisés pour prévenir les désordres lymphoprolifératifs chez des 

patients suivant une thérapie immunosuppressive lors de transplantation (Rees et al., 2009). Le vaccin 

dans ce cadre a, lui aussi, induit l’apparition d’Ac neutralisants mais cette réponse immune fut de 

courte durée et vraisemblablement inefficace pour prévenir les évènements prolifératifs EBV-

dépendants faisant suite au traitement immunosuppresseur. Si toutes ces études cliniques présentent un 

intérêt considérable en permettant de contrôler l’évolution de l’infection et en limitant les signes 

cliniques, elles s’avèrent pourtant jusqu’à présent incapables d’assurer une protection vis-à-vis de 

l’infection ou encore d’éliminer le virus. 

Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer l’absence de protection de l’infection 

conférée par les « vaccins gp350 » malgré le caractère immunogène de ces derniers. Certains vaccins 

gp350 testés ont stimulé la production de hauts titres d’Ac spécifiques systémiques. Cependant, la 

glycoprotéine gp350 est exprimée au cours de l’infection réplicative et est absente au niveau des 

cellules supportant l’infection latente. Aussi,  puisque 95% des lymphocytes B abritent le virus sous sa 

forme latente (Morgan & Khanna, 2007), une réponse anti-gp350 pourrait être inefficace pour éliminer 

les cellules infectées latentes. Ensuite, la définition du caractère neutralisant des Ac anti-gp350 est 

réalisée par différents tests in vitro tels que des tests d’inhibition de la transformation des cellules B 

(Moutschen et al., 2007). Ces tests évaluent exclusivement la neutralisation de l’infection des cellules 

B. Or, bien que l’EBV infecte les lymphocytes B in vitro et qu’il persiste in vivo au niveau des cellules 

B mémoires dérivées des centres germinatifs, le virus est également capable de se répliquer au sein de 

cellules épithéliales comme l’épithélium des amygdales ou celui du nasopharynx (Hadinoto et al., 

2009) qui constituent la porte d’entrée la plus probable pour le virus. De plus, il a été démontré que les 

Ac anti-gp350, loin de neutraliser l’infection des cellules épithéliales, améliorent au contraire 

l’efficience de l’infection de ces cellules (Turk et al., 2006). Pour cette raison, l’administration oro-

nasale d’un vaccin gp350 pour stimuler l’immunité mucosale pourrait être remise en question 

puisqu’elle pourrait avoir pour effet de favoriser l’entrée du virus au niveau des cellules épithéliales. 

La fenêtre d’action potentielle des Ac anti-gp350 pourrait seulement concerner les virions libres, 

relargués à partir des cellules épithéliales. Cependant, l’infection des lymphocytes B se propage 

probablement de cellules en cellules. Dès lors, il est peu probable qu’un vaccin stimulant uniquement 

une réponse humorale dirigée contre gp350, puisse bloquer l’infection de l’EBV. 

Si la glycoprotéine gp350 stimule la production d’Ac incapables à eux-seuls de neutraliser 

complètement l’infection, elle pourrait cependant être à l’origine d’une réponse à médiation cellulaire 

performante. Dans ce contexte, une stratégie intéressante est le design de vaccins basés sur des 

épitopes dont la séquence peut être présentée dans les molécules du CMH de classe I (Khanna et al., 

1999b; Morgan & Khanna, 2007). A ce titre, gp350 ainsi que d’autres antigènes lytiques tels que gp85, 

pourraient être analysés pour identifier au sein de leur séquence, des épitopes T capables d’activer une 

réponse cytotoxique spécifique. Des investigations ex vivo ont démontré une puissante activité 



cytotoxique des lymphocytes T CD8+, issus de patients atteints de la mononucléose infectieuse, à 

l’encontre de tels peptides (Khanna et al., 1999c). Cependant, une restriction importante à ce type 

d’approche est le polymorphisme des molécules de HLA. Cet obstacle pourrait être contourné par 

l’utilisation d’une collection de peptides différents ou encore par la construction d’un « polyépitope ». 

Cette dernière structure résulte d’une séquence unique, codant pour plusieurs « épitopes T », placée 

dans un vecteur d’expression (Thomson et al., 1998; Thomson et al., 1996; Thomson et al., 1995). 

Enfin, l’EBV étant majoritairement présent chez son hôte sous ses différentes formes latentes, plutôt 

que de cibler uniquement les « épitopes lytiques » tels que gp350, les approches vaccinales peuvent se 

baser sur différents « épitopes latents » tels que EBNA I, EBNA III ou encore LMP2 pour stimuler la 

réponse cellulaire cytotoxique (Fogg et al., 2009; Gottschalk et al., 2002; Khanna et al., 1999a; Taylor 

et al., 2004). 

 

2) La protéine potentiellement sécrétée 

Comme chez son homologue K8.1 du KSHV, un phénomène d’épissage alternatif a lieu au 

cours de la transcription du gène Bo10. Chez le KSHV, ce processus est à l’origine de trois transcrits 

différents (Figure 9) dont le prédominant, dans les cellules BCLB-1, est celui codant pour 

l’homologue de gp180, K8.1.A (Raab et al., 1998). Chez le BoHV-4, des sites uniques donneur et 

accepteur d’épissage encadrent l’intron du gène Bo10 et peuvent générer deux transcrits différents. 

Alors que le transcrit épissé conduit à la production de gp180, l’absence d’épissage permet la lecture 

d’un codon stop au niveau de l’intron. La traduction de ce transcrit non épissé conduirait à la 

formation d’une protéine plus courte que gp180 et ne disposant pas d’ancre transmembranaire. De 

manière intéressante, le transcrit non épissé du KSHV (K8.1γ) présente la même caractéristique. Ainsi, 

comme pour le BoHV-4, la traduction potentielle de cet ARNm produirait une protéine tronquée. Etant 

donné que ce potentiel produit tronqué n’a jamais été étudié chez le KSHV, la caractérisation de son 

homologue chez le BoHV-4 présente un intérêt majeur. 

Au cours de ce travail, plusieurs outils ont été constuits. Ils devraient nous aider d’une part, à 

identifier et à caractériser la protéique tronquée potentielle et d’autre part, à comprendre le(s) rôle(s) 

qu’elle joue dans l’infection du BoHV-4. Certains résultats pourraient potentiellement être extrapolés 

chez d’autres gammaherpèsvirus. La construction puis la caractérisation in vitro des virus 

recombinants ne générant que l’un ou l’autre des transcrits (Mudir versus Spliced), ont révélé que 

seule la glycoprotéine gp180 était impliquée dans l’attachement du virus aux GAGs (Etude IV, figure 

3). Ces expériences préliminaires n’ont pas mis en évidence de phénotype particulier associé à 

l’absence seule du transcrit non épissé. Cependant, des investigations supplémentaires in vitro et in 

vivo sont nécessaires pour confirmer ces observations et pour discerner le rôle de chacune des formes.  



Tout d’abord, une première étape consistera en l’étude du profil de transcription du gène 

Bo10 en fonction du moment du cycle viral, du type de cellules hôtes ou encore, de l’expression de 

certains gènes viraux. A ce titre, une étude récente, menée chez le KSHV, a mis en évidence le rôle de 

l’ORF57 dans la régulation de l’expression de plusieurs gènes viraux au cours de l’infection lytique. 

Ainsi, cette ORF semble moduler le phénomène d’épissage de plusieurs gènes parmi lesquels figure 

K8.1 (Majerciak et al., 2007). La caractérisation de la transcription de Bo10 pourrait mettre en 

évidence un déséquilibre dans la proportion des deux transcrits produits, sous l’influence de différents 

facteurs de l’environnement. Cette régulation fine serait une façon élégante pour le virus d’orienter son 

tropisme. De manière similaire à l’EBV qui utilise la glycoprotéine gp42, présente ou non à sa surface, 

pour “switcher” d’un type cellulaire à l’autre (Borza & Hutt-Fletcher, 2002; Kirschner et al., 2006), le 

BoHV-4 pourrait diminuer la production du transcrit épissé pour moduler son tropisme cellulaire. Le 

phénomène d’épissage de Bo10 permettrait au virus présentant gp180 à sa surface d’infecter aisément 

les cellules GAG positives tandis que l’absence d’épissage orienterait l’infection du virus vers les 

cellules GAG-, telles que les monocytes. Pour tester cette hypothèse, une analyse quantitative, des 

cDNA obtenus à partir de différents types de cellules infectées, sera réalisée.  

Outre un rôle indirect potentiel dans la régulation de la présence de gp180 dans l’enveloppe 

virale, le transcrit non épissé pourrait encoder une protéine avec une fonction propre. La séquence 

peptidique correspondant au transcrit non épissé ne présente pas de domaine hydrophobe prédit pour 

une ancre transmembranaire. Aussi, il serait intéressant de déterminer si la protéine est incorporée 

dans la particule virale ou si elle est sécrétée dans le milieu extracellulaire. Pour adresser cette 

question, une première expérience consistera à détecter puis à caractériser la protéine potentielle que 

ce transcrit non épissé génère. A cette fin, des sera monospécifiques de chacune des formes ont été 

produits (données non présentées). Grâce à ces Ac, l’analyse par western blot du surnageant de 

cellules infectées pourrait permettre l’identification de la protéine potentiellement sécrétée. Cependant, 

ces Ac étant produits sur base d’un épitope séquentiel de chacune des formes, ils pourraient ne pas 

reconnaître les protéines sous leur conformation tridimensionnelle. Pour faire face à cette difficulté 

éventuelle, un virus recombinant, exprimant la protéine “tronquée”, modifiée par un “tag “ sera 

construit. L’analyse par western blot, de virions purifiés et de surnageant de cellules infectées par ce 

virus recombinant, au moyen d’Ac dirigés contre le “tag”, devrait dès lors permettre de détecter la 

protéine et de révéler si elle est sécrétée dans le milieu extracellulaire et/ou intégrée dans la particule 

virale. 

Plusieurs rôles distincts peuvent être suggérés pour cette protéine tronquée. Par analogie 

avec les propriétés de gp180, cette forme plus courte pourrait également lier les GAGs et améliorer la 

sortie des néo-virions. En effet, le modèle proposé de fixation de gp180 aux GAGs de la surface 

cellulaire soulève quand même une interrogation: comment les virions néoformés, présentant la gp180 

à leur surface, ne sont pas directement réattachés à la cellule qui les a produits? Une stratégie pour 



éviter cet effet, pourrait être de relarguer dans le milieu extracellulaire la forme sécrétée potentielle de 

Bo10. Celle-ci pourrait alors tapisser les GAGs de la surface cellulaire et prévenir un ré-attachement 

des virions. Cependant, une protéine différente de gp180 (Etude I, figure 7) désignée sous le nom de 

gp8, est elle-aussi, capable de lier les HS (Vanderplasschen et al., 1993). Présente sous une forme 

sécrétée, gp8 constitue un autre candidat potentiel pour améliorer la libération des néo-virions.  

Selon nos hypothèses, le BoHV-4 pourrait être capable de générer deux types de virions 

différents: l’un expimant gp180 à sa surface et l’autre exprimant la forme tronquée de Bo10. Pour 

échapper à la reconnaissance du système immunitaire, ces deux types de virus devraient avoir évolué 

pour se protéger des Ac neutralisants. Nous ayons démontré un rôle du gène Bo10 dans la protection 

de la neutralisation par les Ac. Bien que nous avons associé ce phénotype à gp180, nos données 

n’excluent pas cependant, une implication de la forme tronquée dans cette même évasion de la réponse 

humorale. Dans cette hypothèse, le virus pourrait, de manière particulièrement ingénieuse, orienter son 

tropisme tout en restant protégé de la neutralisation par les Ac.     

D’autres fonctions peuvent encore être envisagées. Le virus EBOLA, par un phénomène 

“d’ARN editing”, est capable de générer des forme transmembranaire (GP) ou sécrétées (SGP, ssGP) 

de la glycoprotéine EBOV GP (Mehedi et al., 2011; Volchkov et al., 1995). La fonction de ces formes 

sécrétées n’est pas bien définie à l’heure actuelle mais un rôle de leurre immunologique détournant la 

cible des Ac a été proposé (Dolnik et al., 2004; Ito et al., 2001). Une telle fonction pourrait également 

s’appliquer au produit tronqué du gène Bo10. Dans ce cadre, une première étape pourrait être de 

caractériser le profil de glycosylation de la forme sécrétée potentielle afin de mettre en évidence une 

possible différence avec la forme transmembranaire. Tel que mentionné précédemment, des résultats 

préliminaires ont suggéré une modification de la glycosylation de gp180 par pBo17. Cependant, 

l’activité enzymatique de pBo17 pourrait aussi être distincte, voire absente au niveau de la protéine 

tronquée encodée par Bo10. En effet, la transcription du gène Bo17 est également modulée par un 

phénomène d’épissage alternatif. Aussi, la régulation de l’épissage de Bo17 pourrait être corrélée avec 

celle de Bo10. Dans cette hypothèse, les deux formes protéiques, dérivées du même gène Bo10, 

pourraient afficher un profil de glycosylation tout à fait différent selon les circonstances. L’exposition 

différente des glycans au niveau de gp180 et de la protéine tronquée pourrait induire des variations au 

niveau de leur profil antigénique respectif et attribuer à ces deux formes, des rôles distincts.  

En conclusion, cette étude s’est penchée sur les rôles du gène Bo10 au cours de l’infection 

du BoHV-4. La première caractérisation de la protéine d’enveloppe (gp180) encodée par ce gène a 

démontré son implication dans l’entrée et dans l’orientation du tropisme viral par une régulation 

positive et négative. Par l’exposition d’un bouclier de O-glycans, cette protéine assure la protection du 

virion vis-à-vis de la neutralisation par les Ac spécifiques de l’hôte. Cependant, l’exposition massive 

des épitopes gal sur les glycans de cette même protéine rend le BoHV-4 sensible à la neutralisation par 



les Ac naturels du sérum humain et ouvre des perspectives pour des stratégies vaccinales originales. 

Une deuxième forme protéique dérive potentiellement du gène Bo10 par un phénomène d’épissage 

alternatif. Le rôle de cette dernière n’est pas encore défini mais la mise en place de plusieurs outils 

nous permettra à l’avenir d’investiguer cette question. Les résultats générés au cours de cette étude 

ainsi que les perspectives entrouvertes, pourraient avoir dans le futur, des implications tant 

fondamentales qu’appliquées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 8. La glycoprotéine gp180 forme un bouclier de glycans au devant de plusieurs épitopes de gB, gH et gL dont certains sont

sensibles à la neutralisation. L’interaction de gp180 avec les glycosaminoglycans de la surface cellulaire permettrait le déplacement de

celle-ci, révélant alors les épitopes nécessaires à la fusion du BoHV-4.
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Le virus d’Epstein-Barr (EBV) et le virus associé au sarcome de Kaposi (KSHV) sont deux 

gammaherpèsvirus humains impliqués dans plusieurs cancers. Capables d’établir une réactivation et 

une réexcrétion chez un invidu immun, ces virus persistants ont donc évolué pour coexister avec les 

anticorps (Ac) spécifiques de l’hôte. Définir précisément leur mécanisme d’entrée est nécessaire pour 

améliorer le contrôle de leur infection et pour mettre au point de nouvelles stratégies vaccinales. 

Cependant, l’entrée des gammaherpèsvirus est un processus complexe faisant intervenir différents 

récepteurs cellulaires et différentes glycoprotéines virales. Parmi celle-ci, la glycoprotéine gp350 de 

l’EBV est connue pour lier le récepteur CD21 des lymphocytes B et est décrite comme une cible de la 

neutralisation pour l’infection de ces cellules. L’herpèsvirus bovin 4 (BoHV-4) est un 

gammaherpèsvirus partageant des propriétés communes avec l’EBV et le KSHV. Ainsi, le gène Bo10 

encode potentiellement une protéine homologue de la glycoprotéine gp350 de l’EBV. Afin de préciser 

les interactions entre gp350 ou ses homologues, les cellules hôtes et les Ac, ce travail s’est intéressé au 

rôle du gène Bo10 du BoHV-4. Les résultats générés au cours de cette thèse ont été rassemblés dans 

quatre études. 

1. Le gène Bo10 de l’herpèsvirus bovin 4 encode une protéine virale d’enveloppe non 

essentielle qui oriente le tropisme du virus par une régulation positive et négative. 

Journal of Virology, (2011), 85 (2), 1011-1024 

Machiels B., Lete C., de Fays K., Mast J., Dewals B., Stevenson P.G., Vanderplasschen A. et Gillet L. 

Cette étude a mis en évidence que le gène Bo10 encode une protéine virale de 180 kDa 

(gp180), incorporée dans l’enveloppe virale.  Cette protéine n’est pas essentielle à la réplication 

mais est impliquée dans le processus d’entrée du virus. En effet, une souche virale 

recombinante, délétée pour le gène Bo10, montre un déficit de croissance associé à un défaut de 

d’attachement aux glycosaminoglycans (GAGs) de la surface cellulaire. A l’opposé, la délétion 

de Bo10 améliore l’efficacité de l’infection des cellules déficientes en GAGs. Ces résultats 

suggèrent que gp180 oriente le tropisme du BoHV-4 par une régulation positive et négative, 

selon la présence ou non du récepteur. Ce mécanisme pourrait être commun aux autres 

gammaherpèsvirus. Une hypothèse serait que les GAGs cellulaires déplacent gp180 pour assurer 

secondairement l’exposition d’épitopes viraux impliqués dans l’entrée. Un mécanisme aussi 

complexe pourrait être justifié par un rôle de protection de la neutralisation par les anticorps, 

joué par gp180 et ses homologues, envers des épitopes plus vulnérables. Cette hypothèse a été 

investiguée au cours d’une deuxième étude. 
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2. Evasion de la réponse immune humorale à l’encontre d’un gammaherpèsvirus par la 

formation d’un bouclier de O-glycans.  

 
Soumis pour publication 

 

Machiels B., Lété C., Guillaume A., Mast J., Stevenson P.G., Vanderplasschen A. et Gillet L. 

La deuxième étude a mis en évidence que l’absence du gène Bo10 n’a pas d’impact 

significatif sur l’établissement et le maintien de la latence du BoHV-4. Cette délétion, par 

contre, sensibilise significativement les virions à la neutralisation par du sérum immun. Les 

résultats obtenus démontrent que gp180 cache plusieurs épitopes différents, présents sur gB, gH 

et gL, dont certains sont des épitopes sensibles à la neutralisation. Cette couverture, constituée 

notamment par un bouclier de O-glycans porté par gp180, assure donc une protection des 

épitopes vulnérables vis à vis de la neutralisation par les anticorps. Malgré des divergences 

importantes au niveau de la séquence peptidique, l’étroite conservation des sites de O-

glycosylation chez tous les homologues de gp350 suggère que ce mécanisme d’immunoévasion 

est largement exploité au sein des gammaherpèsvirus. 

3. Le sérum humain neutralise l’herpèsvirus bovin 4 par un mécanisme inné dépendant des 

anticorps naturels. 

Microbes and Infection, (2007), 9, 1530-1537 

Machiels B., Gillet L., Do Nascimento Brito S., Drion P., Delforge C., Nizet Y., Gianello P., Bona C., Costes B., 

Markine-Goriaynoff N. et Vanderplasschen A. 

L’importance de l’exposition de l’homme au BoHV-4 et l’absence de prophylaxie à son 

encontre pourraient rendre possible une contamination humaine. Cependant, jusqu’à présent, 

aucun cas d’infection humaine par ce virus n’a été rapporté. Cette observation a suggéré 

l’existence d’une résistance naturelle de l’homme envers cette infection et a initié l’investigation 

d’une immunité innée envers le BoHV-4. Les résultats de cette étude ont mis en évidence une 

neutralisation efficace du BoHV-4 par le sérum humain, à l’inverse du sérum d’espèces 

animales variées. Le mécanisme de cette neutralisation dépend du complément et repose sur 

l’activation de la voie classique, par le biais d’Ac naturels dirigés contre l’épitope gal cellulaire. 

Une expérience complémentaire à cette étude a permis de révéler que la glycoprotéine virale, 

gp180, représentait le support majeur de ces épitopes gal au sein de la particule virale. 

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis d’une part, d’objectiver les 

contraintes qui s’opposent à une transmission du BoHV-4 à l’homme et d’autre part, de donner 

un exemple où la glycosylation des protéines virales ne constitue pas un avantage sélectif pour 

le virus mais est au contraire une cible pour les Ac neutralisants. Ainsi, les glycans qui 

constituent une base importante de l’évasion de la réponse humorale des gammaherpèsvirus, 

pourraient à l’inverse devenir la cible de stratégies vaccinales originales.   
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4. L’épissage alternatif permet à un gammaherpèsvirus d’orienter son tropisme. 

En préparation 

Machiels B., Stevenson P.G., Vanderplasschen A. et Gillet L. 

Les herpèsvirus ont  un cycle biologique complexe qui peut avoir lieu au niveau de 

types cellulaires variés. Leur mécanisme d’entrée est élaboré et il implique différents récepteurs 

cellulaires ainsi que différentes glycoprotéines virales. Cette dernière étude a démontré  que le 

BoHV-4 exploite l’épissage alternatif du gène Bo10 pour orienter le tropisme des virions 

néoformés. En effet, le transcrit épissé de Bo10 conduit à la formation de gp180 tandis que 

l’absence d’épissage induit la lecture d’un codon stop au niveau de l’intron. La traduction de ce 

transcrit non épissé pourrait générer une protéine tronquée ne disposant pas d’ancre 

transmembranaire. Des virions recombinants ne générant que l’un ou l’autre des transcrits ont 

démontré que seule gp180 est impliquée dans l’attachement aux GAGs cellulaires. Le gène 

homologue K8.1 du KSHV présente une organisation similaire suggérant que ce mécanisme 

d’expression pourrait être conservé au sein des rhadinovirus. 

En conclusion, l’étude des produits d’expression du gène Bo10 du BoHV-4 a mis en 

évidence la complexité du mécanisme d’entrée des gammaherpèsvirus. Ce processus élaboré est 

probablement nécessaire pour protéger les épitopes vulnérables de la neutralisation par les Ac. Ce 

travail a aussi démontré l’importance de la O-glycosylation dans ce mécanisme et a suggéré une 

conservation de cette stratégie d’immunoévasion au sein de la sous famille des gammaherpesvirinae. 

Les résultats de cette thèse constituent les premières bases pour des perspectives tant fondamentales 

qu’appliquées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 5  Résumé 

The human gammaherpesviruses, Epstein-Barr virus (EBV) and Kaposi's Sarcoma-

associated Herpesvirus (KSHV), are involved in several cancers. These viruses evolved to coexist with 

the host specific antibodies since they are able to induce reactivation and reexcretion in an immune 

carrier. Understanding precisely how they enter the target cells is crucial to improve their control and 

to design original vaccinal strategies. However, entry of gammaherpesviruses is a complex process 

that requires different cellular receptors and different viral glycoproteins. Among them, the EBV 

glycoprotein, gp350, binds to CD21 on B cells and is a target for antibodies that neutralize B cell 

infection. Bovine herpesvirus 4 (BoHV-4) is a gammaherpesvirus that shares many common 

properties with EBV and KSHV. Thus, the Bo10 gene potentially encodes the EBV gp350 

homologous protein. In order to further explore the relationship between gp350 or its homologs, host 

cells and antibodies, this work focused on the function of the BoHV-4 Bo10 gene in the biology of 

viral infection. The results obtained are presented in four studies. 

1. Bovine Herpesvirus-4 Bo10 gene encodes a non-essential viral envelope protein that 

regulates viral tropism through both positive and negative effects 

Journal of Virology, (2011), 85 (2), 1011-1024 

Machiels B., Lete C., de Fays K., Mast J., Dewals B., Stevenson P.G., Vanderplasschen A. and Gillet L. 

This study demonstrated that the Bo10 gene encodes a 180 kDa product (gp180), which is 

incorporated in the virion envelope. This protein is not essential for viral replication but is 

involved in viral entry. Indeed, Bo10 deleted virus showed a growth deficit associated with a 

reduced binding to cellular glycosaminoglycans (GAGs). On the opposite, Bo10 deletion 

improves infection of GAG negative cells. These results suggest that gp180 regulates BoHV-4 

tropism both positively and negatively depending upon the presence or absence of its receptor. 

This mechanism could be shared by the other gammaherpesviruses. We hypothesized that 

interaction with heparan sulfates of the cell surface displaces gp180 allowing the exposition of 

viral entry epitopes. A possible rationale for this arrangement would be for gp180 and its 

homologs to protect an otherwise vulnerable virion protein from antibody neutralization. This 

hypothesis has been investigated in a second study. 

2. Antibody evasion by a gammaherpesvirus O-glycan shield.  
 

Machiels B., Lété C., Guillaume A., Mast J., Stevenson P.G., Vanderplasschen A. and Gillet L. 

 

Submitted for publication 

 

This study showed that a lack of gp180 has no impact on the establishment and 

maintenance of BoHV-4 latency, but markedly sensitizes virions to neutralization by immune 

sera. The results demonstrated that gp180 hides some different epitopes on gB, gH and gL, 

including epitopes targeted by neutralizing antibodies. It appeared that gp180 provides part of a 
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glycan shield for otherwise vulnerable viral epitopes and protects them from antibody 

neutralization. While these proteins are diverse in sequence, the conservation of O-glycosylation 

sites in all gp350 homologs suggests that this is a general evasion mechanism in the 

gammaherpesvirinae subfamily 

3. « Natural antibody-complement dependent neutralization of bovine herpesvirus 4 by 

human serum ». 

Microbes and Infection, (2007), 9, 1530-1537 

Machiels B., Gillet L., Do Nascimento Brito S., Drion P., Delforge C., Nizet Y., Gianello P., Bona C., Costes B., 

Markine-Goriaynoff N. and Vanderplasschen A. 

The importance of human exposure to BoHV-4 and the lack of prophylactic scheme 

against this virus make human contamination possible. However, to date there is no reported 

case of human infection by BoHV-4. This observation raises the question of a natural human 

resistance against this virus. The results of this study highlighted an efficient neutralization of 

BoHV-4 by  human serum, in contrast to sera of various animal species. The mechanism of this 

neutralization depends of the complement through activation of the classical pathway by natural 

antibodies raised against the cellular gal epitope. A supplemental experiment revealed that 

gp180 represents the main backbone for gal epitope exposition. The results of this study allowed 

us, on one hand, to objectivize the risk of BoHV-4 transmission to humans. On the other hand, 

this study illustrated a situation where glycosylation of viral proteins did not give a selective 

advantage to the virus but on the opposite, allowed neutralization. Therefore, glycans that 

represent a crucial stategy for evasion of antibody response by gammaherpesviruses, could also 

become the target of original vaccine approaches. 

 

4. Alternative splicing switches tropism of a gammaherpesvirus. 

In preparation 

Machiels B., Stevenson P.G., Vanderplasschen A. and Gillet L. 

Herpesviruses have complex lifecycles that involve infection of various cell types. 

Interestingly, some of them are able to route infection by the use of different cellular receptors 

and different viral glycoprotein complexes. In this study, we showed that BoHV-4 could use 

alternative splicing of the Bo10 gene to orientate tropism of progeny virions. Indeed, the spliced 

transcript of Bo10 produces gp180 while the absence of splicing leads to the reading of a stop 

codon in the intron. The traduction of this unspliced transcript could generate a truncated 

protein without transmembrane anchor. Although only gp180 is involved in attachment to 

cellular GAGs, the function of this truncated protein is not still defined. As a similar gene 
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organization is conserved in the KSHV K8.1 homologous gene, we hypothesized that a similar 

mechanism could be conserved in different rhadinoviruses. 

In conclusion, the study of BoHV-4 Bo10 gene products highlighted the complexity of 

gammaherpesviruses entry mechanism. This elaborate process could be required to protect vulnerable 

epitopes from antibody neutralization. This work also demonstrated the importance of O-glycosylation 

in this mechanism and suggested that this immune evasion strategy is widespread within the 

gammaherpesvirinae subfamily. The results of this thesis give the first basis for fundamental and 

applied researches. 
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